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Rezidua antibiotik v pudé, jejich charakteristika a rizika

Souhrn

V huméanni i veterinarni 1écbé bakterialnich infekci se stale v hojné mife pouzivaji
antibiotika. At uz se jedna o antibiotika Sirokospektra ¢i méné selektivni, bylo prokazéano, ze
bez ohledu na cilovy organismus se uvoliiuji a riznymi cestami se dostavaji do Zivotniho
prostiedi, jehoz slozky kontaminuji. Antibiotika se dostavaji do pudnich ekosystému, do
povrchovych 1 podzemnich vod nékolika cestami. V této praci byla zminéna kontaminace
Cistirenskym kalem, chlévskym hnojem a odpadni vodou pouzitou na zavlazovani
zemédélskych pad. Tato prace se zabyvala predevsim charakteristikou tetracyklinG a rizikem
jejich pouziti, nicméné nebylo mozné zcela se vyhnout zmince jinych druhti antibiotik. Zaroveri
jsem se snazila nejen nastinit mozna doporuceni do budoucna jak pro detekci antibiotik
v zivotnim prostiedi, tak pro odstrafiovani z jeho raznych slozek, ale také divody k omezeni
jejich nadmérného vyuzivani. NejzavaznéjSim divodem pro omezeni uzivani antibiotik je
schopnost vytvoreni rezistence cilového organismu na dana antibiotika, coz pak vede k nutnosti

neustalého vyzkumu novych 1é¢ivych pripravka.

Klicova slova: humanni antibiotika, ptida, kontaminace, Cistirensky kal



Residues of antibiotics in soils, their sources and risks

Summary

Antibiotics are still widely used in human and veterinary treatment of bacterial
infections. Whether they are either of broad-spectrum effect or of selective activity, antibiotics
have been shown to be released irrespective of the target organism and to enter the environment
through various routes, contaminating the environment. Antibiotics enter soil ecosystems,
surface water and groundwater through several routes. Contamination by sewage sludge,
manure and wastewater used for irrigation of agricultural soils has been mentioned. This work
has mainly dealt with the characteristics of tetracyclines and the risks of their use, but it has not
been possible to avoid mentioning other types of antibiotics entirely. Finally, I have tried not
only to outline possible recommendations and the future needs; for the detection of antibiotics
in the environment, for their removal from its various components, but also reasons to limit
their overuse. The most serious reason for limiting the use of antibiotics is the development of
resistance of the target organism to the antibiotic, which then leads to the need for continuous

research into new drugs.

Keywords: human antibiotics, soil, contamination, sewage sludge
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1. Uvod

Objev a vyuziti antibiotik vychazi ze dvou puivodné nezavislych védeckych prouda, které
se pozdé&ji spojily. Jeden zté€chto proudu je mozné oznacit jako némecko-zidovskou skolu;
védci, ktefi pracovali na tomto poli, se hodn€ zabyvali teoretickymi tvahami. Druhy proud pak
predstavovala francouzsko-anglicka pozitivisticka Skola, ktera kladla diraz na popis a
pozorovani prirodnich jevl (Benes, 2018).

Vyznam selektivniho antibakterialniho t¢inku si poprvé jasné uvédomil némecky chemik
a lékat Paul Ehrlich (1854-1915). Do té doby se vlécbé infekénich nemoci pouzivaly
neselektivni, tedy malo ucinné a zaroveii zna¢né toxické medikamenty, jejichz zakladem byly
slouceniny siry, rtuti nebo arsenu. Ehrlich snil o pfipravku, ktery by dokézal zabijet patogenni
mikroby v lidském organismu bez nebezpeci pro pacienty. Po nékolikaletém zkoumani riznych
sloucenin arsenu objevil nakonec spolu se svym zadkem S. Hatou arsfenamin — piipravek, ktery
bylo mozné vyuzit v 1é¢be tehdy znacné rozsitfené syfilidy. Arsfenamin pod obchodnim nadzvem
Salvarsan se pak stal prvnim modernim antibakteridlnim lékem. S vyuzitim podobného
principu zavedl jiny némecky lékar, Gerhard Domagk, o 25 let pozdéji do 1écebné praxe jesté
ucinngjsi pripravky — sulfonamidy (Benes, 2018).

Mezitim, jiz od konce 19. stoleti, nékolik mikrobiologt nezavisle zaznamenalo inhibi¢ni
pusobeni neékterych mikroorganisma proti patogennim bakteriim. Avsak teprve v roce 1940 se
podaftilo skupin€ védct vychazejicich z objevu Alexandra Fleminga pfipravit z mikrobialnich
kultur prvni celkové pouzitelny antibakterialni 1€k — penicilin. Tim zapocala éra intenzivniho
hledani dalSich podobné putisobicich substanci, a skutecné byla v rychlém sledu nalezena cela
fada riznych antibakterialné a¢innych produktt, které dostaly souhrnné jméno antibiotika.

Nazev antibiotika pro nové vznikajici skupinu 1é¢iv zavedl americky mikrobiolog
zidovského puvodu Selman Abraham Waksman, ktery je také znam jako objevitel
streptomycinu v roce 1943. Prvni antibiotika byla tisickrat i¢innéj$i nez sulfonamidy, proto se
zdalo prirozené a logické rozliSovat mezi chemickymi antibakteridlnimi slouceninami
(chemoterapeutiky) a pfirodnimi antibakterialnimi produkty (antibiotiky). Toto striktni déleni
platilo zhruba do poloviny 70. let minulého stoleti. V soucasné dobé je toto déleni povazovano
za prekonané, protoze s vyvojem semisyntetickych pfipravkl se hranice mezi t€émito dvéma
skupinami zacala stale vice stirat (Benes, 2018).

Antibiotika se vyuzivaji se nejen v 1é¢eni lidskych onemocnéni, ale jsou také podavana
zvitatim, Casto jen jako prevence. Kromé rezistence je toto problémem pro okolni krajinu —
pudni ekosystémy — do nichz se dostavaji antibiotika humanni i veterinarni. Antibiotika se
dostavaji do pudy predevsim aplikaci Cistirenskych kalt na padu, ¢i z chlévského hnoje.
V rozvojovych zemich pak z aplikace odpadni vody na zavlazovani — tato technologie v naSich
podminkach neni povolena (Britannica, 2022).






2. Cil prace

Cilem této prace je porovnat a zhodnotit dostupné informace o zdrojich humannich
antibiotik v puid€, chovani téchto latek v padnim prostiedi a jejich pfipadny dopad na ptdni
biotu. Humanni antibiotika mohou predstavovat riziko pro pudni ekosystémy, piestoze se
dostavaji do pudy v nizSich koncentracich nez antibiotika veterinarni. Bude vypracovan
literarni prehled zameéfeny na zdroje a obsahy humannich antibiotik v ptidé. Bude provedeno
srovnani vyskytu humannich a veterinarnich antibiotik v pid¢€ a bude odhadnuto piipadné
riziko zvySenych obsaht humannich antibiotik na pidni organismy.






3. Charakteristika a rozdéleni antibiotik

Antibiotika jsou nejCastéji produkty rtiznych pudnich mikroorganismui, které selektivnim
ucinkem napomahaji ¢i umoznuji prezivani druhl v jejich prostiedi. Vyzkum a vyvoj antibiotik
je charakterizovan jejich izolaci z kultur mikroorganismua nejriznéjsich druhd, biosyntézou az
Cisté€ chemickou syntézou. V soucasné dobé prakticky neni rozdil mezi antibiotiky a synteticky
ptipravenymi chemoterapeutiky (Schindler, 2009). Specifika antibiotik ve srovnani s jinymi
l1éky shrnuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Podstata odliSnosti antibiotik od ostatnich 1ékii (Benes, 2018)

Vétsina 1éku

Antibiotika (ATB)

Léky plsobi na bunky lidského téla.

ATB plisobi na bakterie ptitomné v tkanich.

Léky ovliviiyji funkci cilovych bunék, ale
nenici je.

ATB zabijeji
bakterie).

cilové bunky (patogenni

Cilové buriky jsou v lidském organismu vzdy
lokalizovany na témze miste.

Cilové bunky (patogenni bakterie) se mohou
nachazet v riznych organech ¢i tkanich.

Lidska populace je geneticky velmi
homogenni, ucinek Iéku je dobfe
predikovatelny.

Bakterialni populace je velmi riznoroda,
ucinek empiricky podaného ATB casto nelze
predikovat.

Léky maji na pacienty stejny ucinek, at’ jsou
1éceni kdekoli.

Ucinek antibiotik zavisi na mistnim stavu
rezistence; ten muze

Utinek 1éku se v &ase neméni. Utinek ATB se miize b&hem 1é¢by zménit
v dusledku adaptace bakterii. Cim déle ATB
1éCba trva, tim vétsi je pravdépodobnost
jejiho selhani.

ATB mohou ovlivnit mikrofléru okolnich

Léky plsobi jen na 1éené osoby.
0sob.

Lékova politika muze podstatné ovlivnit
ucinnost ATB 1écby.

Lékova politika nema vliv na terapeuticky
efekt 1¢ku.

Asi nejdualezitéj§im rozdilem je ten, Ze bézné 1éky nemaji za cil bunky nijak poskodit.
Oproti tomu antibiotika maji cilové buriky, jimiz jsou bakterie, usmrtit. Bakterie se proti tomu
mohou branit a zapojuji k tomu rizné mechanismy k preziti. Pfitom mohou meénit svoje
puvodni vlastnosti, predev§im se stavaji rezistentnimi k pouzitému antibiotiku. Dal§im
vyznamnym rozdilem je ten, ze bézné Iéky pusobi stejné kdekoliv na svété a budou tak ptsobit
i za sto let. U antibiotik tomu vSak praveé kvuli rezistentnosti bakterii na né€ neni.

Antibiotika 1ze definovat nékolika zpisoby. Stavba a metabolismus bakterii se
v mnohych ohledech 1i§i od stavby a metabolismu eukaryotnich bunék. Jednou z moznych
definic je, ze se jednd o latky, které selektivné poskozuji struktury nebo metabolismus
prokaryotnich bunék, a pfitom neovliviiuji buiikky eukaryotni. Toto plati teoreticky, v praxi je
to preci jen slozit€jsi a antibiotika Casto puisobi i na nékteré buriky lidského organismu (Benes,
2018).



Antibiotika se také liS§i pivodem. Produktem hub jsou pfirozené peniciliny a
cefalosporiny, ale vétSinu ostatnich pfirozenych antibiotik tvoti bakterie. Bakterialni producenti
antibiotik vétSinou pochazeji z rodu Streptomyces, ktery patti do kmene Actinobacteria (Benes,
2018).

3.1. Klasifikace antibiotik

Kazda skupina antibiotik nese podle své povahy skupinové jméno. Penicilin je ze skupiny
pfibuznych beta-laktamti, kam patii i cefalosporiny zdokonalované v né€kolika dalSich
generacich (Schindler, 2009).

Antibiotika lze délit dle nékolika kritérii.

e Podle zptusobu vzniku — chemicka syntéza nebo ptirodni produkty

e Podle razance (mechanismu) uc€inku — baktericidni a bakteriostatické

e Podle rozsahu pasobeni — tzkospektra vs. Sirokospektra antibiotika

e Podle nejvyznamnéjsi bakterie, proti které jsou pouzivana — protistafylokokova,
protipsedomonadova, makrocyklicka atd.

e Podle chemické struktury (peptidova, glykopeptidova, lipoglykopeptidova,
heterocyklicka, makrocyklicka atd.)

e Podle rozpustnosti v riznych prostiedich — hydrofilni vs. lipofilni

(Benes, 2018)

Déleni podle mechanismu uc¢inku na antibiotika bakteriostaticka a baktericidni nemusi
byt vzdy presné, nebot existuji bakteriostatické tridy antibiotik, které ve vyssich koncentracich
mohou pusobit baktericidné (chloramfenikol), naopak néktera baktericidni antibiotika zase
nemaji inhibicni Uc¢inek na bakterie ani ve vysokych koncentracich (penicilin). (WikiSkripta,
2022). Peniciliny stejné jako ostatni beta-laktamova antibiotika inhibuji syntézu
peptidoglykanu cili klicové komponenty bunécné stény grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii. Jejich ucCinek je baktericidni a stejné jako u ostatnich beta-laktama zavisi na dobé
pusobeni (Benes, 2018).

V uvodu této prace a CasteCné také v této kapitole byla popsana historie a vlastnosti
penicilinu, ale tato prace bude zaméfena na jinou skupinu antibiotik, ktera je i pres veliky pocet
raznych tfid antibiotik na trhu jsou nékteré z téch nejstarsich a nejvice popularnich stale mezi
péti nejpouzivané)§imi k 1é¢be nejb&znéjSich infekci na svéte. Jsou to peniciliny, cefalosporiny,
macrolidy, quinolony a tetracykliny (Pan & Chu, 2017). Tetracyklinim je vé€novana
samostatna cast, kapitola 1.2.

Jednou z dalSich moznosti rozdéleni antibiotik je podle cilového organismu, kterému jsou
podavana — humanni a veterinarni. Rozd¢leni veterinarnich antibiotik do tfid je podobné jako u
antibiotik humannich, ale existuji urcitd specifika. Zavisi na jejich farmakokinetice a
specifickych transformacnich procesech v téle zvirat. Mezi priklady veterinarnich antibiotik 1ze
uvést napiiklad sulfadiazin (SDZ) a fluoroquinolon difloxacin (DIF) (Jechalke, 2014). Tyto dvé
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skupiny antibiotik budou v této praci rozliSovany pouze ve vztahu k zivotnimu prostredi —
k tomu, jakymi cestami se dostaly do pidy, podzemni vody a dalSich slozek zivotniho prostiedi.
Vzhledem k tomu, Zze riziko vyskytu veterinarnich antibiotik v pudnim prostiedi je vyssi, néz
je tomu v pfipadé téch humannich, je jim vénovana nasledujici kapitola.

3.1.1. Veterinarni antibiotika

Zdravi hospodarskych zvitat je predpokladem pro kvalitni zivot a vysokou uzitkovost
téchto zvirat. Prevazna ¢ast skupin antibiotik se da vyuzit jak v humanni medicing, tak pti 1écbé
bakterialnich onemocnéni hospodarskych zvifat, nicméne existuji také skupiny antibiotik,
jejichz vyuziti je pouze veterinarni (Pavlata, 2022; Kumar et al., 2005). Veterinarni antibiotika
(VA) jsou dulezita 1éCiva pouzivana k 1écbé chorob zvirat (Sapkota et al. 2008) a ke zlepSeni
jejich rastu (Li et al. 2011). Antibiotika pouzivana pro podporu ristu hospodaiskych zvirat,
zejména na prasecich farmach, byla v roce 2006 Evropskou Unii zak4dzana (Bousek et al. 2018).

V Evropské unii mezi nejpouzivanéjsi VA patii tetracykliny (TC) (33,4 %), peniciliny
(25,5 %) a sulfonamidy (11,0 %) (European Medicines Agency, 2016). Antibiotika podavana
hospodarskym zvifatim se ve stfevé zvifat Spatné vstiebavaji nebo rozkladaji, coz vede k
vylu€ovani ptivodni slouceniny v rozmezi 30 % az 90 % pivodni davky (Sarmah et al. 2006).
Tato antibiotika se dostavaji do riiznych slozek Zivotniho prostiedi riiznymi cestami, pfiCemz
primarnim zdrojem je aplikace hnoje a kejdy na pidu (Hamscher et al. 2002).

Jakmile se VA dostanou do pudy, prochazeji fadou fyzikalnich a biologickych procest.
Z nich je pravé interakce antibiotik s pidnimi mikroorganismy nesmirné dilezita, protoze pudni
mikroorganismy hraji zasadni roli v mnoha padnich procesech, jako je napt. pfeména organické
hmoty a kolobéh zivin. Znecisténi pidy zpisobené antibiotiky muaze ovlivnit pidni mikrobialni
spoleCenstva a zménit nejen jejich slozeni, strukturu a funkci (Aminov & Mackie, 2007; Urra
et al. 2019), ale také jejich aktivitu (Rousk et al. 2008, 2009; Caban et al. 2018).

Pro veterinarni antibiotika také plati, ze jsou na predpis (veterinarniho 1ékate). Jejich
pouziti musi byt evidovano jak ze strany veterinafe, tak ze strany chovatele. Evidence je pak
pravidelné kontrolovana pfisluSnymi regulacnimi ufady, jakymi jsou napiiklad Statni
veterinarni sprava nebo Ustav pro statni kontrolu a biopreparatt 1é¢iv. Po podani & pravidelném
uzivani antibiotik u hospodarskych zvirat je pro kazdy 1ék stanovena tzv. ochranna lhita, béhem
niz neni mozné od téchto zvifat pouzivat produkty k potravinarskym ucelim. Vykaly a mo¢
hospodarskych zvitat se bud’ jako hnij kompostuji, nebo jako kejda skladuji.

U skotu stale mezi nejvice vyuzivana antibiotika k 1écbé infekci (ktera se ale uzivaji také
v huméanni medicin€) patii penicilin ¢i sulfonamidy, u prasat naptiklad chlortetracykliny, u
kuftat tetracykliny, u ryb sulfonamidy ¢i oxytetracykliny a u ovci peniciliny, chlortetracykliny
¢i oxytetracykliny. Penicilin, oxytetracykliny ¢i chlortetracykliny se také vyuzivaly k podpotre
rastu a vyssi ucinnosti krmnych davek (Kumar et al. 2005).

Obecné v Ceské republice dochazi k vyraznému snizovani spotieby antibiotik. JiZ se tolik
nepodavaji preventivné a pouzivaji se pouze k 1éCebnym tcelum. Také se jiz nepodavaji jako
soucast krmiva za ucelem zvySeni uzitkovosti. Podavaji se pouze tehdy, kdyz uz se nemoc
vyskytuje, nebo tam, kde by se mohla rozsifit (uz tam néktera nemocna zvirata jsou) (Pavlata,
2022). Konkrétni davky antibiotik se li§i v zavislosti na druhu zvifete a jeho stafi. Casto se
pouzivaji kombinace dvou nebo vice antibiotik. Nektera z téchto antibiotik maji ochrannou



lhitu, ale néktera mohou byt podavana nepretrzit€ az do doby porazky. Zpusoby ucinku téchto
antibiotik se li§i zptsobem inhibice syntézy bilkovin, syntézy bunécnych stén, a dokonce i
zpusobem replikace DNA (Kumar et al. 2005).

Mezi rozsifena veterinarni antibiotika patii tetracykliny; jejich vliv na znecisténi pady
a povrchové i podzemni vody je sttedem zajmu mnohych vyzkuma (Giger et al. 2003; Kumar
et al. 2005). Vyznamna Cast téchto antibiotik se vylucuje z organismu zvifat v pavodni forme
v moc¢i a vykalech. Tato antibiotika mohou zustat G¢inna po dlouhou dobu v hnoji béhem
skladovani. Kdyz je hntj aplikovan na puadu, mohou tato antibiotika rovnéz dlouhodobé
pretrvavat v pude, a to v zavislosti na typu antibiotika a dalSich edafickych faktorech. Jednim z
moznych zpusobd, jak snizit koncentraci antibiotik v hnoji, je prodlouzeni doby zrani hnoje
pred aplikaci na padu. Napiiklad nékteré udaje ukazuji, ze >1200 mg/kg oxytetracyklinu
pritomného v Cerstvych vykalech a podestylce se snizil na <20 mg/kg a <1 mg/kg po 30 dnech
zrani. To vSak bude mit minimalni vliv na §ifeni rezistence vuéi antibiotikim v zivotnim
prostiedi (Kumar et al. 2005). Struktufe, vyrobé a vyuziti tetracyklind je tedy vénovana
v nasledujici kapitole vét§i pozornost nez ostatnim typtm antibiotik.

3.2. Tetracykliny

Tetracykliny (TC) ptedstavuji skupinu Sirokospektrych bakteriostatickych antibiotik.
Priznivé antimikrobialni vlastnosti téchto latek a absence zavaznych nezadoucich vedlejSich
ucinkt vedly k jejich Sirokému pouzivani v terapii infekci u lidi i zvirat (Chopra & Roberts,
2001). Pravé tetracykliny byly v roce 2013 vyhodnoceny jako druha nejvice vyrabéna trida
antibiotik na svété, v Cing obsadila dokonce prvenstvi nejen ve vyrobg, ale i v uzivani (Pan &
Chu, 2017). Toto trva az dodnes, kdy se pohybuji na druhém az tfetim misté nejvice
vyuzivanych antibiotik v humanni i veterindrni medicin€. Mezi tfemi nejvice vyuzivanymi
antibiotiky je penicilin, na pfedni pficky se dostaly také cefalosporiny.

Zakladni kostru vzorce tetracyklini tvoii dva spojené naftaleny. Obecny vzorec
tetracyklinu je uvedeny na obr. 1. Jsou malo rozpustné ve vodé a jsou nerozpustné
v organickych rozpoustédlech. Specifické vlastnosti TC jsou dany fenolickou hydroxylovou
skupinou (C-OH), dimethylaminoskupinou (-N(CHj3)2), acylaminoskupinou (-CONH»),
aminoskupinou (-N(CH3)2) a keto-enolovym systémem konjugovanych dvojnych vazeb (Dai et
al. 2020).

Podle castic navazanych misto R1 — R4 se rozlisuji:

Tetracykliny = TC
Oxytetracykliny = OTC
Chlortetracykliny = CTC
Doxycykliny = DC
Demeklocykliny



Latka R1 R2 R3 R4
Tetracyklin H CH3 OH H
Oxytetracyklin | H CH3 OH OH
Chlortetracyklin | Cl CH3 OH H
Doxycyclin H CH3 H OH
Demeklocyclin Cl H OH H

Obrazek 1: Typy tetracyklinu a jejich vzorce (Solliec et al. 2016)




4. Metody stanoveni rezidui antibiotik v pudé

K extrakci a kvantifikovani rezidui veterinarnich antibiotik (a produkti jejich degradace)
jsou nezbytné robustni analytické metody. Pfitomnost organickych sloucenin a velké mnozstvi
dvojmocnych kationti muze vyrazné snizit intenzitu odezvy. (Dams et al. 2003; O'Connor &
Aga 2007). DostateCné robustni metodou je analyza pomoci kapalinové chromatografie.
(Solliec et al. 2016)

Interakce téchto latek s matrici biologickou ¢i matrici z zivotniho prostfedi mohou mit
vyrazny dopad na selektivitu a sensitivitu téchto metod, kdyz jsou pouzité na detekci stopovych
mnozstvi organickych kontaminanti. Aby bylo mozné se t€émto problémtm vyhnout, je tieba
pred vlastni analyzou odstranit nezadouci latky ze vzorku, ale zaroven zachovat slouceniny,
které chceme detekovat. Tyto metody jsou zaloZené na sonikaci nebo extrakci kapalinou
podporované tlakem (PLE). (Blackwell et al. 2004; Jacobsen & Halling-Serensen 2006; Yang
et al. 2004).

TC se vyrabgji biosynteticky a jako takové obsahuji malé procento necistot. Nicméné je
znamo, ze se za urCitych podminek izolace tvoii degradacni analogy, které jsou zdrojem
kontaminace produktu. Tyto kontaminanty mohou byt zdrojem interferenci pii extrakci
antibiotik z pidy i pfi vlastnim stanoveni a jsou to napf.:

- epiTC
- anhydroTC

EpiTC, u nichz dochazi k epimerizaci na C-4, mohou vznikat ve vodném prostiedi, které
je mirn€ kyselé (pH 2-6). Bylo zji§téno, ze tento izomer nevznika ve vyznamném mnozstvi pii
pH 4 ani kdyz se ponecha v roztoku po dobu az 3 dnt pii teploté -20 °C za nepfitomnosti svétla.
EpiTC se mohou pifemeénit zpét na aktivni formu pfi specifickém alkalickém pisobeni za
pritomnosti komplexujiciho kovu (Solliec et al. 2016).

Za silné kyselych podminek vznikaji anhydroTCs ztratou vody (H na C-5a, HO na C-6)
a prenosem protonu (O-11/0-12). Zatimco vétSina anhydroTC je stabilni, anhydroOTC je
nestabilni z divodu pfitomnosti C-5hydroxylu a rychle se z né tvoii a- a B-apoOTC
prostfednictvim Bringovy intramolekularni reakce. CTC je obzvlaste citlivy na alkalicky
rozklad a za alkalickych podminek tvoii isoCTC. (Anderson, 2005; Solliec et al. 2016)

Vyse uvedené kontaminanty mohou také epimerizovat na C-4 za vzniku epi- analogt.
Bez identifikace specifickych produktt, Onji et al. (1984) uvadéji vyznamnou degradaci (> 90
% ztraty) TC v kyselém prostiedi (HCI) v prabéhu 4 dnt. Za stejnych podminek dochazi k
mirné degradaci OTC (40% ubytek) a CTC zistava pievazné€ neporuSeny (6% ubytek).
Zkoumani vyse uvedeného je dulezité pii zvazovani analytickych podminek od extrakce pres
chromatografii a detekci. (Solliec et al. 2016)

Rozpustnost TC je nejvétsi v alkoholech, jako jsou napt. methanol (MeOH) a ethanol
(EtOH), zatimco v ostatnich organickych latkach, jako jsou ethylacetat (EtOAc), aceton a
acetonitril (ACN), je rizna. Vodné roztoky, které se Casto pouzivaji k extrakci, poskytuji nizkou
rozpustnost. TC jsou nerozpustné v nasycenych uhlovodicich, jako je hexan. (Solliec et al.
2016)



Tabulka 2: Hodnoty pKa pro OTC, TC, CTC a DC (Anderson, 2005)

pKal pKa2 pKa3
Oxytetracyklin-HCl 3,2 7.5 8,9
Tetracyklin-HC1 3,3 7.8 9,6
Chlortetracyklin-HC1 | 3,3 7,6 9,3
Doxycyklin-HC1 3,0 8,0 9,2

Hodnoty disociacnich konstant pKa (Tab. 2) souviseji s rozpustnosti latek, respektive s
jejich kyselosti. U kyselin obecné plati, ze ¢im nizsi je jejich hodnota pKa, tim je kyselina
siln€jsi. Prvni hodnota pKa souvisi s deprotonaci hydroxylu C3. Jak naznacuji jejich kyselé
disocia¢ni konstanty, TC obsahuji lokalizované naboje pfi vSech hodnotach pH a dosahuji
pouze dosahuji celkového neutralniho stavu jako zwitterionty. Za alkalickych podminek
tetracykliny zaujimaji konformaci, ktera umoziiuje vodikovou vazbu mezi N4 a OH12a. Za
neutralnich a kyselych podminek se poloha N4 stava protonizovana, ¢imz se narusi predchozi
konformace a dojde k interakci vodikové vazby s O3. TC jsou také schopny zaujmout nékolik
dalSich konformaci v zavislosti na jejich prostfedi (Anderson, 2005; Solliec et al. 2016).
Metodam extrakce antibiotik z riznych matric je tedy tfeba vénovat zna¢nou pozornost, protoze
muize snadno dojit ke zkresleni vysledku.

Naprtiklad Solliec et al. (2015) vyvinuli nasledujici metodu extrakce pudy a pouzili ji
ke stanoveni tetracyklind. Pro extrakci byl pouzit tzv. Mcllvainiv pufr (0,1 M kyselina
citronova + 0,2 M NapHPOs) pii pH 5 s pfidavkem 0,1 M EDTA. Reakéni smés byla
homogenizovéana a pro zvySeni ucinnosti extrakce byla pouzita ultrazvukova lazei po dobu 15
min pii 25 °C. Poté byla reakéni smés centrifugovana a pro precisténi extraktu byla pouzita
metoda extrakce na tuhé fazi (SPE, solid phase extraction), kdy pro eluci analytu bylo pouzito
5 mL MeOH s obsahem 0,1 % HCOOH. Eluaty byly pak odpateny do sucha proudem dusiku a
odparek byl rozpustén ve vodé. Tato extrakéni metoda byla pouzita pti pH 5, aby se zabranilo
degradaci tetracyklinu. Pfidavek EDTA ma zabranit chelataci s pfitomnymi dvojmocnymi
kationty ve vzorcich a u€init tyto kationty dostupnéjsi. EDTA jako chelata¢ni ¢inidlo tyto ionty
na sebe dokaze navazat. Pro zvySeni ucinnosti extrakce je mozno pouzit napiiklad nékterou
z automatizovanych technik, jako je zrychlena extrakce rozpoustédlem (ASE).

Identifikace a kvantifikace antibiotik v extraktech je mozna pomoci nékolika zakladnich
metod ¢i jejich kombinaci, kdy se jedna zejména o spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s nékterou ze znamych metod detekce. V pfipadé veterinarnich antibiotik se
jedna nejcastéji o spojeni s UV-Vis spektrofotometrii, detektorem s diodovym polem (DAD)
nebo s hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem (Blackwell et al. 2004; Kim &
Carlson 2007; Mamani et al. 2009). UV-Vis detekce je stale nejrozsifenéjsi metodou a dosahuje
relativn€ nizkych hodnot detekénich limitl, ale ma nizkou selektivitu. Trojity kvadrupol (QqQ)
je upfednostiiovany piistroj k analyze slozitych matric diky své citlivosti a selektivité. Nicméné
se ukazuje, Ze by mohlo dochazet k falesné pozitivnim vysledkim, zejména u QqQ kvili nizké
rozlisovaci schopnosti kvadrupolt (Kaufmann et al. 2015). Vyuziti hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim (HRMS) muze zabranit pravé velkému mnozstvi fale$né pozitivnich
vysledku diky vysokeé rozliSovaci schopnosti metody (Solliec et al. 2016).



Diulezitym zavérem je skutecnost, ze citlivost pfistroju na principu QqQ se za poslednich
patnact let nesmirné zvysila, zatimco selektivita detekce zlstala prakticky nezménéna. To si
uvédomila také fada vyrobcu pfistroju, ktefi aktivné prosazuji zafizeni zvySujici selektivitu
(napf. mobilitu iontl). Méné narocnou alternativou, je pouziti jiz zminéné HRMS metody.
V budoucnu nejenze bude HRMS technologie vice citliva, ale také selektivngjsi diky
dostupnosti jesté vétsiho mnozstvi dat z hmotnostnich spektrometri s vys$si rozliSovaci
schopnosti. (Jechalke, 2014).

Diulezitym aspektem hodnoceni dopadt antibiotik na pudni prostiedi je také posouzeni
bakterialni rezistence vuci antibiotikim. V tomto pfipadé je k dispozici nékolik prevazné
biologickych metod. Tyto metody lze rozdélit podle zavislosti na dané bakterialni kultufe na:

a) Metody zavislé na kultufe jako je profilovani izolatd bakterii, jsou omezeny
ucinnosti extrakce z pudnich bakterii, a jejich nizkou kultivovatelnosti. Znalost
mechanismu rezistence vSak neni nutna a fenotypy rezistence lze snadno spojit s
taxonomickou prislusnosti.

b) Metody nezavislé na kultufe jako je detekce a kvantifikace gent rezistence pomoci
PCR nebo metagenomické pristupy, zavisi na tcinnosti extrakce DNA z pudy a také
na tom, zda se podafi ziskat kvalitni a Cisté extrahované DNA. Kromé toho jsou
metody zalozené na PCR omezeny nasimi znalostmi mechanismu rezistence, databazi
genu rezistence a specifi¢nosti primerti. Detekce genu rezistence v pudé€ také nemusi
byt nutné dikazem jeho exprese a aktivity. Uvolnéna DNA z mrtvych bunék nebo
vylucovanim z pudnich bakterii mize pretrvavat v pud€ a jeji perzistence je ovlivnéna
pudnimi vlastnostmi a mize se tedy mezi jednotlivymi typy puad lisit (Jechalke, 2014).

Z dalSich moznosti by pak mohly byt pouzity napfiklad testy na bazi RNA pro analyzu
genové exprese a biologického fungovani mikrobli v environmentalnich matricich. Nicméné
ribonukleazy, které jsou v zivotnim prostiedi vSudypiitomné, zptasobuji, Ze RNA ma velmi
kratkou Zivotnost a obtizné se s ni manipuluje. Pienositelnost rezistence vuéi antibiotikiim a
hojnost mobilnich genetickych prvki mohou byt dal§imi ukazateli selektivni v prostiedi
(Jechalke, 2014).



5. Zdroje a chovani antibiotik v pudé

Pidu 1ze definovat podle riznych uhli pohledu na ni. Kombinaci né€kolika dostupnych
definic 1ze, Ze se jedna o povrchovou vrstvu sousSe, vyvijejici se v dusledku pudotvornych
faktorti a podminek. Jiny systémovy pohled tika, Ze puda je komplexni, polyfunkéni, otevieny,
polyfazovy strukturni systém tvofici povrchovou Cast litosféry (Kozak, 2010).

Jedna se o slozity ptirodni Utvar, ktery umoziuje skladovani a distribuci vody, skladovani
zivin, fixaci rostlin a jejich vyzivu — tedy rust rostlin, které jsou zakladem nasi vyzivy a na
jejichz produkci je dnes lidstvo stale zavislé. Kromé toho je také ale zdrojem organismd, které
jsou jako celek oznaCovany jako edafon. Ten zahrnuje jak pidni mikroorganismy, tak pudni
bezobratlé zivoichy. Patii sem tedy také bakterie, archey a nékteré skupiny eukaryot. (Simek,
Elhottova, & Pizl, 2021).

Nejdalezitejsi funkci bakterii v ptudé je rozklad organickych slou¢enin. Dalsi vyznamnou
funkci nékterych roda bakterii je pak produkce bioaktivnich latek, z nichz nejvyznamné;jsi jsou
humanni a veterinarni antibioticka léciva. K nejznaméj§im producentim antibiotik patfi rod
Streptomyces, ktery je znamy jako antibiotikum proti tuberkuloze, streptomycin. Streptomycety
ale produkuji 1 dalsi vyznamné tfidy antibiotik, jimiz jsou napf. chloramfenikol, erytromycin,
tetracyklin, vankomycin & neomyein. (Simek, Elhottova, & Pizl, 2021). Problémem muze byt
skuteCnost, ze v pudé a hnojivu mohou bakterie preménit metabolity zpét na pavodni
antibiotikum (Jechalke, 2014).

Pidni bakterie jsou zdrojem potravy pro mnoho dalSich pudnich organismi, napf.
prvoky nebo hlistice. SniZzenim poctu nékterych mikrobt v dasledku vyskytu rezidui antibiotik
muze dojit k poklesu mnozstvi potravy pro jiné ptdni organismy, ¢imz by se mohla jejich
populace. Naruseni rovnovahy mikroorganismt pak muze ovlivnit procesy kolobéhu Zivin, jako
je rozklad a mineralizace (Kumar et al. 2005).

Vyskyt riznych tfid veterinarnich antibiotik v riznych oblastech Zivotniho prostiedi,
predevs§im v puadach, povrchovych i podzemnich vodach a sedimentech byl jiz podrobné
sledovan v mnoha studiich (Hu et al. 2010; Jia et al. 2009; Kemper, 2008; Kim et al. 2011;
Kiummerer, 2009; Solliec et al. 2016). Pronikani biologicky aktivnich substanci (kterymi
antibiotika beze sporu jsou) do prostfedi vede k otazkam o jejich potencialnim negativnim
(ekotoxikologickém) vlivu na zdravi a zivotni prostredi. Kromé toho ale mohou v§echny tyto
slouceniny pfispét k bakterialni rezistenci — naptiklad geny rezistentni na tetracykliny byly
nalezeny v bakterii Escherichia coli izolované z chlévského hnoje (Chee-Sanford et al. 2001;
Sengelov et al. 2003). Mobilita, sorpce a degradace téchto latek v zivotnim prostfedi nejsou
dobte znamé prave z divodu jejich velice odlisnych fyzikalné-chemickych vlastnosti (Solliec
et al. 2016).

V travicim traktu zvifat 1 nasledné v prostfedi mohou molekuly antibiotik projit
vyznamnymi zménami. Existuje nékolik produkti jejich biotransformaci — metabolitti (Kuhne
et al. 2000; Segeborg et al. 2004). Vsechny tyto metabolity ale i pavodni slouCeniny, z nichz
vznikly, mohou proniknout do prostfedi a poté byt pfeménény na primarni produkty degradace.
Bylo prokéazano, ze v zivotniho prostiedi se organické kontaminanty, jakymi jsou i veterinarni
antibiotika, degraduji mnoha riznymi fyzikalné-chemickymi cestami, napfiklad oxidaci,
hydrolyzou, svételnym rozkladem a redukcnimi reakcemi (Fenner et al. 2013; Kim et al. 2011).



Rozklad téchto latek ovliviiuji faktory, jakymi jsou vlhkost, teplota, obsah organické hmoty
v pude¢ a jeji dalsi slozeni (Ingerslev et al. 2001; Kim et al. 2011; Solliec et al. 2016).

K rozkladu organickych kontaminantii v pidé mohou také prispét organické slouceniny
s obsahem siry, popfipad€ kovové Castice v pude, a to pfimou redukci ¢i prenosem elektrond.
Aromatické nitroslouCeniny (kam se fadi napftiklad pesticidy) mohou byt redukovany pfimym
prenosem elektront za pritomnosti sirnych sloucenin (po navazani do padni organické hmoty)
(Fenner et al. 2013). V takovém piipadé funguje organicka hmota jako sorbent a iniciator
degrada¢niho procesu redukci a prenosem elektront (Zeng et al. 2012; Solliec et al. 2016).

5.1. Aplikace Cistirenskych kali na pidu

Ve Vyhlasce ¢. 273/2021, Sb. jsou uvedeny analyzy kalti vyuzivanych na zemédélské
pudé za rok a jejich Cetnost dle tun suSiny kalt za rok. Sleduji se mikrobiologicka kritéria,
mezni hodnoty nékterych rizikovych prvka a stanovuji se agrochemické parametry (Tabulka 3-
5): pH, obsah susiny, obsah organickych latek (vyjadieny jako ztrata zihanim), celkovy dusik,
amoniakalni dusik, dusi¢nanovy dusik, fosfor, draslik, vapnik, hot¢ik. Dale rizikové prvky a
latky, mikrobiologické parametry (enterokoky nebo E. coli) a organické kontaminanty (PCB =
polychlorované bifenyly, AOX = halogenované organické slouceniny, PAU = polycyklické
aromatické uhlovodiky). Obsahy rezidui antibiotik ale mezi sledované parametry zarazeny
nejsou.

Tabulka 3: Limitni hodnoty danych mikroorganismu slouZzici jako ukazatele pro hodnoceni
Cistirenskych kalt L. a II. kategorie (Zakony pro lidi, 2022)

Indikatorovy Jednotky Limitni hodnota
mikroorganismus (nalez/KTJ)
Kal I. kategorie | Salmonella spp. Nalezv 50 g Negativni
E. coli nebo Enterokoky | KTJ <10°
<5.10°
Salmonella spp. Nalez v 1 g susiny negativni
Termotolerantni KTJ v 1 g susiny <10°
koliformni bakterie
Enterokoky KTJ v 1 g susiny <10°
Kal II. Termotolerantni KTJ v 1 g susiny <103-10°
kategorie koliformni bakterie
Enterokoky KTJ v 1 g suiny <103-10°

KTJ - kolonie tvoftici jednotku
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Tabulka 4: Mikrobiologicka kritéria pro pouziti kalt v zemédélské padé (Zakony pro lidi, 2022)

Kategorie kalu Salmonella spp. v 50 g | Enterokoky Termotolerantni
koliformni bakterie
L Negativni <103 KTJ/g Nehodnoti se
(4 vzorky z 5)

<5.10° KTJ/g
(1 vzorek z 5)
II. Nehodnoti se <10°KTJ/g susiny | <10° KTJ/g susiny
(5 vzorki) (5 vzorki)

Poznamka: V ptipadé kalu kategorie I lze misto enterokokti stanovit pfitomnost Escherichia
coli.

Mercl et al. (2020) pomoci kapalinové chromatogratie (UHPLC, LC-MS/MS)
analyzovali Cistirensky kal, v némz identifikovali také Ctyfi druhy antibiotik (Clindamycin,
Sulfadoxin, Sulfamethoxazol, Trimethoprim — Tabulka 5). Pouze v pfipadé¢ clindamycinu byly
nalezené hodnoty vys$i nez mez detekce stanoveni pouzité analytické metody.
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Tabulka 5: Mezni hodnoty koncentraci vybranych rizikovych latek a prvka v kalech pro jejich
pouziti na zeméd¢lské pude a obsahy ¢ty druha antibiotik detekovanych v Cistirenském kalu
(Mercl et al. 2020; Zakony pro lidi, 2022):

Rizikova latka Mezni (maximalni) hodnoty koncentraci
v kalech (mg.kg™! susiny)

As —arzen 30

Cd — kadmiun 5

Cr — chrom 200

Cu - med 500

Hg — rtut 4

Ni — nikl 100

Pb — olovo 200

Zn — zinek neuvedeno

AOX - halogenované organické slouceniny | 500

PCB (suma 7 kongenert — 0,6
28+52+101+118+138+153+180)
PAU (suma antracenu, benzo(a) antracenu, 100

benzo(b) fluoranthenu, benzo(k)
fluoranthenu, benzo(a) pyrenu, benzo(ghi)
perylenu, fenantrenu, fluoranthenu,
chrysenu, indeno(1,2,3-cd)pyrenu, naftalenu
a pyrenu)

Antibiotika (data pFevzata z priace Mercl | Detekovany obsah (ng.g! suSiny)
et al. 2020)

Clindamycin 28,9+523
Sulfadoxin <MDLy3
Sulfamethoxazol <MDL, 3
Trimethoprim <MDL: 4

<MDL = koncentrace pod limitem detekce dané¢ metody

5.2. Chlévsky hnuj

Chlévsky hnuyj patii mezi organicka hnojiva statkova, stajova. Je to vlastné fermentovana
chlévska mrva, coz je nezuslechténa smeés podestylky, s tuhymi a tekutymi vykaly zvifat. Jak
jiz bylo vySe, antibiotika podavana hospodaiskym zvifatim v dieté se takto dostavaji do pudy
(Neuerburg & Padel 1994, Richter & Rimovsky 1996).

Pravidelné hnojeni pad chlévskym hnojem je vSak pro udrZeni pudni urodnosti nezbytné
nejen pro udrzeni zadoucich padnich vlastnosti, ale také obsahu humusu. Ke hnojeni se pouziva
hniij dobte vyzraly, obvykle 1x za 3-4 roky v primérné davce 30 — 35 t.ha™l. Mé4-li byt optimalné
vyuzit, je nutné, aby byl rovnomérné aplikovan na pozemek a ihned orbou zapraven do pudy,
jinak dochazi ke ztratam. Zaoravka se provadi na t€zkych puadach mélceji, na lehkych hloubgji.

12



Hnij se pouziva hlavné k plodinam s del§i vegeta¢ni dobou, které jsou narocné na ziviny a
organickou hmotu. Jednéa se zejména o okopaniny (cukrovka, brambory), jednoleté picniny,
nékteré druhy olejnin, zeleniny (zejména kostaloviny a plodova zelenina) a vytrvalé kultury
(vinice a ovocné sady). Pii zvySené koncentraci obilovin v osevnim postupu (nad 50 %) je
mozno pouzit niz$i davky chlévského hnoje (kolem 20 t. ha'') i k obilovinam, zejména v horsich
padné klimatickych podminkach.

Pfi hnojeni je na lehCich pudach doporu¢ovan cyklus 2-3 lety, na tézSich 3-4 lety.
K plodindm vysévanym brzy na jafe je nutno hnojit chlévskym hnojem na podzim (cukrovka).
Pozdni hnojeni ochuzuje pidu o vldhu a dochazi k dusikové depresi, ktera vede ke stagnaci
rastu a vyvoje mladych rostlin cukrovky. Relativné nejmensi problémy Cini jarni aplikace
chlévského hnoje k bramboram na lehkych pudach s vysokymi srazkami. Idealni je zaoravat
chlévsky hnlj na podzim s celou davkou P a K hnojiv. Lehké pudy, hlavné v humidnich
podminkach, je vhodnéjsi hnojit na jare, v suchych podminkach na podzim (Hlusek, 2004).

Aplikace chlévského hnoje obsahujiciho antibiotika (ale také bakterie rezistentni vici
antibiotikim a geny rezistence) muize mit kratkodoby i dlouhodoby vliv na kolonie pidnich
bakterii. Kratkodobé ovliviiuji hojnost, diverzitu a schopnost pfenosu genu resistence. Dale se
jedna o zvySeni obsahu uhliku a dusiku, je ovlivnéna také hodnota pH. Takové procesy vedou
ke zménam slozeni bakterialnich kolonii v pudé€, avSak ne vzdy jsou tyto zmény patrné také na
prvni pohled, naptiklad na listech rostlin (Jechalke, 2014).

Vzhledem k tomu, Ze antibiotika zacala byt do krmiva hospodarskym zviratim piidavana
ve vetsim rozsahu az koncem minulého stoleti, nejsou jest€¢ dlouhodobé vlivy na pudu
dostate¢né prokazany. Hong et al. (2013) tadi do této kategorie napriklad zvySené mnozstvi
genll rezistentnich na tetracyklin po dobu nékolika mésict az let. Také Huang et al. (2013)
zminuji potencialni migraci rezistentnich gent do hlubsich vrstev pudy a do podzemni vody
vertikalnim transportem v zavislosti na mnozstvi gend pro tetracyklin, detekovaného
tetracyklinu a hloubkovych profilech. Lze shrnout, ze zkoumana antibiotika aplikovana s
hnojem do pudy pfinejmensim prechodné zvysila vyskyt a prenositelnost rezistence vuci
antibiotikiim. (Jechalke, 2014). Obecné je na pudu jako takovou nahlizeno jako na rezervoar
bakterii rezistentnich vici antibiotikim.

Ne vzdy je ale vliv antibiotik na ptdu negativni, jak bylo zjisténo u sulfadiazinu, ktery se
fadi mezi sulfonamidy. Sulfadiazin aplikovany spolu s hnojem muze obohatit urcité bakterialni
taxony v pudé a zaroven potlacit jiné. Ackoli environmentalni koncentrace antibiotik jsou
obvykle hluboko pod inhibi¢nimi koncentracemi, tyto subinhibi¢ni koncentrace antibiotik
mohou pro bakterie fungovat jako prostredek vnitrodruhové komunikace a regulace (Jechalke,
2014).

Chlévsky hnllj znecistény veterinarnimi antibiotiky muze mit vliv na celou sit padniho
mikrobiomu a tyto nezadouci latky mohou byt snadno distribuovany, coz ma vliv na fadu
procestt v ekosystému. Témi jsou napiiklad kolobéh Zivin, rozklad znecistujicich latek
(kontaminantl) nebo podpora rustu rostlin. Nicmén€ biologicky pfipustné koncentrace
antibiotik v pudé€ se po aplikaci vétsinou rychle snizuji (Jechalke, 2014).

Zalezi ale nejen na druhu antibiotik, kterym jsou hospodarska zvitata 1éCena, ale také na
druhu zvirtat, jejich strave a stievni mikroflore. Kyselkova et al. (2013) tuto skutecnost prokazali
na analyze exkrementa krav, kterym byl do krmiva pfidan oxytetracyklin, nicméné pak nebyl
pozorovan zvyS$eny obsah genu rezistentnich na tetracyklin.
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Teprve zaCiname chéapat ucinky veterinarnich antibiotik aplikovanych spolu s hnojem do
zemédélské pudy, na strukturu a funkci pudnich bakterialnich spoleCenstev. Antibiotika, ktera
mohou byt bakteriemi vyuzivana v subinhibi¢nich koncentracich pro signalizaci a udrzovani
slozitych regulacnich siti, mohou mit silné kratkodobé a dlouhodobé dopady na strukturu a
funkci padnich spolecenstev, pokud jsou aplikovany s hnojem ve vysokych koncentracich.
Ackoli zvySeni mnozstvi a pfenos genu rezistentnich na antibiotika v prostfedi v reakci s
hnojem se predpoklada, ze je prechodné, pravdépodobné ovliviiuje lidsky mikrobiom, a mohl
by tak pfispét ke zvySeni hrozby multirezistentnich lidskych patogent.

Zatim je vSak znamo jen malo o vztazich mezi davkou a odezvou a o potencialnich
prahovych koncentracich antibiotik aplikovanych do pidy s hnojem a tyto parametry by mély
byt stanoveny v budoucich studiich pro razné pudni typy, systémy chovu zvifat a stiidani
plodin, aby bylo mozné umoznit posouzeni kratkodobych a dlouhodobych rizik na lidské
zdravi. Za timto uCelem by méla byt provedena sofistikovangjsi analyza chovani a Gcinku
raznych antibiotickych tfid a od nich odvozenych latek zohledriujici Casoprostorovou
variabilitu antibiotik a mikroorganisma v ohniscich vyskytu v pudé (Jechalke, 2014).

5.3. Aplikace odpadni vody na zavlazovani

O moznostech vyuziti odpadnich vod pro zavlazovani poli se hovoii jiz od pielomu
milénia, dokazuje to napiiklad &lanek z prosince roku 2019 Ceské technologické platformy pro
zemédélstvi, ktery pojednava mimo jiné také o ucincich odpadnich vod na pudu. Prfi
experimentu, kdy byly po dobu jednoho roku plodiny zavlazovany odpadni vodou, bylo
zjisténo, ze parametry kvality pudy a plodin byly vyznamné ovlivnény zavlazovanim
odpadnimi vodami. Pozitivnim dopadem aplikace odpadnich vod bylo zvyseni vynost plodin
na této pude€ v porovnani se zavlahou studni¢ni vodou. Zvysil se také celkovy obsah N, P, K a
organického uhliku v pidé. Vyssi koncentrace ukazuji, Ze zavlazovani odpadnimi vodami
pomaha zlepsit urodnost pudy po sklizni. Moznym rizikem tohoto zptuisobu zavlazovani muze
vést k hodnotam koncentraci nad Groven tolerance plodin. Muze dochazet k hromadéni soli a
tézkych kovu, které jsou toxické jak pro zvifata, tak pro lidi. K zajisténi bezpecného
dlouhodobého opétovného pouziti odpadnich vod k zavlazovani je nutné pravidelné sledovani
urodnosti a kvalitativnich parametrti pady (Hubacikova, 2019).

Nedostatek vody na celém svété je dobfe zdokumentovan (Xie & Lark 2021). Ménici se
klima a zvySujici se urbanizace nadale vytvareji nepfiméreny tlak na zivotni prostredi, pokud
jde o zasoby sladké vody (Bailey et al. 2018). Nedostatek zdroja sladké vody pro zavlazovani
neni novinkou. Byly vyvinuty alternativy, jak t¢émto tlaktim Celit, v€etn€ odsolovani, regenerace
vody z deStového odtoku, sbér destové vody a cisténi odpadnich vod (Cao et al. 2009;
Radcliffe, 2006).

Zavlazovani odpadni vodou by v suchych oblastech bohatych na tirodnou pidu mohlo
pomoci s nedostatkem vodnich zdroji. Vzhledem ktomu, Ze se tento trend dlouhodobé
zhorSuje, zemédélské vyuziti regenerovanych vod by mohlo byt vhodnym ekologickym
feSenim. Rizik spojenych s touto technologii je nékolik. Mohou to byt patogeny, které se mohou
v odpadni vod¢ vyskytovat, nicméné na ty je tfeba pohlizet nejen z hlediska jejich virulence
(pravdépodobnost vyvolani onemocnéni), ale také na jejich spojeni se zavlazovaci vodou a
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naslednou spotifebou produktd. I kdyz existuje velké mnozstvi potencialn€ patogennich
organismu, které 1ze nalézt v odpadni vodé (USEPA, 2012), relativné maly pocet z nich byl
v minulosti spojen s vyskytem onemocnéni z potravin v souvislosti s produkty, a jesté méné
jich bylo spojeno s kontaminovanymi zavlazovacimi zafizenimi (Partyka & Bond 2022).

Dal§im problémem mohou byt bakterie vyskytujici se v odpadni vodé€, nejbéznéjsi je E.
coli, razné zavazna onemocneéni traviciho traktu vSak také mohou zpusobit Salmonella spp. ¢i
Listeria spp. Dale pak rizné viry (noroviry, adenoviry) a protozoa — v povrchové vodé jsou
nejbéznéj§imi parazity Giardia a Cryptosporidium. Tito vodni parazité mohou lezet v cystach
(Giardia) nebo oocystach (Cryptosporidium) tydny az mésice. Giardia duodenalis je stievni
parazit zpusobujici prijmova onemocnéni, Cryptosporidium parvum  zpusobuje
kryptosporidiozy. Oba parazité se vSak snadno prenaseji z ¢loveéka na Clovéka a nakazeny
jedinec muze i nemusi vykazovat ptiznaky, takze nelze s jistotou urcit ptivodce onemocnéni —
nelze takové piipady jednoznacné priCitat nakaze z potravin ¢i produktim spojenymi se
zavlazovanim odpadni vodou (Partyka & Bond 2022).

Jesté v roce 2022 neexistovaly zadné presvédCivé dikazy o tom, Ze by terciarné upravena
voda pro opétovné pouziti byla rizikovym faktorem pro vyskyt onemocnéni nebo vypuknuti
epidemie v souvislosti s obsahem patogennich organismi a naslednou kontaminaci plodin
(Orlofsky et al. 2016). Dale, se zda, Ze udaje naznacuji, ze — za predpokladu, ze jsou dodrzovany
regulacni normy a postupy — pouzivani upravené vody k opétovnému pouziti k zavlazovani
plodin nepfedstavuje pro spotiebitele vétsi riziko nez jiné zdroje zavlahové vody (Partyka &
Bond 2022).

Mara et al. (1989) doporucili nasledujici pravidla pro opétovné pouziti odpadni vody. A¢
byla studie provedena v devadesatych letech minulého stoleti, jsou tato doporuceni stale
aktualni:

1) Kritéria kvality vody a monitorovani musi byt zavedena tak, aby bylo zajisténo zdravi
a bezpecnost nejen spotiebitelt produktt, ale i pracovniki v zemédeélstvi.

2) Musi byt zapojena vetejnost, aby se zvysila podpora projekti opétovného vyuzivani
odpadnich vod, vCetné plné transparentnosti a ptistupu k informacim v realném case.

3) Posouzeni rizik by mélo byt dokonfeno v mistnich, pfipadné€ regionalnich
podminkach, aby se zlepsily odhady expozice a pravdépodobnosti onemocnéni.

Zeméedélské prostiedi je vSak nesmirné slozité a s nové se objevujicimi nemocemi,
novymi technologiemi a rychle rostoucim poctem tlakti na Zzivotni prostfedi musi védci
zjednodusit diskusi o rizicich tak, aby tvirci zasad pouzivani odpadnich vod na zavlazovani,
péstitelé produktd a spotiebitelé mohli spravné rozhodovat o tom, zda tuto technologii pouzit
¢i nikoliv (Mara et al. 2007; Partyka & Bond 2022).
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6. Chovani antibiotik v piidnim prostredi

Vzhledem k neustale ménicim se podminkam jsou organismy v ptudé vybaveny urcitou
mirou adaptability. Kazdy organismus ma svoje vlastni idealni podminky, za nichz maze v pudé
bez problému existovat (teplota, pH apod.), ale takovy stav neni pokazdé dosazitelny. Proto si
pro preziti musi vytvorit schopnosti, které jim pomohou s nepfiznivymi podminkami. Témi jsou
docasna nepfistupnost kysliku, mal4 dostupnost zdroje anorganického uhliku, energie, zivin, a
nedostatek vody. Pestrost organismu v pudé piedurcuje také riznorodé mnozstvi mechanismu,
kterymi se proti takovym podminkam bréni. Je to snizeni aktivity daného organismu, zména
typu metabolismu, tvorba rezervnich latek, a dalsi procesy. Adaptabilita na takové podminky
vede také k rezistenci téchto padnich mikroorganismu na silné ucinky toxickych latek, jimiz
jsou napf. organické polutanty, t&zké kovy, ale také 1é¢iva s antibiotickymi uéinky (Simek,
Elhottova, & Pizl, 2021).

Mezi dalsi procesy, jimiz se pudni mikroorganismy brani nepfiznivym podminkam
prostredi, je schopnost tvorby biofilmu.

6.1. Adsorpce, desorpce a akumulace antibiotik v pudé

Adsorpce a desorpce antibiotik v pudé zavisi také na druhu této pudy a jejich vlastnostech.
Podle zmitosti se rozliSuji tii zakladni typy pud, které vychazi zvelikosti Castic v ni
obsazenych:

- Lehké — dale se déli na piscité a hlinitopiscCité
- Stfedn¢ tézké — hlinité a piscitohlinité
- Tezké —jilovohlinité, jilovité a jily (Kozak, 2010).

Dalsi déleni je mozné dle slozeni, které ovliviiuje jejich pH — kyselé (pH 3-6,6), neutralni
(pH 6,7-7,3), zasadité pudy (pH 7,4-7,5). Fernandez-Calvino et al. (2015) se zabyvali pravé
stabilitou tfi druhd antibiotik — tetracyklinu, oxytetracyklinu a chlortetracyklinu v kyselych
pudach. Ukazuje se napriklad, ze antibiotika jsou vice stabilni v kyselych padach (pH 3) a jejich
rozklad je relativné rychlej$i v zasaditém prostredi. Je tieba ale vzit v ivahu skutecnost, ze
rozklad antibiotik miZze vést ke zméné hodnoty pH pudy (Chen et al. 2014).

Rezidua antibiotik se lisi odolnosti, zpisobem pfemény a hodnotami v zemédélskych
pudach, jakymi jsou vstiebavani ¢i degradace. Napiiklad puadni adsorpéni koeficient Kg
tetracyklinu ma hodnoty v rozmezi 400-1147 1.kg! v jilovohlinitych plidach. Z tetracyklint
prokazal nejvyssi adsorpcni schopnost chlortetracyklin, tedy hodnoty Kq v rozmezi 1280-2386
1.kg™!. Disledkem toho je delsi doba degradace, od 9 do 180 dni (Pan & Chu, 2017).

Proto se pii pouziti odpadni vody, chlévského hnoje nebo Cistirenskych kalt v systému
ptda-rostlina mohou antibiotika hromadit v ptidé a mohou byt pfijimana plodinami. Vétsina
antibiotik pfitomnych v ptdeé jsou polarni slouceniny s ionizovatelnymi funkénimi skupinami
a predpoklada se, ze pfijem koreny je dulezitou cestou expozice rostlin, pokud jsou tyto rostliny
péstovany v pude kontaminované antibiotiky. Pfedchozi studie ukazaly, ze antibiotika a dalsi
1éc¢iva se mohou hromadit v raznych rostlinnych tkanich (Pan & Chu, 2017).
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Pokud jde o cilené pouzivani antibiotik na rostliny, v roce 2005 byla v USA registrovana
pouze dvé antibiotika, streptomycin a oxytetracyklin americkou agenturou pro ochranu
zivotniho prostfedi (US EPA = United States Environment Protection Agency) pro pouziti
v ochrané rostlin. Asi 53 000 ha ovocnych a zeleninovych plodin je rocné postfikovano
antibiotiky. V informacnich listech US EPA (1992 a 1993) bylo uvedeno, ze streptomycin i
oxytetracyklin nejsou toxické pro ptaky, sladkovodni bezobratlé a vcely medonosné. Nicméné
streptomycin je v§ak mirné toxicky pro ryby a velmi toxicky pro fasy (Kumar et al. 2005).

Vyvoj a pouzivani transgennich rostlin k produkci levnych antibiotik mize byt také
divodem k obavam o zivotni prostfedi z divodu pfitomnosti antibiotik ve skliziovych zbytcich
téchto plodin a v kofenovych exudatech v padé. Tato rezidua mohou fungovat jako dlouhodoba
zasobarna antibiotik pro ptadni faunu a floru (Kumar et al. 2005).

Antibiotika se lisi v jejich molekularni struktufe, molarni hmotnosti a dalSich fyzikalné-
chemickych vlastnostech. Ionizace vétSiny antibiotik zavisi na pH média a hodnotach pKa
antibiotik, zatimco antimikrobialni aktivita antibiotik souvisi s riznymi funk¢nimi skupinami
molekul. Stru¢né feceno, tetracykliny jsou amfoterni slouceniny stabilni v kyselinach, ale ne v
zasadach. Tyto slouCeniny tvori chelatové komplexy s ionty dvojmocnych kovi a beta-
diketony, které jsou silné chelatové, vazou se na proteiny a jsou nachylné k fotodegradaci
(Kumar et al. 2005).

Po uvolnéni antibiotik do pidniho prostiedi jsou pro urCeni jejich antimikrobialni
aktivity dalezité dva procesy:

a) Chemicka komplexace:

Chemicka komplexace nebo chelatace antibiotik s rdznymi organickymi nebo
anorganickymi slouCeninami nebo ionty miize zpusobit, ze antibiotika jsou v ptidé nebo
hnoji neucinna. Je to dobfe znamo, ze tetracykliny chelatuji s dvojmocnymi a
trojmocnymi kovy, jako jsou Mg?*, Ca®*, Fe**, Zn** a AI’*. To naznaduje, ze piitomnost
téchto specifickych kovt v pidé nemusi mit vliv pouze na ucinnost antibiotik, ale také
na jejich degradacni produkty. V pudach a hnoji se vyskytuji vysoké koncentrace té€chto
kovovych iontl, takze 1ze oCekavat, ze tetracykliny a jejich biodegradacni produkty
budou ztracet svou G&innost pomérné rychle. Zelezo blokuje akumulaci a aktivitu
tetracyklint v bakteriich (Kumar et al. 2005).

b) Produkty rozkladu:

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje G¢innost antibiotika na nativni bakterie jsou jeho
degradacni produkty. Ukazuje se, ze produkty degradace tetracyklinu, chlortetracyklinu
a oxytetracyklinu mély podobnou ucinnost na kalové i pudni bakterie jako matefské
slouCeniny. Jiné degradacni produkty naopak vykazuji jiny ucinek, nez je tomu u
matefského antibiotika. Miru degradace antibiotik porovnéavali ve své piehledné praci
Kumar et al. (2005). Zaznamenali, ze u¢innost oxytetracyklinu klesala s ¢asem jak za
aerobnich, tak za anaerobnich podminek u aktivovaného kalu a vybranych pidnich
bakterii, co? naznafuje nedostate¢nou silu degrada¢nich produktd. Uginnost
ciprofloxacinu vsak zistala vysoka, takze degradacni produkty pravdépodobné mély
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podobnou antimikrobialni aktivitu. V téchto studiich zistala antibiotika, jako napf.
oxytetracyklin, uc¢inna po dobu az 100 dna (Kumar et al. 2005).

6.2. Vazba antibiotik na pudni komponenty

Vazba chemickych sloucenin v pideé je charakterizovana prubéhem adsorp¢ni izotermy
(K4, pevna 1atka), cOZ je vztah mezi adsorbovanou koncentraci a koncentraci v roztoku v
rovnovazném stavu (Tabulka 6). Hodnoty Kq pevna 1aka jsou také znamy jako distribucni
koeficienty. Antibiotické slouCeniny s vysokym Kg jsou siln€ vazany na pudy a jsou méne
mobilni, zatimco slouCeniny s niz§imi hodnotami Kd jsou voln€ vazany na ptidu a mohou byt
vyluhovany z pudy do podzemnich nebo povrchovych vod. Silné vazana antibiotika jsou
naopak s vétsi pravdépodobnosti transportovana se sedimenty v povrchovych tocich. Mobilita
antibiotik se dale zvysuje, pokud jsou tyto slouCeniny vazany na rozpustény organicky uhlik v
hnoji nebo pidé (Kumar et al. 2005).

Mira vazby antibiotik v padé zavisi na druhu antibiotika a na vlastnostech pudy. Mezi
tyto vlastnosti patii chemicka struktura antibiotika, voda, rozpustnost, pH puady, obsah
jilovitych mineralti v pudé€ a organicka hmota v pude€. V kyselych padach ziskavaji zasadita
antibiotika protony a stavaji se kationty (—NH3z"), zatimco kysela antibiotika zlstavaji
neionizovana (HOOC"). V zasaditych pudach zasadita antibiotika zdstavaji také neionizovana
(-NH>), zatimco kysela antibiotika se ionizuji (OOC"). Amfoterni antibiotika (jako tetracykliny
a nékteré sulfonamidy) mohou existovat jako anionty, kationty, ptipadné zwitterionty (-OOC"
AMHY), v zavislosti na pH média. Kationtova antibiotika se vazou na pudu, na pudni Castice
prostiednictvim iontové interakce, zatimco kysela a amfoterni antibiotika se mohou na padu
vazat prostfednictvim neiontové interakce (Kumar et al. 2005).

Tabulka 6: Rozsah sorpcnich hodnot antibiotik (Kg, pevns 1atka) na riznych pudach a
sedimentech (Kumar et al. 2005)

ATB K, pevni litka (1.kg™)
Tetracyklin 400-1620
Oxytetracyklin 420-1030
Enrofloxacin 260-6310
Kyselina oxolinova 0,3-116
Efrotomycin 8-290
Tylosin 8,3-128
Sulfamethazine 0,6-31
Metronidazol 0,5-0,7
Olaquindox 0,7-1,7
Chloramphenicol 0,2-0,4
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6.3. Biodegradace antibiotik

Odolnost antibiotik vici prostredi je klicovym faktorem k urCeni jejich nepfiznivého
dopadu na zivotni prostiedi. Perzistence antibiotik zavisi nejen na vlastnostech antibiotik, ale
také na jejich ucincich na Zzivotni prostfedi — na vlastnostech pidy a povétrnostnich
podminkach. Dulezitymi vlastnostmi antibiotik majicimi vliv na jejich perzistenci jsou
fotostabilita, vazba a adsorpce na pevné pudni latky, biodegradace a rozpustnost ve vodé
(Kumar et al. 2005).

Biodegradace navic zavisi na teploté; nizsi teploty snizuji rychlost degradace. Pomala
biologicka degradace antibiotik pti nizkych teplotach mize byt problém v regionech, kde se
hntjj Casto aplikuje na ptidu na podzim nebo v zimé, kdy jsou teploty nizké a puida muze byt
zmrzla. Za téchto podminek antibiotika v hnoji nebo ptdeé pretrvavaji déle, a poskytuji tak vétsi
moznosti §ifeni v zivotnim prostredi, naptiklad prostfednictvim splachu z tajiciho sn¢hu
(Kumar et al. 2005).

Poloc¢as rozpadu antibiotik se pohybuje v rozmezi od nékolika dnii az po 300 dni.
Napriklad polocas rozpadu oxytetracyklinu v moiskych sedimentech v hloubce 5 az 7 cm byl
delsi nez 300 dni ve srovnani s 87 az 300 dny v hloubce 5 az 7 cm. Polocas rozpadu mnoha
antibiotik se prodluzuje pfi nizkych teplotdch a ve tme, coz naznacuje, ze antibiotika mohou
pretrvavat déle v hlubsich vrstvach pidy a v hlubokych vodach. (Kumar et al. 2005). V jedné
inkubacni studii pii tfech teplotach (30, 20 a 4 °C) studovali perzistenci sedmi antibiotik, mezi
nimiz byl 1 penicilin a chlortetracyklin, bézné pouzivanych v zivocisné vyrobé. Po 30 dnech
zustalo v ptdé pfi 30 °C 44 % chlortetracyklinu, pii 20 °C to bylo 88 % chlortetracyklinu a
témer vSechny chlortetracykliny ztstaly v pudeé pii 4 °C. (Gavalchin & Katz, 1994). Tato studie
ukazala, ze perzistence antibiotik se zvysuje s poklesem teploty. Podobny trend byl pozorovan
také u ostatnich analyzovanych druht. Je pravdépodobné, ze mnoho antibiotik v hnoji
aplikovaném na podzim zlstane ve své puvodni formé po dobu delsi nez 30 dnii v severnich
zemepisnych Sitkach, kde je plida sezonne€ zmrzla (Gavalchin & Katz, 1994; Kumar et al. 2005).
Snizeni davky hnoje do pudy snizuje vytéznost chlortetracyklinu, pravdépodobné v dusledku
jeho adsorpce na pidu nebo v disledku jeho rozkladu mikroorganismy (Kumar et al. 2005).

Fotodegradace ruznych antibiotickych sloucenin v pfirodnich tocich mtze byt zvySena
pfitomnosti iont (dusi¢nany, chloridy a organické slouceniny, jako jsou huminové kyseliny
(Kumar et al. 2005). U kazdé znecistujici latky mtize dochazet k abiotickym pfeménam v
zivotnim prostfedi pomoci hydrolyzy a fotolyzy. Vzhledem k tomu, Ze vétSina antibiotik je
obvykle uréena k peroralnimu uzivani a jsou odolna vici hydrolyze, vyzkum naznacuje, ze
pfima a nepiima fotolyza antibiotik je hlavnim mechanismem pro jejich abiotické pfemény v
povrchovych vodach. Zatimco k ptimé fotolyze dochazi v disledku pfimé absorpce slunecniho
svétla, nepiima fotolyza zahrnuje fotovoltaické zareni ¢i pfirodni fotosensitizatory, jako jsou
dusi¢nany a huminové kyseliny, které mohou bud’ urychlit, nebo zpomalit fotolyzu antibiotik.
Je znamé, ze tetracykliny jsou velmi citlivé na fotodekompozici (Kumar et al. 2005).

Jak jiz bylo zminéno, pfetrvavani antibiotik v ptidnim prostfedi vSak zavisi na mnoha
faktorech, jako je vazba na pudu, biodegradace, chemicka komplexace nebo chelatace,
hydrolyza a fotolyza (Kumar et al. 2005). Dalezitym faktorem, ktery ovliviiuje potencialni
degradaci antibiotik v ptdé je jejich koncentrace.
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Pan & Chu (2016b) prokazali, ze koncentrace antibiotik v pidé€ ma vliv na dobu jejich
degradace (zjistovali tyto vztahy u tetracyklinu, sulfamethazinu, norfloxacinu, erythromycinu
a chloramphenicolu). Vyssi koncentrace antibiotik v padé vedou k jejich pomalejsi degradaci.
Déale méa na tento aerobni ¢i anaerobni proces vliv také fyzikalné-chemické vlastnosti danych
antibiotik, nebo provzdusnéni pudy. V neposledni fadé také to, zda byla ptda hnojena.

Hnojivo totiz slouzi jako jakasi zasobarna pro bakterie nesouci geny antibiotické
rezistence. Wang et al. (2015) detekovali vysoka mnozstvi rezidui antibiotik a genti antibiotické
rezistence dokonce i v zelenin€ (salat a ¢ekanka) vypéstované na hnojené pude. Zalezelo na
druzich gent antibiotické rezistence (napfiklad geny pro ochranu rRNA nebo geny pro
enzymatickou pfeménu), zda se vyskytly v celé rostlin€ daného druhu zeleniny ¢i jen v nékteré
zjejich cCasti. Z antibiotik to pak byly tetracykliny a quinolony, které byly detekovany
ve hnojené pudé€ jak v rhizosfére (Cast pudy, ktera je prostoupena a ovlivnéna kofeny) tak i
v okolni padé.

Predpovédét environmentalni stabilitu antibiotik ve vodé a tekutém hnoji se pokusili
Kuhne et al. (2000). Vytvorili model bioreaktoru se zafizenim pro michani a ventilaci. Ten byl
pouzit ke zkoumani stability tetracyklinu v provzdusnéném a neprovzdusnéném Ringeroveé
roztoku a tekutém prasecim hnoji po dobu 8 dnti. Koncentrace tetracyklinu se v priab&hu pokusu
vyznamné snizila. Nejrychlej$i degradace byla pozorovana v provzdusnéném tekutém hnoji.

6.4. Transport antibiotik do pudy a povrchové vody

Mobilita pesticidi a anorganickych slouCenin v Zivotnim prostiedi je dobfe
zdokumentovana, ale existuje jen malo udaji o chovani antibiotik v pudé€. Ve védecké literature
se zacalo objevovat pouze nekolik studii v padnim sloupci nebo lyzimetru. Vylouceni antibiotik
z zivotniho prostfedi zavisi na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech, ptidnich fyzikalné-
chemickych vlastnostech, aplikaci organického odpadu a pocasi. Sulfonamidy vykazovaly
vysoky potencial k pfenosu do podzemnich vod, coz 1ze pravdépodobné pficist jejich nizkému
pudnimu rozdélovacimu koeficientu. Rabglle & Spiild (2000) provedli analyzu ¢tyt antibiotik
v pudnim sloupci (mmj. také oxytetracyklinu) pfi stabilnim vodnim rezimu a zjistili, Ze vétSina
z nich zistava v nékolika hornich centimetrech ptidniho sloupce. Povrchova pida ma vyssi
koncentraci organické hmoty nez v podpovrchovych vrstvach, coz podporuje adsorpci
antibiotik, ktera snizuje jejich vyplavovani smérem doli. Aplikace zvifeciho hnoje do pudy
muze snizit vylouCeni antibiotik tetracyklin-hydrochloridu (Pan & Chu 2017).

Hodnota pH pudy ovliviiuje také podil ionizovanych organickych sloucenin (Figueroa-
Divaet al. 2010; Srinivasan et al. 2013) a vétSina antibiotik je pomérné dobie rozpustna ve vode
a schopna ionizace v zavislosti na pH pudy (Thiele-Bruhn et al. 2004). Hamscher et al. (2002)
nenalezli v podorni¢i (pH 4,5) zadna rezidua tetracyklinu, zatimco Aust et al. (2008) zjistili
chlortetracyklin az do hloubky 40 cm (pH 7,5).

Pan & Chu (2017) provedli sérii inkubaCnich pokust s cilem prozkoumat miru
vyplavovani tetracyklind, sulfonamidt, makrolidt, chinolont a chloramfenikolu za riiznych
simulovanych srazkovych podminek, které by mohly nastat v v polnich podminkéach. Kysely
dést urychluje uvoliiovani antibiotik ze zvifeciho hnoje do povrchové vrstvy pady, zatimco
dlouhotrvajici desté podporovaly migraci antibiotik v pidé smérem dolt (Pan & Chu 2017).
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Dalsi faktory, jako je rozpustnost ve vod¢, disociacni konstanty a sorpcné-desorpCni procesy,
jakoz 1 rozdélovaci koeficienty antibiotik, ovliviiuji jejich vylucovaci potencial. Vylouceni
antibiotik z prostfedi tizce souvisi s jejich adsorpénimi a perzistencnimi charakteristikami v
pudé, ale neni charakterizovano pouze jejich hydrofobnimi vlastnostmi (Pan & Chu 2017).

Jak jiz bylo uvedeno, v hnoji je pfitomno zna¢né mnozstvi antibiotik. Aplikace hnoje na
pudu tak predstavuje riziko vstupu téchto latek do podzemnich nebo povrchovych vod.
Koncentrace antibiotik v hnoji Casto prekracuji koncentrace antibiotik v bod¢ zlomu rezistence
téchto antibiotik. Ty mohou byt také prenaSeny z hnoje do podzemnich vod prostfednictvim
perkolace a do povrchovych vod prostiednictvim splavenin. Existuje ur€itd moznost, ze vysoce
mobilni antibiotika se mohou nejprve vyluhovat do podzemnich vod a poté se do povrchovych
vod dostat lateralnim transportem. Mobilni antibiotika naopak predstavuji potencial byt toxicka
pro lidsky organismus, pro nékteré rostliny a pidni organismy nebo mohou pouze vytvaret
prostiedi pro rozvoj rezistence vici antibiotikim u pavodnich pidnich bakterii (Kumar et al.
2005).

Zda se, ze antibiotika, jako jsou tetracykliny, virginiamycin a tylosin, ktera jsou pevné
adsorbovana na jilovité mineraly pudy, maji omezenou schopnost dostat se do pudniho roztoku
¢i podzemni vody. Mohou se ale do povrchovych vod dostat se splavenymi padnimi ¢asticemi.
S vyjimkou erytromycinu a nékterych sulfonylmocovin se vétsina antibiotik v povrchovych
vodach vyskytuje pouze v nepatrnych mnozstvich a ¢asto pod urovni detekovatelnych hodnot.
(Kumar et al. 2005). Védecka komunita intenzivné hleda Gc¢inné a praktické feSeni problému
odstranéni antibiotik z vody. Oblasti vyzkumu lze rozdélit na dvé: biochemické a fyzikalne-
chemické technologie Cisténi. Hlavnimi fyzikalné-chemickymi postupy, které se pouzivaji k
odstrafiovani TC, jsou adsorpce, oxidace, membranové procesy a elektrochemické metody
(Scaria et al. 2021).

7. Ekotoxikologické dopady antibiotik na suchozemské
prostredi

Ackoli jsou antibiotika urCena k potlaCovani rustu a vyvoje bakterii u lidi a zvirat,
mohou byt tato 1é¢iva potencialn€ nebezpecna pro jiné organismy v prirod€. Vzhledem k tomu,
ze hngj s obsahem antibiotik se aplikuje hlavné na pudu jako zdroj zivin pro rostliny, existuji
urcité obavy ohledné dopadu antibiotik na rostliny a jejich rust a také na ptdni faunu, aktivitu
ptdnich enzymu a kolobéh Zivin. Tyto dopady mohou byt pfimé, napiiklad toxicita antibiotik
pro pudni faunu a zivoCichy, nebo nepiimé, jako je dostupnost zivin v dasledku zmény
mikrofauny a mikroflory. Udaje o suchozemské ekotoxicité pro fadu antibiotik uzivanych v
zemedelstvi ukazuji, Ze nékteré z téchto antibiotik mohou byt toxické pro ptidni organismy a
rostliny jiz pfi velmi nizkych koncentracich (Kumar et al. 2005).

7.1. Vliv antibiotik na rozklad organické hmoty a dostupnost zivin

Byl prokazan zvysSeny vynos fazoli pinto v pisCitohlinité pidé v pfitomnosti
chlortetracyklinu a oxytetracyklinu. Naopak vynos susiny nadzemni biomasy a kofenti a piijem
zivin (Ca, Mg a N) se snizily. Bylo také zaznamenano o 52 a 67 % méné¢ hlizek na kofenech. V
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jilovitohlinité pudé ale podobny ucinek pfi stejnych koncentracich antibiotik zaznamenan
nebyl. Tyto vysledky ukazuji, ze uCinky antibiotik zavisi na vlastnostech pudy a citlivosti
rostlin. (Batchelder, 1982; Kumar et al. 2005). V jiném experimentu Pan & Chu (2016a) zjistili,
ze produkce fazoli pinto (Phaseolus vulgaris) byla v piitomnosti tetracyklind sniZena, u pSenice
(Triticum aestivum) a kukufici (Zea mays) naopak tetracykliny zvysily pfijem zivin.

Rozklad hnoje zavisi na riznych mikrobialnich procesech, které zase zavisi na typech a
zpusobech rozkladu a poCtu aktivné zapojenych mikroorganismi. VyluCovana antibiotika
mohou ovliviiovat rozklad krmiva dvéma zptsoby:

a) Antibiotika mohou snizovat aktivitu mikroorganismi, které se aktivné podileji
na rozkladu organické hmoty

b) Antibiotika mohou selektovat rezistentni mikroorganismy, které se obvykle
rozkladu hnoje neucastni, a tim naruSovat pfirozené cykly zivin (Kumar et al.
2005).

Vzhledem k rozsahlému vyuziti tetracyklint vétSina dostupnych dikazi naznacuje, ze
tetracyklinova antibiotika jsou vSudypfitomna; vyskytuji se napii¢ suchozemskym i1 vodnim
prostfedim (Hernandez et al. 2007; Liu et al. 2009; Andreu et al. 2009; Chen et al. 2011).
Neékolik studii hodnotilo vliv tetracyklinovych antibiotik na puidni mikroorganismy, predev§im
na pudni mikrobiom (Ma et al. 2019) a rezistenci (Schmitt et al. 2006; Srinivasan et al. 2008;
Wu et al. 2010; Kang et al. 2016; Song et al. 2017).

Méné studii se vS§ak zaméfuje na acinky tetracyklinovych antibiotik na funkce pudnich
mikrobd. Thiele-Bruhn (2005) studoval vliv deviti farmaceutickych antibiotik na mikrobialni
redukci Fe** a pozoroval inhibici tohoto procesu v zavislosti na davce, ktera se fidila predevsim
plidnimi vlastnostmi, zejména organickou hmotou, ale také pH pidy. Wei et al. (2009)
pozorovali vyznamné naruseni struktury mikrobialnich spoleCenstev a pudnich enzymatickych
aktivit v pfitomnosti tetracyklinu. Yang et al. (2010) rovnéz pozorovali vliv tetracyklinu na
strukturu bakterialniho spolecenstva v podobé snizeni bakterialni diverzity.

Nicmén€, navzdory tomu, ze se podili na pfeméné organické hmoty (Rousk & Baath
2011), uCinek tetracyklinu na rast pudnich bakterialnich spolecenstev nebyl doposud studovan.
Jiné antibiotikum (oxytetracyklin) patfici do stejné skupiny, bylo difive zkoumano ve dvou
ruznych studiich, ale v kazdé studii byl uvazovan pouze jeden typ pudy (Rousk et al. 2008,
2009).

Santas-Miguel et al. (2020) zhodnotili G¢inek tetracyklinu na rust ptidniho bakterialniho
spoleCenstva. Rovnéz se zaméfili na studium vlivu pudnich vlastnosti na miru toxicity
tetracyklinu na rust pudniho bakterialniho spoleCenstva. Jejich pocatecni hypotézy byly
nasledujici:

1) pridavek tetracyklinu do ptidy bude inhibovat bakterialni spolecenstvo

2) velikost inhibice bude ovlivnéna obecnymi pudnimi faktory

3) toxicitu tetracyklinu na padni bakterialni spoleCenstva lze predpovédét pomoci
obecnych padnich charakteristik. (Santas-Miguel et al. 2020)
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Aby bylo mozné testovat tyto hypotézy, bylo pouzito dvaadvacet typt pud, které se lisily
svymi vlastnostmi (pfedevsim obsahem organické hmoty a pH), byly vybrany a obohaceny
tetracyklinem o rtiznych koncentracich a nasledné probéhlo hodnoceni rustu bakterialniho
spoleCenstva ve tfech rtiznych inkubacnich dobach. Zjisténé vysledky této studie mohou
poskytnout relevantni informace o pfipadnych tcincich tetracyklinu, ktery se muze Sifit do
raznych slozek Zivotniho prostiedi, a také pusobit Skody na bakterialni spoleCenstva, coz
predstavuje nasledné nebezpeci pro zivotni prostiedi jako celek. (Santas-Miguel et al. 2020)

Vliv tetracyklinu na rist pidniho bakterialniho spoleCenstva by mohl byt dalezity
vzhledem k pudam zneciSténym vysokymi koncentracemi tohoto antibiotika. Vysledky této
studie ukazuji, ze tento Ucinek sice pretrvava, ale s Casem postupné klesa. Nicméné mnozstvi
tetracyklinu v pade do zna¢né miry zavisi na pudnich vlastnostech, a 1ze ho kontrolovat pfijetim
postupt hospodareni se zneCisténou pudou, které zvysuji obsah organické hmoty v pude a
udrzuji kysele-neutralni pH pady. Kromé toho 1ze potencialni riziko toxicity tetracyklinu na
rast pudniho bakterialniho spoleCenstva predpovédét pomoci udaji odpovidajici snadno
urcitelnym parametrim, jako je rozpustény organicky uhlik, pH pady a KVK (Santas-Miguel
et al. 2020).

7.2. Bakterie rezistentni na antibiotika

Chlévsky hnij je potencialné velkym zdrojem antibiotik i bakterii odolnych vici
antibiotikim. Jejich uvoliovani do Zivotniho prostfedi pii aplikaci hnoje na padu tak
predstavuje problém pro antibiotickou 1écbu lidi 1 zvifat. K selekci rezistence vici tetracyklinu
dochazi uz ve stfevech hospodaiskych zvifat a pfi aplikaci hnoje na pudu pak dochazi k
uvolnéni téchto rezistentnich bakterii do zivotniho prostredi. Tyto geny rezistence se mohou
potencialné mobilizovat a v pudé€ pretrvavat. Existuje také stale vice dikaza o prenosu genu
rezistence ze zvitecich na lidské patogeny. Jednou z moznych cest je pfenos téchto genti z masa
a zvitecich exkrementt na stfevni patogeny jako je napt. Salmonella, Campylobacter a dalsi.
Bylo také prokazano, ze Salmonella sp. je schopna mezidruhového pienosu r-plazmidi, véetné
prenosu rezistence k antibiotikim na Escherichia coli. Dal§i moznosti prenosu antibiotické
rezistence na zvifata nebo Cloveka je prostiednictvim odpadnich vod nebo odpadu, které jsou
snadno pfistupné détem a domacim zvifatim (Kumar et al. 2005).

Pric¢inou k obavam neni jen vyvoj bakterii rezistentnich vii¢i antibiotikim. Rozsahlé
pouzivani antibiotik k neléCebnym ucelim ohrozuje také ucinnost novych antibiotik, protoze
néktera nova antibiotika pro humanni pouziti jsou podobna antibiotikim pouzivanym u
hospodarskych zvirat (Kumar et al. 2005). Exprese gent, diky nimz jsou bakterie odolné vici
antibiotikim, vedla k vytvofeni syntetickych gent, které byly zavedeny do bakterii
prostiednictvim plazmidtu. Geneticky modifikované bakterie neexprimovaly geny rezistence,
proto jsou na antibiotika citlivé. Tyto postupy mohou byt v budoucnu vyuzity k preméné
bakterii rezistentnich vici antibiotikim na bakterie citlivé na antibiotika na riznych mistech
infekci u lidi a zvirat (Kumar et al. 2005).
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7.3. Fytotoxicita antibiotik

Studie fytotoxickych ucinka riznych tfid antibiotik je stale malo a vétSina z nich byla
testovana spise in vitro nez v pudnich podminkach. Fytotoxické ucinky antibiotik se 1isi nejen
mezi jednotlivymi druhy rostlin, ale také mezi danymi antibiotickymi slou¢eninami. Pfitomnost
sulfadiazinu (SDZ) v pid€ mize napf. zménit geotropismus kofentl, pocet postrannich kotenti
a pfijem vody rostlinami — jak bylo prokazano u vrby kiehké (Salix fragilis) a kukufice (Zea
mays) (Michelini et al. 2012). Uinky antibiotik tedy ovliviiuji rhizosféru v&etn& mikrobialniho
spoleCenstva (Jechalke, 2014).

Z vlastnosti rostlin, které mohou byt fytotoxicitou antibiotik negativné ovlivnény a také
jsou nejvice studovany, jsou kliceni, rist a vyvoj. Pan & Chu (2016a) zjistili, ze antibiotika
méla mensi fytotoxicky ucinek na kliceni semen nez na prodluzovani kotfenti ¢i vyhonkda.
Antibiotika mohou obtizné pronikat pfes obal semen, takze nemohou byt absorbovana
semenem a ovlivnit tak rist embryonalnich kofend. Prodluzovani kofeni je pak citlivej§im
parametrem rustu nez prodluzovani vyhonk a kliceni semen.

Antibiotika maji bifazicky ucCinek na rist rostlin charakterizovany jak hormezi se
stimulaci nizkymi davkami, tak i inhibici vysokymi davkami (Li, 2006). Tetracykliny zptsobuji
vyznamné zvySeni aktivity stresovych proteinli glutathion S-transferaz a peroxidazy v
rostlinach kukufice, ale ne ve fazolich pinto (Farkas et al. 2007). Jin et al. (2009) zjistili, ze
inhibi¢ni ucinek sulfonamida na prodluzovani vyhont byl vyznamneé vétsi nez na prodluzovani
korenu. Hillis et al. (2011) uvedli, ze mrkev je citlivéjsi na tetracykliny nez salat a vojtéska.
Nejdalezit€jsim faktorem urCujicim fytotoxicitu byla hydrofobicita (Pan & Chu, 2016a).
VétSina koncentraci antibiotik pouzitych k testovani fytotoxicity in vitro se vSak v padeé v
zivotnim prostfedi pravdépodobné nevyskytuje a experimentalni parametry také ovliviiuji
vysledky testa toxicity, nékdy az o fad (napf. doba trvani expozice a koncentrace antibiotik)
(Pan & Chu, 2017).

7.4. Bioakumulace antibiotik v zemédélskych plodinach

Stale vé€tsi pozornost je vénovana piijmu antibiotik rostlinami z pud, které jsou
kontaminovany antibiotiky, zavlazovany vodou kontaminovanou antibiotiky nebo upravenou
odpadni vodou (Pan et al. 2014; Wu et al. 2013) nebo oSetfeny chlévskym hnojem (Dolliver et
al. 2007; Kang et al. 2013) ¢i biosolidy (Sabourin et al. 2012). Hydroponické pokusy jsou
intuitivngj$i pro pochopeni mechanismu pifijmu, ale nesimuluji slozitost skute¢ného
zemédélského prostiedi. Fyzikalné-chemické vlastnosti ptidy nejsou brany v uvahu, a tak se
pfijem antibiotik rostlinami z zivnych roztokt a z piidy se mohou velmi lisit. Napriklad ackoli
sulfonamidy se hromadi v salatu, Spenatu, okurkéach a paprikach péstovanych v hydroponickych
podminkach, zejména v jejich kofenech (Wu et al. 2013), u salatu a Spenatu p€stovanych v pudé
zavlazované odpadni vodou se sulfonamidy to zjisténo nebylo (Wu et al. 2014). Sklenikové
modelové nadobové pokusy mohou 1épe odhadnout skute¢ny piijem a akumulaci antibiotik nez
hydroponické pokusy.

Nékteré z hydroponickych pokusti se navic provad€ji pii nerealné vysokych
koncentracich antibiotik pro jejich pohodIngjsi stanoveni. Naproti tomu polni pokusy mohou
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posoudit skutecny potencialni pfijem a akumulaci antibiotik rostlinami a mohou byt zaclenény
do databaze pro dal$i hodnoceni rizik; nicméné pouze nékolik studii bylo provedeno v polnim
prostredi s aplikaci hnoje nebo Cistirenského kalu nebo se zavlazovanim vyc¢isténou odpadni
vodou. Pokud byla k zavlazovani pouzita upravena odpadni voda, pak byla néktera antibiotika
bézné detekovana v raznych rostlinnych tkanich. (Hurtado et al. 2016; Pan et al. 2014; Wu et
al. 2014).

Pét tfid antibiotik bylo testovano na péti druzich zemédélskych plodin (bilé Cinské zeli,
povijnice vodni, ¢inska fedkev, kukufice a ryze), pfiCemz tato antibiotika byla aplikovana ve
formé zavlahy. Chinolony mély konsistentné nejvyssi schopnost akumulace, nasledovany pak
byly chloramfenikolem a tetracykliny; bylo zji§téno, ze tyto slouCeniny jsou pfijimany kofeny
rostlin a Ze se v nich hromadi a nasledné se prenesly do stonk, listti, a dokonce i plodt, zatimco
sulfonamidy a makrolidy nebyly ve vétsin€ pripadu zjiStény (Pan et al. 2014). Neiontové
slouCeniny byly zjistény ve vyrazné vysSich koncentracich nez iontové slouCeniny (napf.
sulfametoxazol) ve dvou kotfenovych (mrkev a sladké brambory) oSetfenych odpadni vodou
(Malchi et al. 2014).

Dolliver et al. (2007) aplikovali do pudy dvé koncentrace sulfamethazinu v prasecim
hnoji (50 a 100 mg.1""), pfi¢emz koncentrace sulfamethazinu zji§t&né v biomase kukutice, salatu
a brambor byly piiblizng 1250, 1200 a 310 ng.g”' susiny. Nicméné i v tomto piipadé byly
pouzité koncentrace sulfonamidi mnohem vyssi nez koncentrace v zivotnim prostiedi. Kang et
al. (2013) pouzili praseci a kriti kejdu, ktera obsahovala environmentalné pfijatelnéjsi
koncentrace sulfonamidi v experimentu, kdy bylo testovano dvanact druht plodin. Nejvyssi
koncentrace sulfamethazinu v rostlinnych tkanich pak dosahovala pouze hodnoty 5 ng/g susiny.
Vzhledem k rozdilnym pocatecnim koncentracim antibiotik pouzitych v pokusech je obtizné
porovnat zjisténé koncentrace mezi riznymi rostlinami a odhadnout tak jejich schopnost
akumulovat antibiotika. Proto je tfeba vychazet z koncentraci zjisténych v environmentalnich
matricich (Pan & Chu 2007).

Na pfijem a translokaci antibiotik rostlinami ma vliv mnoho faktord, vCetné ptidnich
vlastnosti, vody a dalSich faktort, které ovliviuji translokaci antibiotik v rostlinach. Dale jsou
to kvalita pudy a povaha antibiotik, ale fyzikalné-chemické vlastnosti antibiotik se zdaji byt
hlavnim faktorem, ktery ovliviluje proces piijmu. Antibiotika pfedstavuji Sirokou Skalu
chemickych latek s Sirokymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. VétSina antibiotik ma log
Kow<5; sulfonamidy, chinolinony, makrolidy a trimethoprim vykazuji hodnoty rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda (logDow) upravené podle pH v rozmezi -1,5 az +1,0 a tetracykliny v
rozmezi -5,0 a -3,0, coZ znamena, ze jsou pii bézné€ se vyskytujicich pH v padnim prostiedi
relativné hydrofilni (Tollls, 2001; Wells, 2006).

Schopnost transportu antibiotika z kofent do nadzemni biomasy se mlze méfit pomoci
tzv. translokacniho faktoru, ktery se vyjadii jako pomér koncentrace latky v nadzemni biomase
a v koreni. U vétSiny tetracyklinli, chinolont, trimetoprimu, chloramfenikolu a linkomycinu
dochazi byly translokacni faktory vyssi nez jedna. Naopak vétSina sulfonamidi a makrolida
mela nizsi translokacéni faktory, coz svédci o jejich omezené translokaci z korent do listi nebo
ploda.

Kdyz jsou antibiotika pfijimana rostlinami, mohou byt transportovana do stonkd, listd a
ploda pasivni difuzi xylémem nebo floémem do symplastické drahy. Tyto slouceniny jsou
transportovany prostiednictvim Caspariho prouzki v kofenech a poté jsou transportovany do
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listd xylémem nebo floémem do ploda (Miller et al. 2016). Xylém tvofi transpira¢ni proud v
rostlinach a prenasi vodu, ziviny a organické latky z kofend do vyhont. Zvyseni rychlosti
transpirace v xylému by tedy mohlo urychlit piijem antibiotik z ptidy do rostliny. Translokace
tetracyklint, chloramfenikolu a linkomycinu je vysSi, coz naznaCuje, ze proces probiha
primarné prostfednictvim xylému u téchto antibiotik.

Po vstiebani se vétSina tetracyklini nachazi v neutralnim stavu v cytosolu a symplastu
rostlin (pH ~7,2), a proto jsou v rostlinach snadnéji premistovany a akumuluji se ve vyssich
koncentracich v listech nebo plodech. Relativné vice ve vodé rozpustné tetracykliny mohou byt
v rostlinach snadno translokovany pohybem vody v rostlin€é. Naproti tomu akumulace
chinolonti v plodech byva vyssi nez v listech nebo kofenech, coz naznacuje, ze translokace
probiha predevsim floémem. Tyto chinolony maji stfedni hydrofobicitu (-0,4<logKow<1,1) a
vice ¢asti, které mohou ionizovat pii pH odpovidajicim zivotnimu prostfedi. Norfloxacin byl
napiiklad nalezen v nékterych rostlinnych kompartmentech, jako jsou vakuoly a mezibunééné
prostory, a xylémovych cévach (pH 5 az 6), se nachazi v neutralnim stavu, ktery podporuje jeho
translokaci do nadzemnich rostlinnych organt (Pan & Chu 2017).

Prenos uhliku do floému a jeho vyuziti pro dalsi procesy zpusobuje tok vody z xylému
do floému, ¢imz vytvaii hnaci silu, ktera presouva rozpusténé latky a podporuje tak transport
chinolonovych sloucenin z listd do ploda (Goldstein et al. 2014). Floém je dulezitou cestou
translokace mnoha herbicidii a ocekava se, ze bude dilezita i pro translokaci antibiotik pro
nekteré jedlé rostlinné tkané. Pohyb organickych sloucenin v xylému a floému vSak stale neni
jednoznacné ur€en a zavisi na schopnosti dané slouceniny prochézet membranami. VétSinu
sulfonamidi a makrolidi bud’ nebylo mozné v rostlinnych tkanich nalézt, nebo se v nich
vyskytovaly pouze v kotfenech. To je zpusobeno nizkou adsorpéni schopnosti sulfonamida v
pudé, coz mélo za nasledek jejich prinik hloubé&ji do pidy nebo podzemni vody, coz snizuje
jejich dostupnost pro rostliny. Sulfonamidy jsou v apoplastu neutralni (pH 4 az 6) a vstupuji
pak do cytosolu rostlin (pH ~7,2) a zachovavaji si sviij aniontovy stav diky nizsi propustnosti
rostlinnych membran, resp. mohou byt zachyceny jako ionty uvnitf bunék (Pan et al. 2014);
zadny pfijem zprostiedkovany bilkovinami nebo zavisly na energii u této slouceniny nebyl
zaznamenan (Pan & Chu 2017).

Translokac¢ni faktory dobfe nekoreluji s hydrofobicitou a s hodnotou log Dow antibiotika
a nizké hodnoty hydrofobicity mohou mit vliv na metabolismus v kofenech rostlin, zachyceni
iontl a elektrostatické interakce s burikou (Miller et al. 2016). Slaba korelace je pravdépodobné
zpusobena napf. vét§Sim mnozstvim tfid antibiotik s podobnym logDow, napt. sulfonamidy,
chinolinony, makrolidy a trimethoprim maji podobné logDow od -1,5 az +1,0 (Wells, 2006).
Translokacni faktory antibiotik se lisi v zavislosti na druhu rostliny, coz naznacuje, ze
translokace v rostlinnych tkéanich je ovlivnéna ucinnosti vyuziti vody rostlinou.

Metabolismus antibiotik v rostlinach prostfednictvim fotodegradace muze vést
k nepfesnému odhadu absorpce a bioakumulace vychozi slouceniny v rostlinnych tkanich. O
metabolismu antibiotik v rostlinach ale bylo publikovano jen velmi malo. Naptiklad Farkas et
al. (2007) nalezli v listech fazolu pinto epimery metabolitu tetracyklinu. Proto by se v
budoucich studiich mély identifikovat a kvantifikovat produkty transformace antibiotik v
rostlinach, spiSe nez jen kvantifikovat vychozi slouc¢eniny (Pan & Chu 2017).
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Lze shrnout, ze v soucasnych znalostech o osudu antibiotik v pudé, jejich fytotoxicité a

translokaci v rostlinach, jakoz 1 jejich odpovidajicich environmentélnich rizicich a potencialni

expozici ¢loveéka, se vyskytuji rozpory:

1)

2)

3)

4)

Odhad hodnoty Kg antibiotik ziskany pfi sorpcnich pokusech se provadi prostiednictvim
rozdilu mezi pocatecni a rovnovaznou koncentraci roztoku, ktery pravdépodobné vede k
nadhodnoceni sorpéni kinetiky. Ztraty antibiotik v roztoku mohou byt disledkem biotické
nebo abiotické degradace nebo odparovani.

Ve vét§iné studii se pouzivaji neznacené slouCeniny ke zkoumani degradace antibiotik v
pudé, a proto je malo poznatki o celych degradacnich cestach riznych antibiotickych tfid.
(Pan & Chu 2017). Pro vyhodnoceni dlouhodobého chovani antibiotik v padé je nezbytné
kvantifikovat miru rozkladu antibiotik pomoci znadenych slou¢enin nebo “C.

Vétsina predchozich studii fytotoxicity antibiotik byla provadéna ve sklenicich nebo in vitro
na Petriho miskach. Chronické fytotoxické ucinky antibiotik a jejich metabolitd v
podminkach péstovani v realném padnim prostfedi dosud nezname. Znalost jejich
fytotoxicity je nutna pro hodnoceni ekologickych rizik riznych rostlin.

Ekotoxikologické dopady pridavani antibiotik do pidy, odpadnich vod, zvifeciho hnoje a
Cistirenskych kalt do orné pady a translokace a bioakumulace antibiotik v rostlinach jsou
nedostate¢né prozkoumany, coz nevyhnutelné vede k nepfesnému posouzeni moznych rizik
pro konec¢ného konzumenta. Mechanismy a vztah mez jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi v piidé a translokaci v rostlinach vyzaduji dalsi objasnéni.

Existuje fada oblasti vyzkumu, které si zaslouzi dalsi rozbor podrobnéj§imi studiemi.
Patii mezi né:

a) hluboké porozumeéni chovani a osudu antibiotik v pide,

b) testovani chronické fytotoxicity antibiotik v rostlinach,

c¢) mechanismy akumulace a translokace v pudeg,

d) testovani chronické fytotoxicity antibiotik v pude,

e) testovani chronické fytotoxicity v rostlinach, zejména v polnich podminkéch,

f) transformace a metabolity antibiotik v rostlinach a

g) terénni Udaje o akumulaci antibiotik v rostlinach pro pfesné posouzeni ekologického
rizika (Pan & Chu 2017).

Vsechny tyto informace maji zdsadni vyznam pro pochopeni toho, zda jsou tyto odpadni

vody kontaminované antibiotiky. Hnlj a biologicky odpad slouzi jako hlavni kanal pro
kontaminaci zivotniho prostiedi antibiotiky a pro ochranu konzumentt, pokud jsou tyto zdroje
znovu pouzivany jako voda na zavlazovani nebo hnojivo pro péstovani plodin (Pan & Chu
2017).
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7.5. Potenciidlni dopad na lidské zdravi

ZnecCisténi zivotniho prostiedi veterinarnimi antibiotiky a determinanty rezistence vuci
antibiotikim pravdépodobné zvySuje Sanci, ze bakterie spojené s Clovékem a lidské patogeny
ziskaji rezistenci pomoci takovych latek, jako jsou plazmidy se Sirokym hostitelskym rozsahem,
coz usnadriuje horizontalni prenos gent mezi vzdalené pribuznymi druhy. Krome toho dochazi
ke kumulaci, spolecnému vybéru a expresi rezistence determinanti na podobnych genetickych
platformach, jako jsou integrony, mize podporovat Sifeni a perzistenci téchto latek v
bakterialnim spoleCenstvi. Aplikace hnoje muze zvysit Cetnost detekce riznych genu
antibiotické rezistence, integraz a dalSich gend, plazmidi nékolika inkompatibilnich skupin v
pudeé a co je dulezité, ze neékteré genové cile byly na zeleniné detekovany pouze pfi sklizni z
hnojené pudy (Jechalke, 2014).

Lidsky kontakt s t€émito rezistentnimi bakteriemi v zemédélské pudé€ nebo po poziti
rezistentnich bakterii prostfednictvim konzumace tepelné neupravené zeleniny a ovoce, by
mohl zvySit moznost vymény determinanti rezistence mezi lidskym mikrobiomem a
mikrobiomem zivotniho prostfedi. V dusledku toho muze pfispivat k hrozbé nevylécitelnych
onemocnéni a infekci u lidi. V souladu s tim byly geny rezistence s dokonalou nukleotidovou
identitou nalezeny v riznych lidskych patogenech a pudnich bakteriich; to poskytlo dikaz pro
jakysi sdileny antibioticky rezistom (Jechalke, 2014).

Vznik a rozsifeni bakterii rezistentnich vici antibiotikim v zemédélskych systémech a
jejich podil na rezistenci lidi vaci lidskym patogenim jsou slozité procesy. Na zaklade
matematického modelu a v zavislosti na pouzitych predpokladech vSak bylo zjisténo, ze pfenos
ze zemédélstvi muze mit znaCny vliv na lidskou populaci v souvislosti se souCasnymi
nemocni¢nimi pienosy. NaneS§té€sti muze byt obtizné tuto rezistenci vymytit, jakmile se v
bakterialni populaci vytvorii. Dokonce i bez selektivnich 1é¢iv mohou determinanty rezistence
pretrvavat na nizkych, ale zjistitelnych urovnich po mnoho let. Nicméné bylo také zjisténo, ze
i po opakovanych aplikacich hnoje na poli mize pocetnost genti rezistence dlouhodobé¢ klesat,
coz poskytuje pudé Sanci na obnovu pii spravné zemedélské praxi.

Ruzné potencialni moznosti hospodateni vedouci ke snizeni uvoliiovani a Sifeni antibiotik
a determinantt rezistence vuci antibiotikim do zivotniho prostfedi jsou k dispozici, coz by
mohlo prodlouzit uziteCnou zivotnost antibiotik. Patfi mezi né napfiklad omezeni pouzivani
antibiotik a udrzovani dobrého zdravotniho stavu zvitrat pomoci fidicich postupt, jako je nizka
hustota zvifat a programy na lepsi vyzivu zvifat. Kromé& toho je mozné ¢astecné eliminovat
antibiotika a determinantl rezistence v hnoji by mohlo byt dosazeno zpracovanim hnoje
kompostovanim nebo separaci. V neposledni fadé je mozné zavést spravnou zemédélskou praxi
(Good Agricultural Practices), jako je napfiklad cilené vyuzivani hnoje jako hnojiva, uzaviena
vyrovnana bilance Zivin na polich a farem s pfizptisobenou hustotou chovu hospodarskych
zvitat, zavadéni rozmanitych stfidani plodin v€etné meziplodin nebo krycich plodin a ochrana
proti erozi, jist¢ pomohou omezit nebo dokonce snizit vyskyt zneiSténi veterinarnimi
antibiotiky a determinanty rezistence (Jechalke, 2014).
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8. NejnovéjSi poznatky o chovani tetracyklini
v Zivotnim prostiedi

Neustalé uvoliiovani rezidui TCs do zivotniho prostiedi a jejich nedostatecné
odstrafiovani prostfednictvim konvenc¢nich systému oSetfeni vede k jejich rozsitenému vyskytu
v pudé, povrchovych a podzemnich vodach, a dokonce i v pitné vodé (Scaria et al., 2021).

Vzhledem k tomu, ze kontaminace TCs ve vode je Spickou ledovce a ze TCs maji dobrou
sorpéni kapacitu vici pud€, sedimentim, kalim a hnoji, je nedostateCné spoléhat se na sorpcni
odstrafiovani v konvencnich systémech tpraven vod. Zavaznost kontaminace TCs je ziejma z
vyskytu rezistence TCs v Cistirnach odpadnich vod a Siroké skale mikroorganismu (Scaria et al.
2021).

Tetracykliny maji silnou tendenci vstfebavat se do pudy a sedimentd prostiednictvim
nékolika mechanisml, jako jsou napf. elektrostaticka pfitazlivost (Coulombovy sily),
kationtova vymeéna ¢i vytvareni komplext s oxidy kovu. Jejich schopnost se vstiebavat urcuje
hodnota distribuéniho koeficientu. Cim vy33i je schopnost schopnost vstiebavani TCs do ptdy,
tim vys$si je jejich distribuéni koeficient (1.kg™") — plati i pro OTC, CTC (Scaria et al 2021).

Na vstiebavani TCs v ptidé ma vliv n€kolik faktort. Jsou jimi:
- slozeni pudy

- pH pidy

- kationtova vyménna kapacita

- tézké kovy

pH pidy a kationtova vymeénna kapacita hraji zasadni roli pii sorpci TCs. (Sassman &
Lee 2005; Teixido et al. 2012). VSechny TC maji vysokou sorpci na kyselych a vysoce
jilovitych pudach (Sassman & Lee 2005). V piipadé podobného pH a kationtové vyménné
kapacity se jedna o pidy s vysokym obsahem organického uhliku, jilu, Al a oxidu zeleza. Tyto
pudy maji vétsi sorpcni kapacitu pro TC, CTC a OTC (Scaria et al. 2021).

Vlivy pfitomnosti té€zkych kovi v pudé kontaminované TCs jsou stale nejasné.
Koexistence tézkych kovi a TCs muze bud podporovat sorpci TCs v pudé prostiednictvim
jejich kationtového premosténi, nebo mize inhibovat sorpci TCs v dasledku konkurence o
negativni vliv na padu. Klicovou roli v jejich interakcich hraje také pH puady, protoze
pfitomnost Cd>* podporuje sorpci TC v kyselé piidé, zatimco v zasadité pidé sorpci TC
snizovala (Chen et al. 2020). Podobné je tomu i v jinych ptipadech, piitomnost Cu®* mize
podporovat sorpci TC v kyselé pudé€ (Scaria et al. 2021).

Puda bohata na oxidy podporuje sorpci TC v pud€, zatimco napf. pritomnost ptdnich
ligandt, jako jsou fosfaty, muze zvysit desorpci TCs pudou, a tim podpofit biologickou
dostupnost a mobilitu (Scaria et al. 2021).

Pritomnost dalSich antibiotik s podobnym sorpénim mechanismem, jako je
ciprofloxacin, mize zpusobit jejich kompetici. V padach s vys§im obsahem organické hmoty
neni konkurence mezi tfidami TCs vyrazna, nicmén€ v pudach s nizkym obsahem organické
hmoty je v dusledku mensi dostupnosti adsorpéniho mista konkurence mezi tfidami TCs ziejma
a sleduje tento trend: CTC > TC > OTC (CTC ukazuje nejvyssi schopnost adsorpce, ale nejnizsi
desorpci) (Scaria et al. 2021).
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Puda funguje jako zasobarna TC. Diky silné sorpéni kapacité a sekundarnim sorpénim
reakcim v pud€ je malo biologicky dostupny pro degradaci nebo absorpci, a proto ma delsi
polocas rozpadu nez jina antibiotika (Scaria et al. 2021).

Studie hloubky pudy ukazuje nizkou moznost vyskytu TC i ve vysoce porézni piscité
pudé (Nieder et al. 2018). Wu et al. (2013) rovnéz zjistili, ze nejmensi transport v pudnim
profilu je u vysokych koncentraci TCs (TC, OTC a DOC) zjisténé ve svrchnich 20 cm pudy.
Aplikace hnoje kontaminovaného TCs muze mit za nasledek pfenos v pudnim profilu do
hloubky 40 cm (Wu et al. 2013; Scaria et al. 2021).

CTC a DC jsou ve vodé rozpustnéj§i nez TC a OTC (Teixido et al. 2012). Spolu s tim
mohou rizné produkty transformace v zavislosti na podminkach pH vykazovat rtznou
rozpustnost a aktivitu. Stejné tak afinita TC k rozpusténym organickym latkam muize mit za
nasledek vétsi rozpustnost ve vod€, ¢imz se snizuje sorpce v pudé€ (Scaria et al. 2021).

TC jsou vsak fotolabilni slouceniny; pfirozena dekontaminace je nedostatecna kvuli
nedostatkiim, jako jsou napt. mozné pfemény na jeste toxic¢téjsi produkty prechodu, prostorové
a Casové rozdily ve slunecnich podminkach po celém svété a nepfizptisobeni biologickym
procesim. Proto je nutné piijmout pokrocilé terciarni upravy s konvencnimi systémy Cisténi.
Mezi pokrocilé techniky zpracovani patfi adsorpce a pokrocila oxidace, fotokatalyza a
Fentonuav proces, které jsou jiz Siroce pouzivany (Scaria et al. 2021).

Ptijeti pokrocilych hybridnich procestt muaze zajistit lepsi rozklad TCs nez kterykoli z
jednotlivych postupti. At uzjsou postupy upravy jakékoliv, méla by byt piijata takova opatieni,
aby se minimalizoval pfenos zbytka TCs pfes environmentalni matrici.

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni TC a vedlejSich produkti metodou HPLC je
pomérné komplikované z divodu interference matrice, nizké koncentrace, fotodegradace a
tvorbé chelata (Scaria et al. 2021).

Zbytky TCs se koncentruji v pevné fazi. Presto se vétSina studii vénuje vyskytu a
odstrafiovani antibiotik ve vodném prostfedi. Jednou z mala moznosti odstrafiovani TCs
z vodného prostiedi je odstrafiovani pomoci sorpce.

Scaria et al. (2021) proto doporucu;i:

e Provést dal§i vyzkum, aby bylo mozné pochopit spravné metody deaktivace/degradace
TCs v kalu/biosolidu/vykalech hospodaiskych zvifat, aby se zabranilo dalSimu
znecisteni.

e Neékteré z vedlejSich produktd TCs se ukazaly byt toxictéjsi nez rodiCovské produkty
slouCeniny. Za zvazeni tedy stoji také zamé&fit pozornost na vedlejsi produkty ve vodé a
odpadnich vodach a jejich toxické dopady.

e Pro skutecné pochopeni potencialnich toxickych dopadi TC na mikrobialni, rostlinné a

zivoci$né druhy je tieba se vice zaméfit na interakce na molekularni Grovni nez na
studium rastu.
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Interakce TCs s jinymi antibiotiky a jejich vedlejsimi produkty jsou studovany nejméneg.
Ve vétsiné pripadi se analyzuje vyskyt a u¢innost odstrariovani jednotlivych antibiotik.
Zda dochazi k antagonistickému nebo synergickému spojeni pii transportu téchto latek.

Aplikace technologii odstrariovani TCs v realném Case vyzaduje dukladné vyhodnoceni
s vyuzitim skutecnych odpadnich vod s TCs. Konkuren¢ni/inhibi¢ni ucinky pfirozené
se vyskytujicich slozek zivotniho prostiedi, zaroven je tfeba dobfe prostudovat vhodnost
téchto procest piimo v terénu.

Dokonce i rezidua TCs po oxidaci mohou vyvinout rezistenci. Proto je zdsadni vyvoj
technologii prave v této oblasti.
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9, Zavér

Spotieba antibiotik se 1 pfes varovani ohledné jejich nepfiznivych ucinkd pfi
nadmérném pouzivani stale zvySuje. Tento trend vede nejen k obavam o lidské zdravi z divodu
schopnosti organismu vytvofit po ¢ase vici antibiotikim rezistenci, ale také o kontaminaci
zivotniho prostiedi. Kontaminace je zpisobena nejen mnoZzicim se vyskytem genu rezistentnich
vuci témto antibiotikim, ale také prenosem TC riznymi cestami do riznych slozek prostfedi.
TC se vyskytuji ve vysokych koncentracich v pudach, v nizsich koncentracich vSak byly
detekovany v podzemnich vodach po celém svété.

Pro spotiebu antibiotik by mely byt povinné odpovidajici strategie Cisténi odpadnich
vod a dekontaminace exkrement( pred jejich vypousténim do Zivotniho prostiedi. V COV jsou
sice koncentrace TCs ve vodném prostfedi pomérné nizké, avSak mélo by se vice dbat na
kontrolu pred zahajenim vypousténi odpadnich vod obsahujicich TCs, jakoz 1 pfi aplikaci
Cistirenského kalu do zivotniho prostiedi.

Pokazdé, kdyz se zvysi rezistence lidského organismu vii¢i antibiotikiim, je nutné znovu
obnovit vyzkum vedouci k vyrobé novych 1éCivych ptipravka, coz vSak zvySuje naklady na
1écbu.

Doporuceni do budoucna:

e V prvni fad¢ je tfeba shromazdit presné udaje o pouzivani antibiotik v Ceské republice
a potencialnich rezervoarech rezidui antibiotik v chovech zvifat v suchozemském
prostfedi.

e Je tieba zaméfit vice studii na chovani antibiotik v pevné fazi.

e Je také nezbytné ziskat vice udaju o kinetice biologické degradace a ucinnosti
degradac¢nich produkti riznych antibiotik v riznych prostiedich.

e Je nutné shromazdit vice dat o dopadech aplikace odpadni vody na zavlazovani
v zemich, kde je tato technologie povolena (mimo CR).

e V neposledni fade je zadouci vénovat se vyvoji novych alternativ k pouzivani antibiotik
v zemédelstvi.
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