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1.UVOD

Antibiotikum v $irSim slova smyslu je terapeutickd latka, ktera inhibuje nebo
znemozinuje rast organismu, jako jsou bakterie, houby nebo prvoci. Jiné Casto vyuzivané
terminy byvaji chemoterapeutika nebo antimikrobidlni latky, nicméné tyto terminy nejsou
synonyma. Napiiklad antimikrobialni latky mohou byt ucinné i proti virdm. Termin
»~chemoterapeutické” miize také odkazovat na antibiotika (,,antibakterialni chemoterapie®).
Termin antibiotikum ptivodné odkazoval na vSechny zastupce s biologickou aktivitou proti
Zivym organismim; nicméné ,,antibiotikum* ted’ odkazuje na latky s antibakteridlni, anti-
houbovou nebo anti-parazitarni aktivitou.

V soucasné dobé¢ existuje asi 250 rtiznych chemickych entit registrovanych pro pouziti
v medicing a veterinarni medicin¢ jako antibiotika (Kiimmerer and Henninger 2003). Prvni
antibiotika byla pfirodniho ptivodu, napi. peniciliny produkované houbami rodu Penicillium
nebo streptomycin z bakterii rodu Streptomyces. Mnoho antibiotik jsou relativné malé
molekuly s molekulovou hmotnosti nizsi nez 1000Da. Definice, Ze antibiotikum je slou¢enina
produkovand mikroorganismem, kterd inhibuje rast jinych mikroorganismi, se rozsifila o
syntetické a semi-syntetické produkty. Antibiotika, ktera nejsou toxicka pro hostitele, se
pouzivaji jako chemoterapeuticka ¢inidla pti 1éCeni infekénich onemocnéni u ¢loveka, zvitat a
rostlin (Kiimmerer 2009).

Antibiotika mohou byt seskupena podle jejich chemické struktury nebo podle
mechanismu U¢inku. Je to rliznoroda skupina chemickych latek, které mohou byt rozdéleny
do riznych podskupin, jako jsou beta-laktamy, chinolony, tetracykliny, makrolidy,

sulfonamidy a dal$i (Kiimmerer 2009).

Prace se zamétuje na detekci a analyzu antibiotika ofloxacinu ve vzorcich zivotniho
prostiedi. Ofloxacin je chinolin/fluorochinolinové antibiotikum. Je to Sirokospektré
baktericidni antibiotikum, které blokuje replikaci bakterialni DNA a je u¢inné proti gram-
pozitivni 1 gram-negativnim bakteriim.

Cilem prace bylo nalezeni vhodnych parametrd HPLC separace pro standardy analytii a
nalezeni vhodnych parametri ionizace a hmotnostné spektrometrické detekce analytd. DalSim
cilem byla pfiprava modelovych a redlnych vzorki pro HPLC/MS analyzu a nasledné

stanoveni valida¢nich parametr metody.



2. TEORETICKA CAST

2. 1. Vyskyt antibiotik v Zivotnim prostredi

Antibiotika mohou byt vice ¢i méné metabolizovana lidmi a zvifaty. Po podani,
antibiotika pro lidské pouziti nebo jejich metabolity se vylucuji do odpadnich vod a mohou se
tak dostat se do ¢&isticky odpadnich vod (COV). Nemetabolizovana frakce se vyluduje jako
stale aktivni sloucenina, stejné jako mohou byt farmakologicky aktivni i metabolity antibiotik.
Pti pohledu na vSechny slouceniny, asi 70% spotfebovaného mnozstvi antibiotik v Némecku
je vylucovano v nezménéné forme¢ (Kiimmerer and Henninger 2003). Antibiotika jsou jen
castecné eliminovana v Cistirnach odpadnich vod. Pokud nejsou odstranéna v prubéhu procesu
¢isténi, mohou skoncit v zivotnim prostiedi a to pfedevS§im ve vodach. Zbytkova mnozZstvi
mohou dosahnout povrchovych a podzemnich vod nebo sedimenti. Uginné latky po
vypousténi s kejdou mohou byt smyty z ornic po desti. Kromé toho pfimé vypousténi, a to
zejména pii zpracovani dribeze, zpracovani masa a akvakultufe, stejn€ jako z domacich zvitat
(napt. akvéria), mize ptispét ke zvySeni celkové koncentrace antibiotik v odpadnich a
povrchovych vodéach (Kiimmerer 2009).

V soucasné dob¢ je pomérn€ rozsahly vyzkum pfitomnosti antibiotik v ZzZivotnim
prostfedi. Stejn€ jako u jinych léCiv bylo zjisténo, Ze koncentrace antibiotik méfenych v
ruznych zemich jsou ve stejném rozmezi koncentraci v riznych slozkéach, jako jsou odpadni a
povrchové vody (Batt and Aga 2005; Botitsi et al. 2007; Herndndez et al. 2007; Chang et al.
2008; Peng et al. 2008; Martins et al. 2008). Po hnojeni byly ztraty sulfonamidovych
antibiotik z travnich porostli do potoka silné ovlivnény klimatickymi podminkami (Stoob et
al. 2007). Ty slouceniny, které byly analyzovany, pochazi z riiznych dulezitych tiid antibiotik.
Patfi mezi n€ predev§im makrolidy (napf. klaritromycin, erythromycin, roxithromycin),
aminoglykosidy (kterd zahrnuji naptiklad amikacin, gentamycin, kanamycin, neomycin,
netilmycin, streptomycin, tobramycin, a z nichZ pouze gentamicin byl vySetfovan),
tetracykliny (tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin, demeclocyklin (neanalyzovan),
doxycyklin), sulfonamidy (sulfadimethoxin (neanalyzovan), sulfanilamidy (jen malo
prozkoumany), sulfamethazol, sulfasalazin) a chinolony (1. generace: kyseliny nalidixova; 2.
generace: napi. levofloxacin, lomefloxacin (neanalyzovén), tosufloxacin (neanalyzovan); 3.
generace: ciprofloxacin, ofloxacin, lomefloxacin; 4. generace (neanalyzovana): clinafloxacin,

gemifloxacin, moxifloxacin, sitafloxacin). V odtocich z nemocnic byly nalezeny chinolony



(ciprofloxacin byl nejéastéji analyzovan) a jiné lé¢iva (Lindberg et al. 2004; Turiel et al.
2005).

Vyskyt beta-laktamli (v€etné penicilini, cefalosporinii karbapenemt, monobaktamli a
inhibitord B-laktamazy) odpovida nejvétsimu podilu spotieby antibiotik (Christian et al.
2003). Neni jasné, zda nejsou piitomny ve vodnim prostiedi kvili moznému Stépeni [3-
laktamového kruhu, zda je tento nalez jen kvili tomu, Ze nebyly analyzovany, nebo zda je to v
dasledku moznych analytickych nedostatkd a potizi. Koncentrace nalezenych B-laktami jsou
nizké ve srovnani s rozsahlym vyuzivanim B-laktami (n€které se nasly v koncentraci pg/l
nebo méné misto ocekdvanych 20 az 30 pg/l). Antibiotika byla také vzacné nalezena v pitné

vodé (Ye et al. 2007).

2.2. Zdroje antibiotik v Zivotnim prostredi

Otazka pfirodniho pozadi koncentrace antibiotik je dulezitd pro stanoveni rizika
v disledku pouzivani antibiotik. Do pfirozenych zdroju antibiotik mizeme zahrnout napf.
pidni bakterie a do antropogennich zdroju (souvisejici s lidskou ¢innosti) zahrnujeme
humanni a veterinarni medicinu. N¢kolik antibiotik, jako jsou nékteré p-laktamy,
streptomyciny, aminoglykosidy a dal$i jsou produkovany pidnimi bakteriemi. Do skupiny
aktinomycet zahrnujeme mnoho pudnich bakterii, jako jsou Streptomycety. Streptomycety
produkuji antibiotika. Bakteridlni hustota je mnohem niz$i ve vodné fazi ve srovnani
s Cistirenskymi kaly nebo plidami vzhledem k ocekdvanému meéteni koncentrace antibiotik
prirodniho ptivodu. Lze ocekavat, ze tyto sedimenty se podobaji ptidam, protoze jsou jako
pevné médium s aerobnimi a anaerobnimi kompartmenty. V piidach 1 sedimentech jsou
bakterie méné mobilni neZ ve volné vodné fazi a bakteridlni hustota je vyssi. Dosud se nevi o
zadné zpraveé, ze by se produkovaly antibiotika v kalech nebo ve vodnim prostiedi

(Kiimmerer 2009).

2.2.1. Povrchové vody

Latky, které nejsou viibec nebo jen ¢aste¢né eliminovany v Cistirnach odpadnich vod
mohou dosahnout povrchovych vod, kde mohou ovlivnit organismy riznych trofickych
urovni. V modelovém vodnim systému s pouzitim syntetické Cerstvé vody, byly nitrifikacni
bakterie vyznamné ovlivnény antibiotiky akvakultury. K naruSeni procesu nitrifikace jiz doslo
v koncentracich, které by mohly byt nalezeny v rybich 1é€ebnych nadrZich a sedimentech.
Vysledky toxickych testli s bakteriemi ukazuji, ze nelze vyloucit nezadouci toxické ucinky na

ptirodnich bakterialnich spolecenstvech (Kiimmerer 2009).
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Citlivost fas viaci antibiotikim se velmi li§i. V testu toxicity fas Selenastrum
capricornutum bylo zjisténo, Ze jsou o dva az tii fady mén¢ citlivé vici vétsiné antibiotik nez
fasa Microcystis aeruginosa. Rust Microcystis aeruginosa byl inhibovan pii koncentraci nizsi
nez 0,1 mg/l (Halling-Serensen 2000). Modro-zelené fasy (cyanobakterie) jsou citlivé na
mnoho antibiotik, naptiklad amoxicilin, benzylpenicillin, saraflooxacin, spiramycin,
tetracyklin a tiamulin (Boxal et al. 2003). Potencidlni ekotoxikologicky i¢inek antibakterialni
latky metronidazolu na Chlorella sp. a Selenastrum capricornutum nastinili pfi zkousce
akutni toxicity Lanzky a Halling- Serensen (1997). Jejich vysledky ukazaly, ze nelze vyloucit
nepiiznivé ucinky antibiotik na fasy. Jelikoz fasy jsou zakladem potravinového fetézce, miize
pokles jejich populace narusit rovnovahu ve vodnim systému (Kiimmerer 2009).

Doba expozice antibiotik v prostiedi mize mit nepfiznivé ucinky na reprodukci v
ranych fazich zivota rtiznych organismi. To mize mit dramaticky vliv na jejich populaci.
Antibiotika vyznamn¢ ovliviiuji lihnuti cyst Artemia sp. a zpusobuji vysokou mortalitu nauplii
(larvalni stadia), coz ma toxicky vliv na reprodukci Daphnia manga (Macri et al. 1988;
Migliore et al. 1993; Wollenberger et al. 2000). U antibiotika flumechinu bylo prokazano, Ze
schopnost ménit pigmentaci u nauplii Artemia salina ma za nasledek poskozeni zdravi u
téchto jedinci. To podtrhuje toxicky potencial antimikrobialnich c¢inidel (Brambilla et al.
1994). LCs (lethal concentration 50) hodnoty pod 1 mg/l pro antibakterialni c¢inidlo
furazolidon prokazaly toxicitu na larvach komara pisklavého, Daphia magna a Artemia salina
(Macri et al. 1988). Na zakladé téchto vysledkll autofi nastinili moZnost poSkozeni ptirodni
rovnovahy od niz§ich organismi, které tvoti potravu pro dal§i vodni Zivocichy a proto jejich
vymizeni ma vliv na dalsi organismy.

Neni pravdépodobné, Ze by antimikrobidlni latky mély negativni vliv na ryby. Ve
studiich byly Uc¢inky nalezeny jen ve vysokych, v pfirodé neredlnych, koncentracich nebo
nebyly nalezeny zadné toxické ucinky. Toxické zkousky s riznymi druhy ryb (Acartia tonsa,
Brachydanio rerio, Leupp totes reticulatus, Salmo gairdneri, Salvelinus namayeush)
nevykazovaly zadnou antibiotickou toxicitu proti testovanym druhiim (Lanzky and Halling-
Serensen 1997). Antimikrobidlni aplikace v akvakultufe zpUsobila kosterni deformaci.
Nicmén¢ latka byla aplikovana v koncentracich vysSich, nez ve kterych by se bézné

vyskytovala v zivotnim prostiedi (Lunestad 1992).

Kim et al. (2007) zkoumali sulfamathoxazol, sulfachlorpyridazine, sulfathiazol,
sulfamethazine, sulfadimethoxin a trimethoprim na akutni toxicitu pro vodni prostfedi, ve

kterém Zziji moiské bakterie (Vibrio fischeri), sladkovodni bezobratli (Daphnia magna) a
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japonské ryby (Oryzias latipes). Park a Choi (2008) hodnotili béZné pouzivané antibiotika
zahrnujici sulfonamidy, tetracykliny, aminoglykosidy, fluorochinoliny a B-laktamy na akutni
a chronickou vodni toxicitu za pouziti standardnich testovacich organismt jako je naptiklad
Vibrio fischeri, Daphnia magna, Moina macrocopa a Oryzias latipes. Mezi antibiotiky
testovanymi na akutni toxicitu byl nejtoxictéj§i neomycin, ndsleduje trimethoprim,
sulfamethoxazol a enrofloxacin.  Sulfamethazin, oxytetracyklin, chlortetracyklin,
sulfadimethoxin a sulfathiazol byly stiedné toxické, zatimco ampicilin a amoxicillin byly pro
zkuSebni organismy nejméné toxické. Nebyla zjisténa zadna citlivost mezi zkuSebnimi
organismy a mezi rdznymi skupinami antibiotik. Tiida B-laktamt byla nejméné toxicka. V
testu chronické toxicity neomycin ovlivnil reprodukci a pteziti dospélci D. magna a M.

macrocopa (Park and Choi 2008).

Ciprofloxacin byl G¢inny proti Vibrio fisheri pfi vysoké koncentraci (5 mg/l) (Hernando
et al. 2007). Mikrotesty s V. fisheri ukazaly, ze tyto studované slouceniny nejsou akutné
toxické pro bakterie. Testy toxicity s bakterii ukdzaly, Ze chronickd expozice vuci
antibiotikim je vyznamnéj$i nez akutni. V testu inhibice ristu fas autoii zjistili, ze
levofloxacin a klaritromycin jsou oba toxické pro mikroskopické fasy. Fytotoxicita
Klarithromycinu byla asi 100x vyssi nez levofloxacinu (ECsy . half maximal effective
concentration). V reprodukénim testu s Daphnia levofloxacin a klarithromycin ukazaly
chronickou toxicitu proti kory$im. Na zakladé poméru PEC/PNEC (pravdépodobnost, s jakou
se pii definované expozici urcitou latkou projevi jeji toxicita) autofi povazovali riziko
zpiisobené pfitomnosti latky v Zivotnim prostfedi u levofloxacinu nizké avSak u
klarithromycinu vyssi. Toto naznacuje, ze klarithromycin mtize mit urity vliv na organismy
ve vodnim prostfedi (mohou se dostat do tél Zivocichl ovlivnit jejich chovani a narusit

rovnovahu ekosystému), (Kiimmerer 2009).

2.2.2. Odpadni vody a kanalizace

Antibiotika maji potencial ovlivnit mikrobidlni komunity v kanaliza¢nich systémech.
Inhibice bakterii v odpadnich vodach miize vazné ovlivnit degradaci organické hmoty. Proto
ucinky antibakteridlnich latek na mikrobidlni populaci jsou pfedmétem velkého zajmu.
SniZeni poctu bakterii spolu se zmé&nami v mikrobidlni populaci byly pozorovany na modelu
¢isténi kanalizace, kdy byly pfidany rizné béZné antibiotika v koncentracich, které se mohou
vyskytnout v nemocni¢nich odpadnich vodach (Kiimmerer 2009).

Nitrifikace je dualezitym krokem pii CiSténi odpadnich vod, coz eliminuje toxicky
amoniak. Druhy stupen nitrifikace, tj. oxidace dusitanu na dusi¢nan je zvlasté citlivy. Inhibice
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tohoto kroku za nekontrolovatelnych podminek muze vést k hromadéni toxickych dusitant v
odpadnich vodach. Ne¢kolik antibiotik ukazalo nizkou toxicitu ve vztahu k nitrifikaénim
bakteriim v akutnich testech. Ty nevykazovaly zadny vliv na nitrifikaci v koncentraci vyssi,
nez jakéa by se mohla oc¢ekavat z hlediska zivotniho prostiedi. Nicmén¢ doba testu vyznamné

ovlivituje vysledky (Halling- Serensen 2000; Kiimmerer et al. 2004).

Christensen a jeho spolupracovnici nalezli synergickou smés téinku antibiotik proti
bakteriim kalt (Christensen et al. 2006). Podle 1SO (International Organization for
Standardization) 13641 testovana antibiotika plsobici predev§im proti gramnegativnim
bakteriim ukazaly mirny inhibi¢ni u¢inek po sedmi denni inkubaéni dobé s hodnotami ECsy
mezi 24 mg/l a 1000 mg/l (Gartiser et al. 2007). Ve stejné studii bylo zjisténo, ze
metronidazol, optimalizovan proti grampozitivnim bakteriim byl toxicky pro anaerobni
bakterie s ECso 0,7 mg/l. Pti testovani degradace anaerobl podle 1ISO 11734 (1998) pouze
benzylpenicillin ukazal kone¢nou biodegradaci po 60 dnech testovani. To znamena, Ze
inhibice anaerobnich bakterii antibiotiky pozorovanych v testech degradace byla vyssi, nez
jak by se ocekavalo z vysledkl inhibi¢nich testd. Pro toto je mozné vysvétleni, ze byly
pouzity riizné substraty (kvasinkovy extrakt proti benzoatu sodnému). U¢inek biodegradace se
snizuje béhem promyvacich krokti provadénych pii degradac¢nich testech a tak byla doba

expozice Vv téchto testech 8 krat delsi nez v inhibi¢nim testu (Gartiser et al. 2007).

2.2.3. Cistirenské kaly a sedimenty

Humanni a veterinarni antibiotika jsou pfitomna v sedimentech. Kim and Carlson
(2007) detekovali tetracykliny, sulfonamidy a makrolidy. Koncentrace v sedimentech méiena
v zemédélsky-ovlivnénych fekach byla mnohem vyssi nez ve stojaté vode. To naznacuje, ze
antibiotika odtékaji s povrchovou vodou ze zemédé€lskych poli. V intenzivnim chovu ryb se
infekce 1é¢i podavanim antimikrobidlniho ¢inidla pfimo do vody. Latky pouZzivané pii chovu
ryb mohou vstoupit do sedimentii pfimo z vody bez jakéhokoli Cisticiho procesu. To ma za
nasledek vysokou lokalni koncentraci ve vodnim prostoru a v pfilehlych sedimentech. Tento
jev byl zkoumén pted vice nez 20 lety, kde vysledky prokéazaly piitomnost antibiotik
uplatnénych v Sirokém chovu ryb nalezenych v sedimentech pod rybimi farmami (Migliore et

al. 1995).

ey

Nekolik ¢lankti se zabyvalo dopadem antibiotik na organismy Zzijici v sedimentech.
Antimikrobidlni latky mohou mit kvalitativni a kvantitativni G¢inky na rezidentni mikrobialni

komunitu nalezenou v sedimentu, coz mize mit vliv na odbourdvani organickych latek.
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Kromé toho nemohou byt vylouceny pfimé toxické ucinky na rezidentni organismy (Kong et
al. 2006).

Antibiotika pfitomna v sedimentu mohou ztratit svou antimikrobidlni aktivitu v
disledku vazby na castice sedimentu nebo vytvofenim komplexu s ionty. Tato moznost byla
prokazana u nekterych latek. Avsak vysledky zamétujici se na ztratu antimikrobialni aktivity
antibiotik v dasledku vazby nebo vytvoreni komplexu v sedimentu byly nalezeny pro jednu a
tutéz latku (Hektoen et al. 1995). Divodem téchto vysledki mohlo byt rozdilné slozeni
sedimentu, které se zda byt kli¢ové v ucincich latek na rezidentni populaci, protoze slozeni
sedimentu nebo pidy urcuje silu a stupen sorpce. Napiiklad ciprofloxacin je Sirokospektralni
antibiotikum a jeho vliv na mikrobialni spoleCenstva sedimenti byl selektivni a nejvice
pusobil na sulfat redukujici bakterie a gramnegativni bakterie (Cérdova-Kreylos and Scow
2007).

Potencialné znecist'ujici latky, které se akumuluji v organismu, musi byt povazovany za
nebezpeéné. Antibiotika, kterd jsou Spatné rozpustna ve vodé, zejména kdyz je
biokoncentraéni faktor (pomér koncentrace chemické latky v bioté viici koncentraci v zevnim
prosttedi) mezi 500 a 1000 nebo kdyz distribu¢ni koeficient oktanol/voda piekro¢i hodnotu
1000, maji tendenci se hromadit v organismech (Migliore et al. 1993).

2.3. Eliminace antibiotik ze Zivotniho prostredi

Vylouceni antibiotik ze Zivotniho prostfedi znamend, Zze plvodni sloucenina neni
zjistitelna specifickou analyzou v prostfedi nebo ve vzorku z prostiedi. Vylouceni pivodni
slouceniny z prostfedi se nazyva primarni eliminace. Jestlize je sloucenina plné pfevedena na
anorganickou stl, doslo k uplné mineralizaci. Pouze méfeni produkce oxidu uhli¢itého miize
poskytnout méfitko stupné mineralizaci, které vede k uplnému rozpadu molekuly, jejich
metabolitil, k pfeméné produkti na oxid uhli¢ity, vodu a anorganické soli jako je sulfat,

fosfat, amoniak a dusi¢nan (Kiimmerer 2009).

Znalosti o odstranéni antimikrobialnich latek ze zivotniho prostfedi maji zasadni
vyznam vzhledem k tomu, Ze tyto latky mohou mit neptiznivy dopad na vodni a suchozemské
systémy. Odstranéni organickych latek z prostfedi je vysledkem riznych procest. Tyto
procesy mohou byt biotické, tj. biologické odbourdvani bakteriemi a houbami. Nebiotické
eliminacni procesy jsou sorpce, hydrolyza, fotolyza, oxidace a redukce. AvSak vysledky
biologickych nebo foto-degradacnich studii zavisi na podminkach, jako je teplota, zemépisna

Sitka atd. (Kiimmerer 2009).
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2.4.  Vyuziti antibiotik

Antibiotika se pouzivaji ve velké mife v humanni a veterinarni medicin€, jakoz 1 v
akvakultufe, za ucCelem prevence (profylaxe) nebo léceni mikrobidlnich infekci. Neékolik
stovek ruznych antibiotickych a antimykotickych latek se pouzivd v humanni a veterinarni
medicin€, naptiklad vice nez 250 antibiotik v Némecku (Kiimmerer and Henninger 2003).

V humanni mediciné se celkova spotieba antibiotik na obyvatele a individualni spotfeba
slouceniny lis§i zemé& od zemé& (Molstad et al. 2002). Rizné trovné vyuziti jednotlivych
sloucenin jsou zcela bézné. Napiiklad vancomycin se Casto pouzivd v USA, zatimco v
Némecku se pouzivé jen v piipadech, ve kterych jsou ostatni mozné slouceniny neti¢inné v
dusledku rezistence. Pouzivani antibiotik se vyjadiuje jako pocet DDD (defined daily dose).
DDD je prumérnd denni udrzovaci davka l1éku podavana v 1écbé daného onemocnéni u

dospélych pacientil (Molstad et al. 2002).

2.5.  Utinky antibiotik

Pokud neni latka jakymkoliv zpisobem eliminovdna, mize se dostat do prostiedi s
potencidlem nepfiznivé ovliviiovat vodni a suchozemské zivocichy. K lidem by se mohla
znovu dostat pies pitnou vodu. Vzacné byla nalezena antibiotika v pitné vod¢. Nalezeny byly
spiSe nektera 1é¢iva a diagnostické prostfedky, jako je kyselina klofibrovd nebo amidotrizoic
(Kiimmerer 2009).

Utinky antibiotik na lidské zdravi byly popsany v lékaiské literatufe. Dobfe znamé
nezadouci vedlejsi u€inky v ramci terapie jsou alergické reakce (napf. u B-laktamu, jako je
penicilin G nebo methicilin). Nemnoho antibiotik je nefrotoxickych jako napf. gentamicin. U
chinolonti je znamo, Zze muze dojit ke zvySené citlivosti na svétlo. Tetracykliny by nemély byt
pouzivany u malych déti, protoZze dochazi k negativni interakci s jejich vyvijejicimi se zuby
(Zluto-hnédé az modro-Sedé zabarveni skloviny). Vzhledem k jejich antimikrobidlni aktivité

mize dojit béhem terapie k poskozeni stfevni mikroflory (Kiimmerer 2009).

Antibiotika ptisobi na bakterie, houby a mikrofasy, protoze byla navrzena tak, aby
ovliviiovala mikroorganismy (Kiimmerer 2009). Byly zjistény nepiiznivé dopady antibiotik
na vys$i vodni organismy, ale koncentrace, které¢ byly zjiStény, byly z hlediska Zivotniho
prostiedi irelevantni (Kiimmerer 2009).

V dosavadnich testech zahrnujicich bakterie existuje nékolik nedostatkd. Napftiklad Si
Kromé toho, v ptipad¢ antibiotik mnoho z nich piisobi pfednostné bud’ proti grampozitivnim,
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nebo gramnegativnim bakteriim. To znamend, ze slouceniny U¢inné proti grampozitivnim
organismim nevykazuji toxicitu pii testu s gramnegativnimi bakteriemi a naopak. Jinak
muzeme vybrat test, ktery se spoléha na smisSené populace, jako jsou Cistirenské kaly. V tomto
piipadé ucinky proti nékterym dulezitym organismim mohou byt maskovany jinymi
organismy, které jsou vice ¢i mén¢ ovlivnény, ale stale pfispivaji k méfenym parametrim
(Kiimmerer 2009).

Akutni testy se jevi jako nevhodné pro stanoveni uc¢inku antibiotik na bakterie.
Antibiotika maji specifické pracovni rezimy a dopady se casto projevi na prodlouzeni
inkubacni doby. Testy toxicity s bakteriemi ukazaly, ze chronicka expozice vici antibiotikiim
2004). Srovnani vysledku kratkodobych a dlouhodobych biologickych zkousek s V. fischeri
prokazaly riziko u latek se zpozdénou toxicitou u akutnich testti. Backhaus and Grimme
(1999) nalezli podobné hodnoty toxicity. V dlouhodobém biolumuniscen¢nim inhibi¢nim
testu sV. fischeri byly hodnoty toxickych G¢inkii nalezeny u dvou antibiotik v rozsahu
koncentraci ofekavanych v zivotnim prostfedi. Proto bychom si méli byt védomi toho, ze
vysledky jsou uvedeny pro standardni testy bakterialni toxicity, jako jsou kratkodobé testy s
luminiscenéni bakterii V. fischeri a dalsi. Mohou byt tedy podcenény ucinky a rizika.
Utinnost miize byt ovlivnéna podminkami prostiedi, napt. pokud je biologicka dostupnost
snizena sorpci nebo je aktivita ovlivnéna tvorbou komplexti. Aby bylo mozné posoudit
dopady na Zivotni prostfedi, musi byt uvedeny piesné podminky testovani (napt. teplota,

hodnota pH, ¢asové méfitko atd.) (Kiimmerer 2009).

2. 6. Rezistence

Schopnost bakterii pfizplsobit se zméndm v jejich prostiedi se nazyva rezistence. Jinymi
slovy, kdyz dochazi ke zméné citlivosti, ktera Cini ¢inidlo neti¢inné proti uréitému organismu,
je organismus oznacovan jako rezistentni. N&které organismy byli vZdy rezistentni vici
konkrétnim c¢inidlim vzhledem k jejich fyziologii a biochemii (pfirozend nebo vnitini
rezistence), zatimco jiné organismy ziskali rezistenci v disledku pouziti antibiotik lidmi
(ziskané rezistence) (Kiimmerer 2009).

Primarni rezistence se pfirozené¢ vyskytuje v mikroorganismech jako je napftiklad
rezistence Pseudomonas aeruginosa vuci penicillinu G. Primarni rezistence se ,,dédi“ od
organismu stejného druhu pomoci bunééného deleni (vertikalni pienos rezistence). Naopak
sekundarni rezistence se vyviji b&hem 1é¢by nebo pii kontaktu mikroorganismu

s antibiotikem. Plasmidem zprostiedkovand rezistence je pienosnd mezi mikroorganismy.
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V takovém pfipadé€ je extra-chromozomalni geneticky material transferovan mezi rizné druhy
bakterii pomoci konjugace (horizontalni pienos rezistence). Rezistence miize byt pozdéji
ztracena. Rezistence se tak miize dostat do prostiedi s potencidlem neptiznivé ovlivnit vodni a
suchozemské organismy. Rezistentni bakterie by se mohli dostat zpét do cloveka pies pitnou

vodu (Kiimmerer 2009).

Obecn¢ plati, ze vznik rezistence je velmi slozity proces, kterému neni jesté¢ dostatecné
porozuméno v souvislosti s interakci bakterialni populace a antibiotik, a to i v medicinalnim
prostiedi (Bjorkman et al. 2000; Martinez and Baquero 2000; Alanis 2005). Je naptiklad
znamo, ze antibiotika v subinhibi¢nim koncentraci mohou mit dopad na bunétné funkce,
meénit genovou expresi virulen¢nich faktord nebo pienos antibiotické rezistence (Ohlsen et al.
1998). Ackoliv tento jev neni dosud jesté zcela znam. Naptiklad in vitro experimenty ukézaly,
Zze gentamicin v koncentraci 100 pg/l muize zvysit transferovou rychlost rezistence u
stafylokoki. Jiné latky, jako jsou makrolidy, chinoliny nebo vankomycin nemély podobny

ucinek (Ohlsen et al. 2003).

Rezistence vici antibiotikim jako fenomén samo o sob& neni piekvapenim ani nic
nového. Rezistence je vyvojov€ zachovany pfirozeny proces. Proto je mozné najit rezistentni
bakterie vSude v prostiedi, kde probiha ¢asté 1éCeni antibiotiky. Rezistentni bakterie mohou
byt pfeneseny na ¢lovéka prostiednictvim vody nebo potravin, kdyZ jsou rostliny zalévany
povrchovou nebo odpadni vodou, kdyz je pouzito hnojivo nebo kdyz jsou rezistentni bakterie
ptitomny v mase (Khachatourians 1998). Vyznam pienosu rezistentnich antibiotik ze zvifat na
Cloveéka neni jasny. Nicméné aby se minimalizovala tato cesta a nezadouci piijem antibiotik,
je obsah antibiotik z masa sledovan pfisluSnymi orgdny v mnoha zemich. Zejména pro
spotiebitele je dilezité, Ze bakterie vcetné jejich genli rezistence budou pravdépodobné
zniCeny, jestlize budou masné vyrobky pied pouZitim vafeny nebo se zahteji (Kiimmerer

2009).

Mnoho bakteridlnich druht se mnozi tak rychle, ze se jejich pocet zdvojnasobi kazdych
20-30 minut. Proto jejich schopnost pfizplsobit se zm&€nam Zivotniho prostiedi a prezit
nepfiznivé podminky Casto vede k vyvoji mutaci, které umoznuji druhlim pfezit. DalSim
faktorem, ktery pfispiva k jejich adaptaci, je nezavislost jednotlivych bunck na vlastnich
genetickych zdrojich. Baktreridlni rezistence se mulze Sifit zjedné bunky bakterie
(horizontalni a vertikdlni pfenos) do druhé prostfednictvim riznych mobilnich genetickych
elementl (Schliiter et al. 2007) k nimz patii plazmidy a transpozony. Geneticky material mize

byt také piijat z vira (Kiimmerer 2009).
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Antibiotika vykazuji rizné spektralni aktivity a mechanismy pisobeni. Bylo zjisténo, ze
se citlivost na antibiotika po urcitou dobu méni a to jak s riznymi skupinami organismd, tak
v ramci téchto skupin. Z Iékaiské praxe jsme se naucili, ze pfenos rezistentnich gena stejné
jako jiz rezistentnich bakterii samotnych je zptsoben aplikaci antibiotik po dlouhou dobu
v sub-terapeutickych koncentracich, tedy v koncentracich, které neinhibuji nebo nezabijeji
bakterie citlivé na antibiotika. Vysledky vyzkumu v pouzivani antibiotik v akvakultuie
ukazaly podobné vysledky, jako byvaji vidény pii lékaiském vyuzivani antibiotik. Mezi
vyznamné nalezy souvisejici s rezistenci patii: 1. Pouziti jednoho antibakteridlniho ptipravku
muze zvysit uroven rezistence nejen pro toto konkrétni 1é¢ivo, ale i U téch, které maji velmi
rozdilné antibakteridlni pasobeni (zkfizena rezistence). 2. Antibakteridlni rezistence ne

vzdycky reaguje zpisobem korelujicim s mnozstvim pouzivanych 1éki nebo s koncentracemi

rezidui v prostiedi (Kiimmerer 2009).

Pro antibiotika je rezistence obvykle kvantifikovana jako minimalni koncentrace potebna
pro uplatnéni definovaného ucinku (napi. inhibice rlGstu) na populaci bunc¢k. Ruzné
mechanismy ptsobeni a metody pouzivané k hodnoceni citlivosti jsou kli¢ové pro vysledky
testu citlivosti a hodnoceni rezistence. Rezistence je popis relativni nevnimavosti
mikroorganismu na uréitou 1écbu pii uréitych podminkach. Z tohoto divodu je tieba
zaznamenat, Ze rezistence nebo alespoil nejniz$i Uroven rezistence je silné zavisla na typu
testu a testovych podminkdch stejné jako na typu slouCeniny a jejim plsobeni. Pii léCeni
infekce je bakteriostaze nebo usmrceni bakterii antibiotiky ¢asto G¢inna, protoze usmrceni a
eliminace patogenu jsou zprosttedkovany imunitnim systémem hostitele. Takova augmentace
je typicky pfitomna v Zivotnim prostiedi. V kontrastu bakterie Casto tvoii biofilmy jako
naptiklad odpadni kaly, které brani pfistupu antibiotik. V tomto smeéru existuje jen malo
poznatkil z prosttedi, jako jsou odpadni vody, kaly, povrchové vody a sedimenty ve srovnani
s lékarskym vyuZitim a €innosti antibiotik.

2.6.1. Rezistence ve vodnim prostiedi

Bakterie rezistentni na antibiotika byly nalezeny ve vodnim prostiedi (Kiimerer 2004;
Schliiter et al. 2007; Watkinson et al. 2007; Caplin et al. 2008) a v pidé. V soucasné dob¢ se
diskutuje, jestli se rezistence miize vyvinout Vv &istirnach odpadnich vod (COV). V biofilmech
je bakterialni hustota velmi vysokd a to jak v aerobnich a anaerobnich zumpéach, v trubkéach
pitné vody a v sedimentech. Biofilmy nejsou taxonomicka bariéra pro horizontalni pfenos
genetického materidlu. Predpokladem k pfimému pienosu rezistence je, ze bakterie jsou

schopné prezit nebo Ze geneticky materidl je alesponi dostatecné stabilni pro pfenos do nového
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prosttedi, naptiklad z lidského téla do povrchové vody, kterd je chladn€jsi a mnohem chudsi
na ziviny. Proto je otazkou, zda je vstup antibiotik do zivotniho prostiedi dillezitym zdrojem
pii vzniku rezistentnich bakterii v prostiedi, tj. koncentrace antibiotik a bakterialni hustota
dostateCn¢ vysokd, expozice dostatecné¢ dlouhd, aby podporovala vznik rezistence nebo
selektovala rezistentni bakterie nebo jestli je pfenos rezistence z jiz rezistentnich bakterii po
nespravném pouzivani antibiotik mnohem vice dilezity nez vstup antibiotickych latek
samostatnych? Zatim neni stanovena souvislost mezi pfitomnosti antimikrobidlnich latek a
vyhodami rezistentnich bakterii stejné jako pienos rezistence pii nizkych koncentracich jako
jsou ty nalezené u antimikrobialnich latek v prostiedi. Casto udaje pouzité k posouzeni vlivi
antibiotik na zivotni prostfedi nejsou dostatecné k prokazani, jak dlouho bakterie udrzi
antibakterialni rezistenci pfi absenci selektivniho tlaku pro vznik a $ifeni rezistence. Existuji
dikazy, Ze rezistence vici antibiotikiim je jiz pfitomna v pfirozeném prostiedi, a Ze miize byt
pfenasena mezi bakteriemi po dobu nejméné deseti let. Davison (1999) a Schiiter et al. (2007)
dospéli k zavéru, ze zviteci, lidské, rostlinné patogeny a jiné bakterie z riznych stanovist
(mezi nimi i ¢istirny odpadnich vod) sdileji spole¢né determinanty rezistence, které se snadno
prenasi. S nejvétsi pravdépodobnosti k pienosu stejné jako k nové kombinaci genti rezistence
dochazi v prostorech s vysokou bakterialni hustotou, tj. v bakterialnich biofilmech (Davison
1999, Schiiter et al. 2007).

Nekteré vysledky ukazuji, ze pfenos rezistence a selekce rezistentnich bakterii neni
zvyhodnén vysokymi antibiotickymi koncentracemi, jako jsou ty nalezené v nemocni¢nich
odpadnich vodach nebo ve vodnich tocich (Ohlsen et al. 1998; Ohlsen et al. 2003).
Vyznamnym zdrojem rezistentniho materialu v nemocni¢nich odpadnich vodach, odpadnich
vodach a COV jsou bakterie, které se jiz staly rezistentnimi pomoci lé¢eni antibiotiky.
Existuji zpravy o nadmérném pouzivani biocidu (triclosan a kvartérni amoniové slouceniny)
Vv nemocnicich a domdcnostech, kter¢ by mohlo vést ke vzniku bakteriim odolnym vici
antibiotikim (Russel 2000). Napiiklad triclosan byl vybran z divodu, Ze je ucinny proti
nizkym hladinam antibiotické rezistence v Escherichia coli (Mc Murry et al. 1998) a proti
vysokym hladinam ciprofloxacin-rezistence v triklosan-citlivych Pseudomonas aeruginosa
mutantech (Chuanchuen et al. 2001). Vysledky Al-Ahmada et al. v tisku Wiethan et al. 2000
ukazuji, Ze bakterie, které se staly rezistentni prostfednictvim aplikace antibiotik, nemusi byt
nutné odolnéjsi pii €isténi odpadnich vod. Koncentrace antibiotik a dezinfekénich prostredki
je obvykle o n¢kolik tadt nizsi ve volné vodni fazi v zivotnim prostiedi nez pti terapeutickém
vyuziti (Lorian 2005). Koncentrace antibiotik mize byt mnohem vyssi v ptipad¢, Zze €inné
slouceniny jsou trvalé a hromadi se, napiiklad sorpci na povrch pevnych latek v urcitych
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slozkéach zivotniho prostfedi, jako jsou Cistirenské kaly, sedimenty nebo ptidy. Neni znamo,
jak silné antibiotika jsou sorbovany a za jakych podminek jsou stile biologicky dostupna a
aktivni po sorpci. Tato zjiSténi naznacuji, ze vstup rezistentnich bakterii do zivotniho

samotnych (Kiimmerer 2009).

2.6.2. Role nemocnic

vvvvvv

rezistentnich bakterii do méstskych odpadnich vod. Pro jednotlivé latky piesahuji koncentrace
vypocitané a nameéfené v nemocni¢nich odpadnich vodach hodnoty MICsg (minimalni
inhibi¢ni koncentrace). VyS$§i hodnoty by mohly byt dosaZeny, kdyby se nezkoumaly pouze
jednotlivé slouceniny, ale celé¢ skupiny slouenin, které pisobi stejnym mechanismem
(Kiimerer and Henninger 2003). Vysledky, které byly publikovany, ukazuji, Ze ptenos
rezistence a selekce rezistentnich bakterii neni rozdilnd u vysoké koncentrace antibiotik
nalezenych v nemocni¢nich odpadnich vodach nebo u nizS§ich koncentraci nalezenych ve

vodnim prostiedi (Ohlsen et al. 1998; Ohlsen et al. 2003).

V nemocni¢nich odpadnich vodach byly nalezeny nékteré bakterialni kmeny nesouci
ruzné geny rezistence (Kiimerer 2004; Schwartz et al. 2006). Koncentrace kvartérni amniové
slouceniny benzalkonium chloridu nalezené v odtoku evropskych nemocnic byla vyssi nez 5
mg/l. Koncentrace ICsy (half maximal inhibitory concentration) nitrifikaénich bakterii byla
nalezena v fadu 1 az 2 mg/l. Vysoka rezistence byla nalezena v nemocni¢nich odpadnich
vodach a v Cistirnach odpadnich vod (Kiimerer 2004). KdyZz vezmeme v uvahu, Ze
nemocni¢ni odpadni vody zahrnuji méné nez 1% z celkovych komunalnich odpadnich vod je
pravdépodobné, Ze nemocnice nejsou hlavnim zdrojem rezistentnich bakterii v komunalnich
odpadnich vodach. ProtoZze se antibiotika pouzivaji v domdacnostech, je pravdépodobné, ze
vefejnost je odpovédna za hlavni vstup rezistentnich bakterii do COV. Napiiklad v Némecku
spotfeba antibiotik v nemocnicich neptesahuje 25% z celkové spotieby. Situace miize byt jina
pro multi-rezistentni bakterie. Piedpoklada se, Ze multi-rezistentni bakterie byly selektovany
Vv nemocnicich a nasledné se dostaly do odpadnich vod. Pocet multi-rezistentnich bakterii
v odpadni vodé koreluje s poétem nemocnic pfipojenych k COV. Poéty a typy rezistentnich
bakterii nachazejicich se v odpadni vodé znemocnice zjednotky intenzivni péce (JIP)
s maximalni lékaiskou sluzbou ukézaly, Ze ¢islo v JIP odpadni vodé a v piitoku do COV bylo
v nékterych studiich stejné a v nekterych odlisné (Kiimerer 2004). Guardabassi et al. (1998)

zjistili, Ze nemocni¢ni odpadni voda méla jen maly dopad na prevalenci single nebo multi-
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rezistentnich druht Acinetobacter na rozdil od odtoku z farmaceutickych zatizeni, ve kterych
byly vyrobeny produkty, které obsahuji antibiotika. Na zakladé¢ soucasného poznani je
diskutabilni oddélené ¢isténi nemocnicnich odpadnich vod kvili snizeni vstupu rezistentnich

bakterii do vodniho prostfedi. Tento zavér mize zaviset na mistnich podminkéach (Kiimerer

2009).

2.6.3. Odpadni voda, obecni kanalizace a Cistirny odpadnich vod

Koncentrace antibiotik v komunalnich odpadnich vodach a v COV jsou obvykle nizsi
ve srovnani s nemocni¢nimi odpadnimi vodami. Rezistentni a multi-rezistentni bakterie, jako
je E. coli, P. aeruginosa, Acinetobacter, pseudomonady, Enterobacteriaceae a fylogeneticky
vzdélené bakterie, jako ¢lenové a- a B-proteobakterii jsou pfitomny v komunalnich odpadnich
vodach, jakoZ i v aktivaénich nadrzich a v anaerobnim procesu digesce v COV. Rezistence
proti B-laktamtim, chinolinim, tetracyklini a sulfamethoxazolu/trimethoprimu a jinych
sulfonamidl byla nalezena v odpadnich vodach a odpadnich kalech po celém svété s pouzitim
klasickych prostredkil, jako je kultivace a testovani rezistence, jakoZz i1 zjiSténi rezistenci
koédujicich gentt (Kiimmerer 2004; Schliiter et al. 2007). Nebylo dosud prokazéano, ze trvalé
pusobeni antibiotik v kanalizacnich systémech podporuje rozvoj rezistence proti antibiotikim
a selektivni G¢inky na bakterialni komunity. Multi-rezistentni kmen Acinetobacter, ktery je
znam tim, ze je schopny ptezit v odpadni vodg, byl testovan na LSSTP (the laboratory scale
sewage treatment plant) obsahujici smés antibiotik v koncentraci 100krat vyS$i nez se
o¢ekavalo ve vodnim prostiedi v Némecku a odrazejici celostatni uzivani antibiotik (Al-
Ahmad et al. 2008, in press). Kmen byl odolny proti sedmi z pfitomnych antibiotik. Navzdory
pfitomnym antibiotiklim a profilu rezistence, tento bakterialni kmen nebyl zjistitelny v LSSTP
klasickymi mikrobiologickymi metodami nebo chemotaxonomii. Kromé toho 2 tydny po
zavedeni bakterie do Cistirny odpadnich vod, jiz nebylo mozné detekovat geneticky material

zodpovédny za multi-rezistenci (Kiimmerer 2009).

2.6.4. Povrchova voda

Bakterie, které jsou rezistentni vici antibiotiklim, mohou byt pfitomny v povrchovych
vodach. Byla nalezena korelace mezi rezistentnimi bakteriemi v fekach a v odpadnich vodach
(Kiimerer 2004; Watkinson et al. 2007). Vanneste se spolupracovniky (2008) izolovali
rostlinné patogenni bakterie, které byly rezistentni na méd’ nebo streptomycin z vodnich tokt
nebo z oblasti, kde neni provozovano zemédg€lstvi ani zahradnictvi a vodni toky nejsou

pouzivany pro zavlazovani plodin. Tyto vysledky ukazuji, Ze pfirodni vodni toky by mohly
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byt zdrojem gent, které zplisobuji rezistenci na streptomycin. Také u motskych bakterii a
bakterii zijicich v ustich ek nebo v pobfeznich vodach znecisténych odpadnimi vodami byla
nalezena antimikrobialni rezistence (Kiimerer 2004). Dokonce i ze Severniho ledového moie
nesou izolaty E. coli pochazejici z arktickych ptaka antimikrobialni rezistenci viaci 1ékam.
Tyto vysledky ukazuji, Ze geny rezistence se mohou nachazet v oblasti, kde neexistuje
selekéni tlak (Sjolund et al. 2008). Primérné koncentrace ciprofloxacinu a ceftazimu nalezené
Vv povrchovych vodach budou jednoznacné nizsi nez koncentrace schopné zmeénit bakteridlni
populaci. Toto se sleduje pomoci klasickych mikrobidlnich metod jako je Grammovo barveni,
testy aminopeptidazy a katalazy jakoz i1 pracovni metabolické fingerprinty vyuzivané
biologickymi systémy (Wiethan et al. 2001).

Peak et al. (2007) urc€ili zastoupeni Sesti tetracyklin-rezistentnich genti v odpadnich
vodach dobytéich vykrmen Sriiznymi moznostmi uzivani antibiotik. Zastoupeni Sesti
tetracyklinovych rezistentnich geni tet (O), tet (Q), tet (W), tet (M), tet (B) a tet (L) bylo
kvantifikovano v odpadnich vodach firmy, ktera zpracovava koncentrovana zviteci krmiva.
Provoz vykrmny ovliviluje geny rezistence v povrchovych vodéach. Hladiny rezistentnich genti
byly vyss$i na podzim oproti 1étu s hojnosti 10 az 100 krat vétsi. Tyto vysledky ukazuji, ze
pouzivani antibiotik siln€ ovliviiuje jak mnoZzstvi, tak distribuci rezistentnich genli v blizkych
lagunach. Unikajici odpadni jamy S prase¢i kejdou a jeji vyuZivani na hnojeni pid mulzZe
zpusobit disperzi rezistentnich bakterii do vodnich zdrojii. Ve studii Sapkota et al. (2007) byla
stfedni koncentrace enterokokd, fekalnich koliformnich bakterii a bakterii E. coli 4 az 33krat
vy$§i ve vzorcich podzemnich a povrchovych vod odebranych z prasecich farem. Byly také
zvySeny pocty fekalnich bakterii. Bylo zjisténo, Ze tetracyklinova rezistence ARG tet(W) a
tet(O) byla ptitomna v upravené pitné vod¢ a recyklované odpadni vod¢€, coZ naznacuje, Ze se

jedna o potencialni cesty pro Siteni ARG do a z ¢lovéka (Sapkota et al. 2007).

2.6.5. Podzemni vody

Antibiotika se v podzemnich vodach nalézaji ziidka, a kdyz uz se vyskytuji tak pouze
Vv koncentracich pod pg/l. Zdrojem antibiotik v podzemni vod¢ by mohlo byt vyluhovani poli
nebo jejich prostupovani sedimenty do podzemnich vod (Pruden et al. 2006; Sapkota et al.
2007). Avsak zatizeni antimikrobidlnich latek v podzemni vod¢ se nachédzelo v nizkych
koncentracich ve venkovskych oblastech svelkym vyskytem hospodaiskych zvifat.
Antibiotika rezistentni na E. coli méla vysoky vyskyt ve venkovskych podzemnich vodach

(Kiimmerer 2004).
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2.6.6. Pitna voda

Bakterie rezistentni vic¢i antibiotikim byla nalezena v pitné vodé jiz v roce 1980 a
pozdé&ji vroce 1990. Tito autoii zjistili, ze rezistentni bakterie identifikované pomoci
Klasickych mikrobidlnich metod (mikrotitra¢ni desti¢ky) byly distribuovany do pitné vody.
Dosli k zavéru, ze zpracovani vody a nésledna distribuce selektuje bakterie rezistentni vici
antibiotikim. V souladu s témito 0daji byla zjisténa zvySena fenotypova rezistence ve
vzorcich pitné vody. Nejcastéji byla zkoumana Aeromonas spp. (Kiimmerer 2004; Scoaris et
al. 2007).

2.6.7. Sedimenty

Pro akvakulturu bylo zjisténo vysoké =zatizeni antibiotiky Vv sedimentech
Vv koncentracich dostate¢né¢ silnych k inhibici rustu bakterii. Rezistentni bakterie mohou byt
ptitomny v sedimentech z diivodu aplikace antibiotik v rybim chovu nebo z divodu selekce
antibiotik pfitomnych v sedimentech. Latky pouZivané v rybim chovu mohou vstoupit do
sedimentu pfimo z vody, aniZ by doSlo k néjakému cisticimu procesu. Nékteré vyzkumy
prokazaly pfitomnost a pretrvavani antibiotik pouzivanych vyhradné kchovu ryb
v sedimentech pod rybimi farmami (Kiimmerer 2004). Fluorochinoliny, sulfonamidy a
tetracykliny jsou siln€¢ adsorbovany. Proto se mohou hromadit v sedimentech. Dosud neni
znamo do jaké miry a za jakych okolnosti jsou tyto slouc¢eniny u¢inné po sorpci nebo jestli
jsou uvolnény a mohou pfispivat k rezistenci. Antimikrobialni latky mohou mit kvalitativni a
kvantitativni vlivy na rezidentni mikrobialni komunity v sedimentech. V chovu ryb
(akvakultufe, motské akvakultute atd.) bylo rozsifené pouzivani antibiotik pii [écbé
bakterialnich chorob spojeno s rozvojem antibiotické rezistence Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida, Edwardsiella tarda, Edwardsiella icttaluri, Vibrio anguillarum,
Vibrio salmonicida, Pasteurella piscida a Yersinia ruckeri (Serrano 2005).
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2.7. Hlavni metody pro stanoveni antibiotik v Zivotnim

prostredi

Clenové kazdé skupiny antibiotik jsou si velice podobni. Jejich vyroba a nestabilita vedou
k situaci, kdy mizou byt pfitomna mald mnozstvi strukturné piibuznych sloucenin a
vedlejsich produkti. Je velmi obtizné stanovit malé mnozstvi degradac¢niho produktu
v obrovském piebytku ptivodniho Iéku. Je také obtizné analyzovat rusivé latky v prabéhu
testovani surovin a upravovani vyrobka. Tyto problémy jsou piekazkou v analyze antibiotik,
ktera je vyzadovana v mnoha oblastech, jako je optimalizace fermentace, izolace produktu,
fizeni procest a urceni jejich optimalni davky a také pii ur€ovani jejich koncentrace v télnich
tekutindch. Mezi bézn¢ pouzivané metody kvantitativni analyzy antimikrobidlnich sloucenin
patii chromatografické metody, mikrobiologické testy a radioimunologické testy.
Mikrobiologické metody, které jsou vyuzivany u mikroorganismi velmi citlivych na dany
1€k, cCasto postradaji specifitu ve srovnani s chromatografickymi metodami plynové

chromatografie (GC) a vysoce u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) (Joshi 2002).

Zatim je vétSina publikovanych metod pro analyzu antibiotik zaméfena na konkrétni
terapeuticke tfidy (Al-Odaini et al. 2010; Petrovi¢ et al. 2005), které se mnohou stat ¢asové a
finanéné naro¢né pokud maji byt pouzity na environmentalni aplikaci pro studium multi-
rezidui. Vyvoj multirezidudlnich metod pro antibiotika je tedy prospé€Sny generovanim
vyznamného mnozstvi dat, které jsou nezbytné pii posuzovani vodni toxicity smési, tedy
takzvanych smésnych ucinki (Pomati et al. 2008). Zavedené analytické metody budou
dilezitym nastrojem pro vedeni vodarenské spolecnosti pii odstranéni antibiotik a jinych

podobnych vznikajicich znegistujicich latek v COV (Zhou et al. 2012).
2.7.1. Extrakce na pevné fazi, extrakce Kkapalina-kapalina a

mikroextrakce pevnou fazi

Extrakce na pevné fazi (SPE) a extrakce kapalina-kapalina (LLE) jsou nejb&znéjsi
metody pouZivané pro extrakci organickych analytl z vodnych matric. Vyuzivaji se pro
pouzivanych v psychiatrii. Mezi hlavni vyhody SPE patii relativni rychlost a minimalni
spotieba rozpoustédla. Bylo vyvinuto nékolik metod SPE a LLE pro extrakci z vody, z
biologické hmoty a z podzemnich a odpadnich vod (Blanchflower et al. 1997). Metoda je

zaloZena na interakci mezi stacionarni (sorbent) a mobilni (vzorek) fazi. Po extrakci je vétSina
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polarnich organickych sloucenin analyzovdna pomoci LC-MS, méné polarni analyty mohou
byt analyzovany GC-MS. Nicmén¢ kromé cilovych analytl, vzorky extrahované SPE a LLE
mohou obsahovat urcité mnozstvi dalSich organickych latek, které byly extrahovany
Z puvodni matrice. Pfitomnost necilovych sloucenin ve vzorku (tj. slou¢enin v matrici, které
byly extrahovany s analyty pomoci SPE nebo LLE) mlze mit napf. u elektrospreje vliv na
tvorbu kapek nebo jejich odpafeni, coz ma vliv na mnozstvi iontti v plynné fazi, které doleti k
detektoru (King et al. 2000). Slouceniny s velkou molekulovou hmotnosti (napf. huminové
kyseliny, které se bézné vyskytuji v Zivotnim prosttedi) nejvice ovliviiuji ionizaci molekul
s niz§i molekulovou hmotnosti s polarnimi analyty (jako jsou sulfonamidova antibiotika)
(Sterner et al. 2000).

Mezi metody vychazejici z extrakce na pevné fazi patii mikroextrakce na pevné fazi
(SPME). SPME je extrakéni technika vyuzivajici extrakéni kfemenné vlakno, které je pokryto
staciondrni fazi. Tato technika je zaloZena na rozdé€leni analytu mezi stacionarni fazi a matrici.
Po ekvilibraci jsou adsorbované analyty desorbovany do organického rozpoustédla a
nasleduje analyza pomoci LC-MS nebo GC-MS (podle potieby). Hlavni vyhodou metody je
mensi spotieba vzorku a rozpoustédla. SPME vyvoj metody vyzaduje optimalizaci

ekvilibra¢nich podminek pro kazdou slouceninu (Kumazawa et al. 2003).

2.7.2. Plynova a kapalinova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii

V soucasné dob¢ je mnoho metod publikovanych pro analyzu antibiotik, zaloZzenych na
plynové chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) (Lin et al. 2005) a kapalinové
chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) (Gros at al. 2006;
Shaaban and Gorecki 2011), ackoliv LC-MS/MS je ve vétsi mife piijatelnéjsi vzhledem k
jeho vyhodam oproti GC-MS vcetné jeho lepsi selektivity (Petrovi¢c et al. 2005) a
kompatibility s antibiotiky s nizkou volalitou a vysokou polaritou. Metody GC jsou rychlé a
selektivni, ale vyZaduji zvySené provozni teploty, které mohou zplisobit v nékterych
ptipadech tepelné degradace nederivatizovanych 1€Civ, a proto je Casto derivatizaci nutné
zvysit te€kavost a zlepSit chromatografické chovani. Tyto metody jsou obecné nepouzitelné
pro analyzu vysoce poléarnich latek (napt. siranu a glukuronidového konjugatu antibiotik a

jejich metabolitd nebo latek s vysokou molekulovou hmotnosti (Pryde and Gilbert 1999).

Kromé toho simultdnni analyza nékolika skupin sloucenin s riznymi fyzikalné-

chemickymi vlastnostmi obecné vyZzaduje peclivy vybér experimentalnich podminek. Za
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timto ucelem bylo velmi dulezité, aby se optimalizovalo mnozstvi provoznich parametrt,
které mohou zlepSit chromatografické rozliSeni, citlivost a pfesnost pro cilova antibiotika, a

aby se zajistila jejich piesna detekce v riiznych koncentracich ve vode (Zhou et al. 2012).

2.7.3. Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

HPLC technice se dava piednost pfed jinymi tradi¢nimi mikrobiologickymi metodami
z davodu jeji vysoké citlivosti. Jejim ukolem je kvalitativni a kvantitativni stanoveni
definovanych sloucenin ve vzorcich. Citlivost jde dale zvysit spojenim s fluorimetrickymi,
elektrochemickymi nebo hmotnostné-spektrometrickymi detekénimi metodami. Oznacuje se
za metodu jak vysokotlakou tak vysokorychlostni. S pouzitim riiznych typt kolon a riznych
systému rozpoustédel mtize byt HPLC vyuzita pii analyze Siroké skaly vzorka. Derivatizace
muze v piipad¢ aminoglykosidu zlepsit citlivost vzorku k detekci (Joshi 2002).

V posledni dobé byla vyvinuta nova HPLC technologie snazvem Ultra-High
Performance Chromatography (UHPLC — ultra G¢inna kapalinova chromatografie). Pouziva
nové generace HPLC kolon s malymi hybridnimi hmotnymi casticemi (pramér 1,7 pm) a
pracuje pfi mnohem vy$$im tlaku v koloné (az 15 000 psi) nez HPLC. UHPLC pracuje
S vyS$§im rozliSenim, ma lepSi citlivost a separa¢ni ucinnost. Analyza UHPLC probiha

v krat§im Case a s mensi spotfebou mobilni faze (Li et al. 2009).
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3.PRAKTICKA CAST

3.1. Material, priprava roztokii a vzorki

Vzorky o objemu asi 0,51 vody byly odebrany z tfeky Moravy a z odpadnich vod
Fakultni nemocnice v Olomouci do plastovych lahvi. Reka Morava se nachazi ve stiedni
Evrop¢ a protéka mezi mésty Mohelnice a Olomouc. Vzorky z feky byly odebrany ze tfech
riznych mist (v Chomoutové, za kolejemi Bedficha Vaclavka a za Cistickou odpadnich vod
v Olomouci). Dale byl odebran vzorek destové vody (Chomoutov) a snéhu (Biidli¢na)
slouzici jako negativni kontrola. Vzorky ti¢ni, destové vody a sn¢hu byly nasbirany ve dnech
22. 11. a 13. 12. 2016. Vzorky vody pochazejici z odpadnich vod Fakultni nemocnice byly
odebrany dne 13. 3. 2017. Vzorky byly pted extrakci a analyzou uskladnény v mrazaku pfi -
18°C.

Chemikalie a za¥izeni pro analyzu

- Vnitini standard (IS): antibiotikum ofloxacin (361,37 g/mol), deuterovany standard
ofloxacinu (ofloxacin-D3), (354,39 g/mol), sitagliptin (407,31 g/mol)

- Methanol (CH30H) 100%, kyselina mravenci p.a. (HCOOH) 85%, deionizovana
voda, hydroxid sodny p.a. (NaOH) M = 40 g/mol, acetonitril (CH3CN) 99,9%

- Ultrazvukova Cisticka Elmasonic-S

- Pro extrakci na pevné fazi byla pouzita kolonka MCX Oasis (Waters).

- Block Heater Stuart

- LC kolona: Kinetex® 50 x 2,1 mm, 2,6 um XB-C18 100 A (Phenomenex)

- Kapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC I- Class spojeny s hmotnostnim
spektrometrem (Xevo TQD)

- Zpracovani dat pomoci programu Waters Mass Lynx 4.1.

Priprava standardnich roztokii a roztoki pro kalibraé¢ni kiivku

Primarni zasobni roztok ofloxacinu byl pfipraven rozpusténim 1 mg ofloxacinu v 5 ml
methanolu. Pro urychleni rozpusténi antibiotika v roztoku byla vyuzita ultrazvukova cisticka
po dobu 5min. Standardni roztoky pro kalibracni kiivku byly ziedény smési acetonitril-
deionizovand voda 5:95 (v/v) na koncentrace 0,5; 1, 2 a 5 ng/ml. Stejnym zplisobem byl
pfipraven zasobni roztok deuterovaného standardu ofloxacinu (koncentrace 0,2 mg/ml).

Deuterovany ofloxacin byl v koncentraci 100 ng/ml nasledné piidan do vzorku pied extrakci.
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Zasobni roztok sitagliptinu byl pfipraven rozpusténim 1 mg sitagliptinu v1 ml vody.
Nasledné byl nafedén ve smési acetonitril-deionizovana voda 5:95 (v/v) na koncentraci 100

ng/ml.
Priprava vzorku a extrakce na pevné fazi (SPE)

Do vzorku 50 ml #i¢ni vody, destové vody a rozpusténého snéhu a do vzorku 1 ml
odpadni vody z Fakultni nemocnice bylo ptidano 100 ng deuterovaného standardu ofloxacinu.
Vzorek byl okyselen ptidavkem 2% kyseliny mravenci (HCOOH). Byla pouzita kolona Oasis
MCX (obr. 1), ktera kombinuje polymerni hydrofobni sorbent s katexovymi skupinami.
Sorbent je optimalizovan tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi selektivity a citlivosti pro

extrakci bazickych sloucenin.

Obr. 1: Kolona Oasis MCX

Postup SPE extrakce:

1. Kolona byla nejdiive kondiciovana 1 ml metanolu (MeOH)

2. Pfed nanesenim vzorku byla kolona ekvilibrovana 1 ml deionizované H,O okyselené 2%
HCOOH.

3. Aplikace vzorku: 50 ml vody (z feky, dest'ové nebo rozpustény snih) se 2 ng ofloxacinu-
D3 a 2% HCOOH nebo 1 ml odpadni vody (z Fakultni nemocnice) se 100 ng ofloxacinu-
D3 a 2% HCOOH.

4. Promyti - 1 ml deionizované H,O okyselené 2% HCOOH, 1 ml MeOH okyselené¢ho 2%
HCOOH

5. Eluce elu¢nim ¢inidlem. Antibiotika zachycena na koloné byla eluovana 2krat 1 ml 5%
hydroxidu sodného v poméru s metanolem 1:1 do vialek. Po eluci hydroxidem bylo
k eluatim piidano 25 ul HCOOH.
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Po extrakci byly eluaty vysuSeny pod proudem dusiku na Block Heater Stuart pti 40°C
a nasledné rekonstituovany ve smési voda / metanol 90:10 (v/v). Extrakty byly nésledné

analyzovany pomoci UHPLC-MS.
3.2. Analyza UHPLC-MS a optimalizace metody

Kapalinova chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
vyuzivajici ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu byla pouzita k separaci a identifikaci
cilové slouceniny. Byl pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem vybaveny
zdrojem pro ionizaci elektrosprejem (Zspray ™). Pro ovladani hmotnostniho spektrometru a
urceni podminek pro sbér dat byl pouzit program Mass Lynx 4.1. UHPLC systém se skladal

z LC pump, zasobniku mobilnich fazi, odplynovace mobilnich fazi a autosampleru (obr 2).

Obr. 2: UHPLC systém ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

Separace byla provedena na LC koloné: Kinetex® 2,6 um XB-C18 100 A
(Phenomenex). Mobilni fazi byla deionizovana voda obsahujici 0,5% kyselinu mravenci (faze
A) a acetonitril obsahujici 0,5% kyselinu mraven¢i (faze B). Pritok byl 0,4 ml/min a

nastfikovany objem ¢inil 5ul. Separace 1é¢iva byla dosazena s linearnim gradientem (tabulka
1).
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Tabulka 1: Gradientova eluce - linearni. Chromatografie byla ukoncena béhem péti

minut p¥i pritokové rychlosti 0,4 ml/min.

Cas (min) Prﬁto.k Faze A (%) Faze B (%)
(ml/min)
1 pocatecni 0,4 95 5
2 0,5 0,4 95 5
3 3,5 0,4 60 40
4 4 0,4 0 100
5 4,5 0,4 0 100
6 5 0,4 95 5

Analyza byla provedena v kladném moddu ionizace, protoze ofloxacin produkuje
V pozitivnim moédu silngjsi signdl nez v rezimu zépornych iontli, vzhledem k pfitomnosti
aminoskupin ve své struktufe. Nejdiive byl proveden full scan, kdy kvadrupol propusti na
detektor postupné vsechny ionty a tim se ziskd celkové hmotnostni spektrum (obr. 3).
V pozitivhim iontovém modu byly postupné ménény jednotlivé parametry ionizace a iontové
optiky (tabulka 2), aby se dosahlo co nejvyssi intenzity protonované molekuly [M + H]"

analyzovanych latek.

Tabulka 2: Spektrometrické parametry pro optimalizaci podminek pro ESI (+) MSMS

Moad ionizace Pozitivni
Napéti na kapilare (kV) 2,3
Napéti na konusu (V) 45
Desolvatacni teplota (°C) 500
Pritok desolvata¢niho
400
plynu (L/hod)
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Prutok plynu kolem
konusu (L/hod)
Obr. 3: MS/MS spektrum ofloxacinu:
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Protonovany molekularni ion [M + H]" byl vybréan jako prekurzorovy ion a detekce byla
provedena vV MRM rezimu (multiple reaction monitoring). V MRM rezimu prvnim
kvadrupolem projde definovand m/z (prekurzorovy ion), ten je rozStépen v kolizni cele a
ttetim kvadrupolem projde definovana m/z (produktovy ion) a ten je detekovan. Pfed MRM

analyzou byly nastaveny vhodné parametry pro jednotlivé detekované latky (tabulka 3).

Tabulka 3: Parametry vnitfnich standardi pro MRM analyzu

Parent (m/z)  Daughter (m/z) Cone (V) Collision (V)
Ofloxacin
362,2 261,1 30,0 30,0
standard
Ofloxacin-D3 365,2 261,1 30,0 30,0
Sitagliptin 408,0 174,0 60,0 25,0
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Kalibrace

Kazdy den pfed méfenim vzorkti byla provedena analyza roztokl pro kalibra¢ni kiivku.
Kalibrac¢ni roztoky o koncentraci 0,5; 1; 2 a 5 ng/ml byly méfeny ve tfech opakovanich. Po
analyze byly porovnany plochy standardu ofloxacin : ofloxacin-D3 a standardu ofloxacin :

sitagliptinu.

3.3. Validace metody a valida¢ni parametry

Cilem validace bylo demonstrovat, ze navrzena procedura piipravy a analyzy vzorkd je
vhodna k zamyslenému ucelu, tj. ke stanoveni ofloxacinu ve vzorcich povrchovych a

odpadnich vod.

3.3. 1. Presnost metody

Udaj o mife tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkousek za piedem
specifikovanych podminek. Zavisi na rozdéleni ndhodnych chyb a nemé vztah k pravdivé
hodnoté. Mira pfesnosti se pocita jako relativni smérodatna odchylka vysledki. Cim mensi

byla relativni smérodatnd odchylka, tim byly vysledky méteni presné;si.

Opakovatelnost

Je definovana jako té€snost shody mezi navzdjem nezavislymi vysledky zkouSek
ziskanymi za podminek opakovatelnosti. MEfi se na dvou koncentracnich turovnich —
koncentrace standardu ofloxacinu minimalni (I ng/ml) a maximalni (10 ng/ml). M¢éfeni
probihalo v Sesti opakovanich v kratkém cCasovém rozmezi v ramci jednoho dne. Hodnoty
poméru ploch pikt ofloxacinu standardu k sitagliptinu a k ofloxacinu-D3 byly zaznamenany
do tabulek 4 a 5. Z téchto hodnot byla vypocitana tésnost shody pomoci relativni smérodatné
odchylky.

Tabulka 4: Poméry ploch pika po analyze 1ng/ml: Ofloxacin 362,2 = 261,1 sitagliptin
408,0>174,0 a ofloxacin 362,2 = 261,1/ ofloxacin D3 365,2 = 261,1

Ofloxacin/sitagliptin  Ofloxacin/Ofloxacin-D3

1. 0,002064 0,009707
2. 0,002869 0,014072
3. 0,002933 0,014223
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4. 0,001755 0,009945
5. 0,002839 0,014933
6. 0,002716 0,011854

Vypocet relativni smérodatné odchylky z opakovanych méifeni koncentrace ofloxacinu 1

ng/ml:

Sr=

Xilwn

- 100 [%],

kde S je smérodatna odchylka a X je aritmeticky primér.

Za vyuziti standardu sitagliptinu:

Si=179%

Za vyuziti standardu ofloxacinu-D3:

Sr=16,7%

Tabulka 5: Poméry ploch piki po analyze 10ng/ml: Ofloxacin 362,2 = 261,1 : sitagliptin
408,0->174,0 a ofloxacin 362,2 = 261,1: ofloxacin-D3 365,2 = 261,1

Ofloxacin/sitagliptin  Ofloxacin/Ofloxacin-D3
1. 0,024315 0,114345
2. 0,023590 0,118261
3. 0,024004 0,112959
4, 0,025527 0,115425
5. 0,024068 0,114158
6. 0,026758 0,128886

Vypocet relativni smérodatné odchylky z opakovanych méfeni koncentrace ofloxacinu 10

ng/ml:

Sr=

Xilwn

- 100 [%],

kde S je smérodatna odchylka a X je aritmeticky pramér.
Za vyuziti standardu sitagliptinu:

S,=4,4%
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Za vyuziti standardu ofloxacinu-D3:
Si=4,6%
Opakovatelnost pro obé koncentra¢ni tirovné byla shledana jako akceptovatelna. Vyssi

hodnoty S; zjisténé u koncentrace 1 ng/ml Ize vysvétlit vy$sim relativnim vlivem nahodného

Sumu pfi nizs§i hodnoté¢ signdlu oproti koncentraci 10 ng/ml.

Mezilehla preciznost

Vyjadifuje tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami vysledkd, ziskanymi
opakovanym méfenim dvou koncentrac¢nich trovni (1 ng/ml a 10 ng/ml) v nékolika dnech
(3dny). Tésnost shody mezi hodnotami v jednotlivych dnech se stanovi pomoci relativni

smérodatné odchylky (tabulka 6).

Tabulka 6: Poméry ploch piki z méfeni 1 a 10 ng/ml ofloxacinu a relativni smérodatné

odchylky z méieni 1 a 10 ng/ml ofloxacinu

X(3) pro 1 x(3) pro 10 S@3) prol S(3) pro 10
ng/ml? ng/ml® ng/ml° ng/ml‘

Ofloxacin

o 0,002750378 0,025003606 0,000584943 0,00252637
[sitagliptin
Ofloxacin

_ 0,013483266 0,113707919 0,00249578 0,006041415

/ofloxacin-D3

alAritmeticky pramér pomeért ploch pikii ofloxacin/vnitini standard pro koncentraci ofloxacinu 1 ng/ml ze tii dnt

méfenti, bAritmetick}’/ prumér pomérid ploch pikt ofloxacin/vnitini standard pro koncentraci ofloxacinu 10 ng/ml

ze tif dnli méfeni, ‘Smérodatnd odchylka pomérii ploch pikii ofloxacin/vnitini standard pro koncentraci
ofloxacinu 1 ng/ml ze tii dnli métenti, ‘Smérodatna odchylka pomért ploch pikd ofloxacin/vnitini standard pro

koncentraci ofloxacinu 10 ng/ml ze tfi dn méfeni

Vypocet relativni smérodatné odchylky z opakovanych méfeni koncentrace ofloxacinu 1

ng/ml ve tfech dnech:

S
5= 737 100 [%],

kde S je smérodatna odchylka ze tii dni méfeni a X(3) je aritmeticky prumér hodnot ze tii dni
méfeni.

Za vyuziti standardu sitagliptinu:
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Si=21,3%
Za vyuziti standardu ofloxacinu-Da3:

S=18,7%

Vypocet relativni smérodatné odchylky z opakovanych méfeni koncentrace ofloxacinu 10
ng/ml ve tiech dnech:
S,= —- 100 [%],
X(3)

kde S je smérodatna odchylka ze tii dnit méfeni a X(3) je aritmeticky pramér hodnot ze tii dni
méfeni.
Za vyuziti standardu sitagliptinu:
Sr=10,0%
Za vyuziti standardu ofloxacinu-D3:
Si=53%

Mezilehla preciznost vykazuje mirné vysS$i S; nez opakovatelnost (ocekavatelny
vysledek), nicméné je stale akceptovatelnd. Vysvétleni vySSich hodnot S, u koncentracni

urovné 1 ng/ml je stejné jako v piipad¢ opakovatelnosti.

3.3. 2. Spravnost metody

Statisticky vyznamna rozdilnost mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou. Se spravnosti
metody souvisi vytéznost metody neboli recovery. Recovery udavad pomér mnozstvi analytu
ziskaného danou analytickou metodou ke skute¢nému mnozstvi. Ped extrakci byl do vzorku
1 ml deionizované vody piidan standard ofloxacinu na koncentraci 5 ng/ml. Po elu¢nim kroku
extrakce byl do vialek pfidan ofloxacin-D3 na koncentraci 100 ng/ml. Eluaty byly nasledné
odpafeny na vyhfivaném bloku, rozpustény v roztoku H,O a metanolu a analyzovany (viz
postup vyse). Po analyze byla vypoctena zmétend koncentrace standardu ofloxacinu (tabulka
7) pomoci rovnice kalibra¢ni pfimky. Pocet opakovani pro stanoveni relativni smérodatné

odchylky byl 7.
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Tabulka 7: Koncentrace ofloxacinu ve vzorku 1 ml deionizované vody

Ofloxacin/sitagliptin ~ Ofloxacin/ofloxacin-
(ng/ml) D3 (ng/ml)
1. 4,29 4,92
2. 4,02 4,87
3. 4,22 4,31
4, 4,03 4,68
5. 3,49 4,62
6. 3,5 4,49
7. 4,04 4,53

Vypocet relativni smérodatné odchylky z opakovanych méfeni koncentrace ofloxacinu v 1 ml

deionizované vody:

S=

Xilwn

- 100 [%],

kde S je smérodatna odchylka a X je aritmeticky primér.

Vypocet recovery:

kde X je aritmeticky primér (referencni a ziskané koncentrace) a ¢ je referencni koncentrace
(5ng/ml)

Za vyuziti standardu sitagliptinu:

Sr=13,62%

Vypocet recovery pro standard sitaglliptinu:

R=78,8%

Za vyuziti standardu ofloxacinu-Da3:

Sr=8,13%

Vypocet recovery pro standard ofloxacinu-D3:

R=92,6%
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Vzhledem k referen¢ni hodnoté koncentrace Sng/ml ofloxacinu, ktera byla pfidana pred
extrakci, byla vytéznost metody pro standard sitagliptinu 78,8 % a pro standard ofloxacinu-

D3 92,6 %.

3.3.3. Linearita

Ptimkova zavislost mezi zavislou a nezavislou proménnou, tj. analytickym signalem a
koncentraci analytu (obr. 4 a obr. 5). Té€snost vzajemné zavislosti dvou nahodnych
proménnych uréuje koeficient determinace (R?). Cim vice se pfi linearni zavislosti blizi
k jedné, tim je zavislost obou proménnych t&sn&jsi. Hodnota (R%) by neméla klesnout pod
hodnotu 0,98. Linearni zavislost dvou ndhodnych proménnych je matematicky vyjadiena
vztahem: y = a + bx, kde a je tsek, b je smérnice kalibra¢ni ptimky (regresni koeficient).
Obr. 4: Graf zavislosti poméru ploch piki ofloxacinu a sitagliptinu na koncentraci

ofloxacinu ze dne 27. 3. 2017

0,07

o0 5 Ofloxacin/sitaglipti
o [ | oxacin/sitagliptin
= 0,05 /:
-s 0.04 —Lineérni_ o
2 (Ofloxacin/sitagliptin)
(="
700 l/ y =0,0114x - 0,0013
g 0,02 R2=0,9837
=N

0,01

O T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
Koncentrace standardu ng/ml

Na zékladé¢ rovnice y = 0,0114x — 0,0013 byla vypoctena koncentrace v analyzovaném
vzorku v daném dni. Hodnota koeficientu determinace R? = 0,9837 se blizi hodnoté 1 a znaci

tésnou linearni zavislost mezi koncentraci a odezvou.
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Obr. 5: Graf zavislosti poméru ploch pikii ofloxacinu a ofloxacinu-D3 na koncentraci

ofloxacinu
0,35
0,30 /l B Ofloxacin/ofloxacin-D3
o
=4
= 025
=
2 0,20 Linearni
= (Ofloxacin/ofloxacin-D3)
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005
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Na zaklad¢ rovnice y = 0,0613x — 0,0028 byla vypoctena koncentrace v analyzovaném
vzorku v daném dni. Hodnota koeficientu determinace R? = 0,9965 se blizi hodnoté 1 a znaci

t&snou linearni zavislost mezi koncentraci a odezvou.

3.3. 4. Selektivita metody

Je definovéna jako schopnost pfesného a spravného urceni analytu 1 v pfitomnosti
interferujicich latek (matrice). Odezva interferujicich latek musi byt mensi nez 1% odezvy
nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku. Zcela selektivni metoda pro analyt je specificka.
Selektivita byla posuzovana na vzorku destové vody a sn¢hu (negativni kontrola), ve kterém
nebyla nalezena z4dna koncentrace ofloxacinu (obr. 6 a 7). Selektivita navrhované metody

pro ofloxacin byla tedy vyhodnocena jako dostate¢na.
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Obr. 6: Chromatogram vzorku dest'ové vody (z Chomoutova)
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3.3.5. Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
které neni nutné kvantifikovatelné. Hodnota LOD byla vypoctena pomoci regresni analytické
funkce.
Vypocet LOD:
LOD = 330 ,
m
kde o je standardni odchylka useku kalibra¢ni pfimky a m je jeji smérnice.
Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pii které je pfesnost stanoveni takova, ze umoznuje
kvantitativni vyhodnoceni. Aby byla méfena latka kvantifikovatelnd, musi obsahovat

minimaln¢ trikrat vétsi mnozstvi nez je hodnota detekéniho limitu.

Vypocet LOQ:
100
LOD =——,
m

kde o je standardni odchylka useku kalibra¢ni pfimky a m je jeji smérnice.
Ptiklad stanoveni LOD a LOQ z kalibra¢ni kiivky ze dne 27. 3. 2017:
Standard sitagliptin:

3,3:0,001279611
LOD =
0,011443836

LOD = 0,37 ng/ml

10-0,001279611
LOQ =
0,011443836

LOQ =1,12 ng/ml

Standard ofloxacinu-D3:

3,3:0,003153533
0,061313473

LOD =0,17 ng/ml

LOD =

10-0,003153533
LOQ =
0,061313473

LOQ =0,51 ng/ml
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3.4. Stanoveni ofloxacinu v realnych vzorcich

V realnych vzorcich byl ofloxacin detekovan a kvantifikovan dvéma zpusoby. Jednak
pomoci izotopicky znaceného standardu ofloxacinu (ofloxacinu-D3), ktery obsahuje tfi atomy
deuteria zpiisobujici posun m/z (+3 Da) ve spektru a tim odliSeni signalu od neznacené latky.
Pro tadu latek nejsou izotopicky znacené standardy dostupné. V téchto piipadech je mozné
volit jako interni standard jinou slouceninu, ktera nesmi byt pfitomna ve vzorku. V této praci
byl pro druhy kvantifikani zplisob vyuzit sitagliptin, ktery byl jako vnéjsi standard vybran

nahodng.
Kvantifikace pomoci sitagliptinu

Sitagliptin patii mezi peroralni antidiabetika a slouzi k farmakologické 1é€b¢ diabetes
mellitus 2. typu. Koncentrace 100ng/ml interniho standardu sitagliptinu byla ptidana
k méfenému vzorku za kolonou. Roztok sitagliptinu byl kontinualné pfimichavan s priutokem
10 pl/min od 1 do 2,5 min analyzy. Po analyze vzorku byly porovnany plochy piku analytu a
vnéjsiho standardu sitagliptinu (tabulka 8-12). Chromatogram znazoriuje jednotlivé analyty
ve formé tzv. chromatografickych pika (obr. 8, 10, 12, 14, 16). Grafy porovnavaji
koncentrace ofloxacinu detekované ve vzorcich vod s mezi detekce sitagliptinu (obr. 9, 11,
13, 15, 17).

Kvantifikace pomoci deuterovaného ofloxacinu

Do 1 ml a 50 ml vzorku pted extrakci bylo pfidano 100 ng deuterovaného ofloxacinu.
Vzorek spolu s deuterovanym ofloxacinem byly po extrakci analyzovany. Po analyze vzorku

byly porovnany plochy piku analytu a vnitiniho standardu ofloxacinu-D3.

Podle rovnice (y = a + bx) linearni zavislosti dvou nadhodnych proménnych z kalibra¢ni
piimky, byly vypocteny koncentrace pro jednotlivé vzorky. Vzorky z jednotlivych extrakci a
méfeni byly porovnany s detekénimi limity pro sitagliptin a ofloxacin-D3 (tabulka 9-11). Data
v tabulkach odpovidaji dniim, kdy byly provadény extrakce a analyzy vzorkt. Chromatogram
znazoriuje jednotlivé analyty ve formé tzv. chromatografickych pikt (obr. 10, 12, 14, 16).
Grafy porovnavaji koncentrace ofloxacinu detekované ve vzorcich vod s mezi detekce
ofloxacinu-D3 (obr. 11, 13, 15, 17).
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Obr. 8: Chromatogram ofloxacinu vzorku 50 ml ¥i¢ni vody (odbér za kolejemi Bedficha

Vaclavka v Olomouci)

ATB_TQD_0471 Sm (Mn, 2x3) MRM of 5 Channels ES+
1004 207 362.2 > 261.1 (OFLOXAC1\N)
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Tabulka 8: Koncentrace ofloxacinu ve vzorku 50 ml #i¢ni vody (odbér za kolejemi

BedrFicha Vaclavka v Olomouci) a limity detekce p¥i pouziti standardu sitagliptinu

Ofloxacin/ Detekéni limit —
Datum mévfeni sitagliptin sitagliptin
(ng/ml)? (ng/ml)°
22.11.2016 0,0351 0,0081
29.11. 2016 0,0554 0,0106
14.2.2017 0,0495 0,0153
15. 3. 2017 0,0269 0,0065

# Uvedené hodnoty koncentrace ofloxacinu jsou 50x mensi oproti hodnotdm ziskanym analyzou extraktd, jelikoz

extrakce byla provedena s 50 ml vzorku.

® Uvedené hodnoty detekéniho limitu jsou 50x mensi oproti hodnotim ziskanym pomoci korelatni analyzy,

jelikoz extrakce byla provedena s 50 ml vzorku.
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Obr. 9: Graf porovnavajici koncentrace ofloxacinu ve vzorku 50 ml ¥i¢ni vody (odbér za

kolejemi BedFicha Vaclavka v Olomouci) s mezi detekce p¥i pouziti sitagliptinu jako

standardu
5 01 0,055
g 0,049 m Koncentrace
Q ofloxacin
q_? (ng/ml)/sitaglipt
[S) in
@ 0,027
o
= H Detekéni limit
5} (sitagliptin)
(&)
S 0,008 0,007
e

*22.11.2016 *29.11.2016 *14.2.2017 *15.3.2017
Datum

Cervené zvyraznéné hodnoty znaci kvantifikovatelnou koncentraci ofloxacinu, tedy minimalné tfikrat vétsi nez

je mez detekce.

Ve vzorku fiéni vody odebraného za kolejemi Bedficha Vaclavka v Olomouci byl
ofloxacin stanoven v rozmezi koncentraci od 0,0269 do 0,0554 ng/ml. Ofloxacin byl
kvantifikovan (hodnoty koncentrace vyssi nez LOQ) pomoci standardu sitagliptinu ve vSech

analyzach v jednotlivych dnech.
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Obr. 10: Chromatogram ofloxacinu vzorku 50 ml Fi¢ni vody (odbér v Chomoutové)

ATB_TQD_0470 Sm (Mn, 2x3)
1004

2.10

MRM of 5 Channels ES+
362.2 > 261.1 (OFLOXACIN)
177

~vrw

Tabulka 9: Koncentrace ofloxacinu ve vzorku 50 ml Fi¢ni vody (odbér v Chomoutové) a

limity detekce standardu sitagliptinu a ofloxacinu-D3

Ofloxacin/ Detekéni limit Ofloxacin/ Detekéni limit
Datum méfeni sitagliptin — sitagliptin ofloxacin-D3  _,floxacin-D3
(ng/ml)? (ng/ml)” (ng/mi)* (ng/ml)b
13.12. 2016 n.d. 0,0167 - -
14.2.2017 n.d. 0,0153 - -
28. 3. 2017 0,0078 0,0061 0,0130 0,0050

n.d. — analyt nebyl detekovan

®Uvedené hodnoty koncentrace ofloxacinu jsou 50x mensi oproti hodnotdm ziskanym analyzou extraktti, jelikoz

extrakce byla provedena s 50 ml vzorku.

® Uvedené hodnoty detekéniho limitu jsou 50x mensi oproti hodnotim ziskanym pomoci korelatni analyzy,

jelikoZ extrakce byla provedena s 50 ml vzorku.
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Obr. 11: Graf porovnavajici koncentrace ofloxacinu ve vzorku 50 ml ¥i¢ni vody (odbér v

Chomoutové) s mezi detekce sitagliptinu a ofloxacinu-D3
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0,01
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n.d. — analyt nebyl detekovan

*13. 12. 2016

n.d.

*14. 2. 2017
Datum

*28. 3. 2017

= Koncentrace
ofloxacinu/oflox.-
D3(ng/ml)

H Detekéni limit
(ofloxacinu-D3)

Ve vzorku fi¢ni vody odebraného v Chomoutové byl ofloxacin stanoven v koncentraci
niz8i nez je hodnota LOQ (0,0024 — 0,013 ng/ml). V analyzach ze dne 13. 12. 2016 a 14. 2.

2017 nebyl ofloxacin detekovan.
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Obr. 12: Chromatogram ofloxacinu vzorku 50 ml Fi¢ni vody (odbér za Ccistickou

odpadnich vod v Olomouci)

ATB_TQD_0318 Sm (Mn, 2x3) MRM of 2 Channels ES+
100~ 230 3622>261.1 (OFLOXACIN)

Tabulka 10: Koncentrace ofloxacinu ve vzorku 50 ml #i¢ni vody (odbér za Cistickou

odpadnich vod v Olomouci) a limity detekce standardu sitagliptinu a ofloxacinu-D3

Ofloxacin/ Detek¢ni limit - Ofloxacin/ Detekéni limit —
Datum méreni sitagliptin sitagliptin ofloxacin-D3 ofloxacin-D3
(ng/ml)? (ng/ml)° (ng/ml)?® (ng/ml)®
13.12. 2016 n.d 0,0167 - -
14. 2. 2017 n.d. 0,0153 - -
21.2. 2017 n.d. 0,0224 - -
28. 3. 2017 0,0116 0,0061 0,0108 0,0050

n.d. — analyt nebyl detekovan

4 Uvedené hodnoty koncentrace ofloxacinu jsou 50x mensi oproti hodnotdm ziskanym analyzou extraktd, jelikoz

extrakce byla provedena s 50 ml vzorku.

® Uvedené hodnoty detek¢niho limitu jsou 50x mensi oproti hodnotam ziskanym pomoci korelacni analyzy,

jelikoZ extrakce byla provedena s 50 ml vzorku.
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Obr. 13: Graf porovnavajici koncentrace ofloxacinu ve vzorku 50 ml ¥i¢ni vody (odbér

za Cistickou odpadnich vod v Olomouci) s mezi detekce sitagliptinu a ofloxacinu-D3

0,03 ® Koncentrace
~ 0,022 ofloxacinu/sitag|
£ 0,02 iptin (ng/ml)
> 0,017
= ¢ 2015 m Detekéni limit
g 0.02 - (sitagliptin)
E 0,012 0,011
€ 0,01
3 m Koncentrace
S 0,01 - ofloxacinu/oflox
X -D3(ng/ml)
0,00 - ® Detekéni limit
*13.12.2016 *14.2.2017 *21.2.2017  *28.3.2017 (qfloxacinu-D3)

Datum

n.d. — analyt nebyl detekovan

Ve vzorku feky odebraného za cistickou odpadnich vod v Olomouci byl ofloxacin
detekovan pouze pii analyze ze dne 28. 3. 2017. Koncentrace ofloxacinu v této analyze byla
niz§i nez je hodnota LOQ (0,0108 a 0,0116 ng/ml) V ostatnich dnech nebyl ofloxacin

detekovan.
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Obr. 14: Chromatogram ofloxacinu vzorku 1 ml z odpadnich vod Fakultni nemocnice v

Olomouci (za Cistickou odpadnich vod)

ATB_TQD_0510 Sm (Mn, 1x3) MRM of 5 Channels ES+
2,00 362.2 > 261.1 (OFLOXACIN)

1004
7.22e3
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Tabulka 11: Koncentrace ofloxacinu ve vzorku 1 ml z odpadnich vod Fakultni

nemocnice v Olomouci (za C¢istickou odpadnich vod) a limity detekce standardu

sitagliptinu a ofloxacinu-D3

Ofloxacin/  Detekéni limit - Ofloxacin/ Deteké&ni limit
Datum mé&ieni sitagliptin sitagliptin ofloxacin-D3 _ ofloxacin-D3
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
20. 3. 2017 4,04 (1ml) 0,45 2,02 (IAml) 0,30
27.3.2017 1,43 (Iml) 0,37 8,37 (Aml) 0,17
6. 4.2017 0,97 (Aml) 0,33 0,99 (Aml) 0,24
4,58 (Iml + 4,55 (Iml +
11. 4. 2017 0,30 0,17
49ml H20) 49ml H20)

® 1 ml vzorku odpadni vody ziedén na 50 ml neionizovanou vodou a poté provedena extrakce; vysledek

experimentu potvrzuje, zZe pri nanaseni objemu 50 ml vzorku nedochazi ke ztratam analytu
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Obr. 15: Graf porovnavajici koncentrace ofloxacinu 1 ml z odpadnich vod Fakultni

nemocnice v Olomouci (za ¢istickou odpadnich vod) s mezi detekce sitagliptinu a

ofloxacinu-D3
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Cervené zvyraznéné hodnoty znaci kvantifikovatelnou koncentraci ofloxacinu, tedy minimalné tfikrat vétsi nez

je mez detekce.

Ve vzorku odpadni vody odebraného za cistickou odpadnich vod Fakultni nemocnice

v Olomouci byl ofloxacin stanoven v rozmezi koncentraci od 0,97 do 8,37 ng/ml. Variace

stanovenych koncentraci mtize byt zptisobena napft. riznou mirou sorpce ofloxacinu na pevné

Castice pritomné ve vzorku pii opakovaném rozmrazovani a zmrazovani vzorku. V tomto

vzorku byl ofloxacin kvantifikovan (koncentrace vyssi nez je hodnota LOQ) u vSech analyz

Vv jednotlivych dnech.
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Obr. 16: Chromatogram ofloxacinu vzorku 1 ml z odpadnich vod Fakultni nemocnice v

Olomouci (pred Cistickou odpadnich vod)

ATB_TQD_0513 Sm (Mn, 1x3)

MRM of 5 Channels ES+
207 362.2 > 261.1 (OFLOXACIN)
1007 1.52e3

2.09

Time

Tabulka 12: Koncentrace ofloxacinu ve vzorku 1 ml z odpadnich vod Fakultni
nemocnice v Olomouci (pied Cistickou odpadnich vod) a limity detekce standardu

sitagliptinu a ofloxacinu-D3

] Detekéni ]
Ofloxacin/ . Ofloxacin/ Detekéni limit —
Datum L limit - .
sitagliptin o ofloxacin-D3 ofloxacin-D3
méfeni (ng/mi) sitagliptin (ng/mi)
(ng/ml) (ng/ml)
20. 3. 2017 0,50 (1ml) 0,45 0,86 (1ml) 0,30
27.3.2017 1,57 (1ml) 0,37 n.d. (1ml) 0,17
6. 4. 2017 1,03 (1ml) 0,33 1,38 (1ml) 0,24
0,88% (1ml + 0,87% (1ml +
11. 4. 2017 0,30 0,17
49ml H20) 49ml H20)

n.d. — analyt nebyl detekovan

% 1 ml vzorku odpadni vody ziedén na 50 ml neionizovanou vodou a poté provedena extrakce; vysledek

experimentu potvrzuje, ze pii nanaSeni objemu 50 ml vzorku nedochazi ke ztratam analytu
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Obr. 17: Graf porovnavajici koncentrace ofloxacinu 1 ml z odpadnich vod Fakultni
nemocnice v Olomouci (pred cistickou odpadnich vod) s mezi detekce sitagliptinu a

ofloxacinu-D3
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Datum

Cerveng zvyraznéné hodnoty zna¢i kvantifikovatelnou koncentraci ofloxacinu, tedy minimalng tiikrat vétsi nez
je mez detekce.
n.d. — analyt nebyl detekovan

Ve vzorku odpadni vody odebrané¢ho pied Ccistickou odpadnich vod Fakultni
nemocnice v Olomouci byl ofloxacin stanoven v rozmezi koncentraci od 0,24 do 1,57 ng/ml.
Odlisnost vysledkt miize byt opét zplsobena riiznou mirou sorpce analytu na pevné Castice,
pfip. ndhodnou chybou jednotlivych extrakci a analyz. V tomto vzorku byl ofloxacin
kvantifikovan pomoci sitagliptinu i ofloxacinu-D3 jen dne 6. 4. 2017. Dne 27. 3. 2017 byl
ofloxacin kvantifikovan pouze pomoci standardu sitagliptinu a dne 11. 4. 2017 byl ofloxacin
kvantifikovan pouze pomoci ofloxacinu-D3. V ostatnich vzorcich se hodnoty pohybovaly
pod mezi stanovitelnosti. Pfi porovnani vzorkd z odpadnich vod Fakultni nemocnice byly

detekovany vyssi hodnoty ofloxacinu u vzorku odebraného za ¢isti¢kou odpadnich vod.
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4.Diskuze

Podminky pro UHPLC-MS separaci a identifikaci antibiotika ofloxacinu byly
optimalizovany. Pro validaci analytické metody byly vyhodnoceny jednotlivé validacni
parametry, jako je piesnost metody - opakovatelnost, mezilehla preciznost; spravnost metody;
linearita; selektivita; mez detekce a mez stanovitelnosti. Valida¢ni studie dokazaly, ze cely
postup je piesny a opakovatelny. Popsana UHPLC-MS metoda umoziuje rychlé (analyza 5
min) a selektivni stanoveni ofloxacinu ve vodé. Vyhodou této metody je automatizace, vysoka
selektivita, nizka spotieba rozpoustédla a vzorku. Metoda umoznuje detekovat antibiotikum

ve vodach v minimalnich koncentracich (ng/ml).

Ofloxacin byl ve vzorku fi¢ni vody odebraného za kolejemi Bedficha Vaclavka
stanoven Vv rozsahu koncentraci od 0,0269 do 0,0554 ng/ml. V tomto vzorku byl ofloxacin
kvantifikovan (koncentrace vys$§i nez je mez stanovitelnosti) ve vSech analyzach
Vv jednotlivych dnech. Ve vzorku fi¢ni vody odebraného v Chomoutové byl ofloxacin
stanoven pii analyze ze dne 28. 3. 2017 v koncentraci nizsi neZ je mez stanovitelnosti (0,0078
- 0,0130 ng/ml) a v ostatnich analyzach nebyl detekovan (koncentrace niz§i nez je mez
detekce). Ve vzorku fi¢ni vody odebraného za ¢CistiCkou odpadnich vod v Olomouci byl
ofloxacin detekovan v rozmezi koncentraci od 0,0116 do 0,018 ng/ml dne 28. 3. 2017. Pti
analyzach v ostatnich dnech nebyl v tomto vzorku ofloxacin detekovan. Hodnoty koncentraci
a limit detekce metody byly 50x niz§i ve srovnani s odpovidajicimi instrumentalnimi
parametry, jelikoz extrakce byla provedena s 50 ml vzorku a tento objem byl zredukovan na 1

ml k analyze.

V dalsich studiich byly jina antibiotika spolu s ofloxacinem detekovana ve vyssich
koncentracich. Pena et al. (2007) analyzovali fluorochinoliny (norfloxacin, ciprofloxacin a
enrofloxacin) v fece Mondego Vv Portugalsku. Koncentrace téchto antibiotik byla stanovena
v rozsahu 67 — 102, 5 ng/l. Zhou et al. (2012) analyzovali antibiotika ve vzorcich vodovodu,
ficnich vod a COV z vytoku ze Sussex County v Anglii. U vzorki fi¢ni vody nalezli
maximalni koncentraci silfathiazolu (1 ng/l) a eryhromycinu (28 ng/l). Maximalni
koncentrace erythromycinu v odpadnich vodach byla 230 ng/l. Koncentrace ofloxacinu v této
studii byla pod mezi detekce jak v pitné, fi¢ni i odpani vod€. Dinh et al. (2011) analyzovali 12
antibiotik ve vzorcich tii fek v oblasti panve Seine Vv rozmezi koncentraci od 2,3 do 1434,7

ng/l. Ofloxacin byl v jejich studii stanoven v rozmezi koncentraci od 2,3 do 231 ng/l.
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Ve vzorcich odebranych z odpadnich vod Fakultni nemocnice v Olomouci byla
stanovena koncentrace v rozmezi od 0,97 do 8,37 ng/ml za ¢istickou odpadnich vod a od 0,15
do 1,57 ng/ml pied CistiCkou odpadnich vod. Ofloxacin u vzorku za ¢istickou odpadnich vod
byl kvantifikovan ve vSech analyzach v jednotlivych dnech. Ofloxacin ve vzorku pied
¢istickou byl kvantifikovan pomoci standardu sitagliptinu i ofloxacinu-D3 dne 6. 4. 2017.
Dne 27. 3. 2017 byl ofloxacin kvantifikovan pouze pomoci vnitiniho standardu sitagliptinu a
dne 11. 4. 2017 byl ofloxacin kvantifikovan pouze pomoci standardu ofloxacinu-D3. Pii
porovnani vzorki odebranych ptfed a za cCistickou odpadnich vod Fakultni nemocnice byly
detekovany vyssi koncentrace ofloxacinu u vzorku odebraného za cistiCkou. Hodnoty se lisi
ztoho duivodu, ze koncentrace ofloxacinu na pfitoku v ¢ase kolisd a vzorek odebrany
Vv proudu pied Cistickou v daném c¢ase neodpovida proudu za cisti¢kou. Pii porovnani vzorka
odebranych v fece se vzorky odebranymi z nemocni¢ni odpadni vody, byla v odpadni vodé

nalezena fadové vice nez stokrat vyssi koncentrace ofloxacinu.

Vieno et al. (2007) analyzovali ofloxacin v odpadnich vodach ve Finsku v maximalni
koncentraci 350 ng/l. Eleni et al. (2007) detekovali 1é¢iva v odpadnich vodach v Recku.
Hodnoty koncentrace sulfamethazinu se pohybovaly v rozsahu 95 — 120 ng/l, trimethoprimu
vrozsahu 12 — 300 ng/l a diklofenaku v rozsahu 30 — 120 ng/l. Chang et al. (2008)
stanovovali antibiotika Vv odpadnich a fi¢nich vodach v Japonsku. Antibiotika jako
sulfisomidin, sulfamethoxazol, sulfadimethoxin a sulfapyridin stanovovali ve vzorcich
odpadnich vod s koncentraci vrozmezi od 0,08 ng/l do 161 ng/l. Antibiotika jako
sulfaquinoxalin, sulfamethizol, trimethoprim, sulfamethoxazol a sulfisomidin stanovovali ve
vzorcich fi¢nich vod Koyama povodi v koncentracich od 0,03 ng/l do 8,9 ng/l. Tylova et al.
(2013) analyzovali antibiotika v Sesti lokalitach odpadnich vod v Ceské Republice.
Koncentrace antibiotik se pohybovaly vrozmezi od 5 ng/l (lincomycin) do 1287, 9
(clarithromycin) ng/l. Minh et al. (2009) zjistili nejvyssi koncentrace ofloxacinu v odpadnich
vodach v Hong Kongu (az 7870 ng/1).

Ve své studii Tay et al. (2015) poukazuje na to, Ze ofloxacin je Skodlivy pro vodni
organismy (ryby, hrotnatka, fasy) ve formé OFX-336A v koncentracich od 15,6 do 31,1 mg/I
a ve form¢ OFX-364 v koncentraci 75,4 mg/l. Koncentrace v rozmezi od 0,0078 do 8,37
ng/ml stanovené V této studii jsou tak nizké, Ze nejsou toxické ani nijak skodlivé pro vodni

organismy.
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5.Zavér

Cilem diplomové prace bylo nalezeni vhodnych parametri HPLC separace, ionizace a
hmotnostné spektrometrické detekce analyti. DalSim cilem bylo vypracovani vhodného
postupu piipravy modelovych a redlnych vzorkii pro HPLC/MS analyzu a stanoveni
valida¢nich parametrii metody.

V teoretické ¢asti diplomové prace byl popsan vyskyt a zdroje antibiotik v zivotnim
prostiedi, zejména ve vodach. Dale bylo v praci popsano vyuziti a u€inky antibiotik a mozna
rezistence bakterii na antibiotika v riznych prosttedich. Dalsi ¢ast diplomové prace se

zamétuje na popsani metod pro stanoveni antibiotik v zivotnim prostiedi.

V experimentalni ¢asti diplomové prace je popsan materidl a metodika pro stanoveni
antibiotika ofloxacinu v modelovych a realnych vzorcich vody. Pro extrakci analytu z vodné
matrice byla vyuzita extrakce na pevné fazi. Pro separaci a identifikaci antibiotika ofloxacinu
byla vyuzita kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
vyuzivajici ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu. Parametry ionizace a hmotnostné
spektrometrické detekce analyt byly optimalizovany. Validaéni studie dokdzaly, ze cely
postup poskytuje dostatetné presné a spravné vysledky. Metoda umoziuje detekovat
antibiotikum v minimalnich koncentracich. Za vyuziti objemu 50 ml vzorku bylo mozné

detekovat koncentraci v pg/ml.

V nasi studii byl ofloxacin stanoven V povrchovych a odpadnich vodach v rozsahu
koncentraci od 0,0078 do 8,37 ng/ml, které jsou mnohem niz§i nez koncentrace ofloxacinu
nalezené v jinych zemich. Ofloxacin detekovany v takto nizkych koncentracich neni toxicky

ani nijak Skodlivy pro vodni a suchozemské organismy.
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