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Uvod
Fluorchinolonova antibiotika

Fluorchinolony jsou Sirokospektra antibiotika bézn¢ predepisovana v humanni i
veterinarni mediciné (Baggio & Ananda-Rajah, 2021). Jejich ucinnosti je vyuzivano
predevsim u infekci zptisobenych gramnegativnimi bakteriemi, napi. u infekci mocovych a
dychacich cest, kapavky a bakterialni gastroenteritidy. Pii uzivani téchto latek se mohou
objevit vedlejsi u¢inky jako bolesti hlavy, zavraté ¢i hypersenzitivni reakce, které jsou ale ve
vétsing piipadech mirné a prechodné (Paton & Reeves, 2012). Strukturné jsou
fluorchinolonova antibiotika molekuly s rozmanitymi strukturami ale vzdy obsahujici
v molekule na aromatickém jadte vazany fluor a piperazinovy kruh. K zastupcim této
skupiny patii napft. ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, marbofloxacin, levofloxacin

a ofloxacin, jejichz vzorce jsou zakresleny v Obr. 1:
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Obr. 1: Vzorec ciprofloxacinu (a), enrofloxacinu (b), norfloxacinu (c), marbofloxacinu (d),

levofloxacinu (e), ofloxacinu (f).

Modelové organismy Daphnia sp.

Daphnia sp. jsou sladkovodni korysi o velikosti 0,5 - 6 mm, fadici se mezi tfidu
Branchiopoda. Jsou soucasti zooplanktonu, a tedy slozkou potravniho fetézce ve vodach.
Obyvaji fadu vodnich ploch, ale zejména stojaté vody, konkrétné¢ mensi rybniky a skalni
jezirka z divodu mensi miry predace (Ebert, 2005). Fotografii zastupce Daphnia sp.,

konkrétné Daphnia magna, pofizenou pod mikroskopem s méfitkem 500 um ukazuje Obr. 2.



500 pm

Obr. 2: Fotografie Daphnia magna.

Zivotni cyklus Daphnia sp. zahrnuje reprodukci jak sexuélni, tak asexualni a je vazan
na podminky prostedi (Zhang et al., 2016). V optimalnich zivotnich podminkach, jako jsou
nizky predaéni tlak a dostate¢né mnozstvi potravy, se tyto organismy rozmnozuji nepohlavni
partenogenezi (La et al., 2014), kdy se z diploidnich vaji¢ek lihnou geneticky identické
samice (Kolagek, 2015). V piipadé zhorseni podminek, kterymi mohou byt kromé zvySeného
predacniho tlaku a sniZzeni mnoZzstvi potravy i ubytek vody ¢i pokles teploty, samice zacnou
produkovat haploidni vajicka, ze kterych se pozdéji lihnou samci. Ti v dosp€losti oplozuji
samice a ze vzniklé zygoty nédsledné vznikaji rezistentni vajicka s ochrannym obalem zvanym
efipium (Smrz, 2013). Vaji¢ka jsou velmi odolna nepiiznivym podminkam a jakmile nastane

vhodné obdobi, napt. delsi dny a piiznivéjsi teplota na jafe, lihnou se z nich samice (La et al.,
2014).



Ze studii vyplyvd, ze sexualni rozmnozovani podporuje genetickou diverzitu
a schopnost pieziti, zatimco nepohlavni rozmnozovani vede k rychlé reprodukci béhem
obdobi s ptiznivymi podminkami (Zhang et al., 2016). Obr. 3 zobrazuje Zivotni cyklus
Daphnia sp.

sexualni cyklus
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Obr. 3: Zivotni cyklus Daphnia sp. (upraveno dle Ebert, 2005).

Daphnia sp. jsou hojné vyuzivany pro testovani toxicity tykajici se vodniho prostiedi.
Vhodnym modelovym organismem jsou tyto organismy diky vlastnostem, které umoziuji
relativné snadnou kultivaci v laboratofi — mala velikost jedincti, vysoka plodnost a kratky

zivotni cyklus (Koivisto, 1995).

Nejfrekventovanéji uzivanym testem ve studiich toxicity je test dle smérnice
OECD 202: Akutni imobilizace Daphnia sp. (OECD, 2004). Testy akutni toxicity se provadi
za ucelem stanoveni hodnoty stiedni Gi¢inné koncentrace (ECso) pro imobilizaci. Hodnota

ECso stanovuje koncentraci, ktera imobilizuje 50 % dafnii v testovaci sérii béhem



nepfetrzitého pisobeni latky, které trva 48 hodin (ChemSafetyPro, 2016). V tomto

konkrétnim ptipad¢ je imobilizace jedinct ekvivalentem smrti.

Dalsim hojn¢ pouzivanym testem je test ¢. 211: Test reprodukce Daphnia magna
(OECD, 2012). Provedenim reproduk¢niho testu 1ze pozorovat podrobnéjsi parametry
reprodukce, jako napt. pocet juvenilii na sniisku, pocet sntisek, celkovy pocet juvenilt, pocet
nevyvinutych antenul, reproduk¢ni rychlost, pomér pohlavi potomstva (Tkaczyk et al., 2021,
Nguyen et al., 2021). ProtoZe se jedna o reprodukéni test, je potieba do testu vybirat pouze
samice. Rozdil mezi samcem a samici je v oblasti hlavy, jak je vidét z Obr. 4. U samce Ize

pozorovat del$i par antenul, u samice je tento par velmi kratky.

A) B)

Obr. 4: Samec (A) a samice (B) Daphnia sp.



Vyskyt fluorchinolonovych antibiotik v povrchovych vodach a jejich toxické ptsobeni
na vodni organismy

V poslednich letech se zvySuje pozornost 1é¢iviim jako nove identifikovanym
kontaminantiim, které mohou pfedstavovat potencionalni hrozbu pro vodni ekosystémy i
lidske zdravi (Bawa-Allah & Ehimiyein, 2022). V dusledku toho, Ze jsou fluorchinolony z
téla vylucovany az ze 70 % nemetabolizovany, dostavaji se tak do zivotniho prostiedi (Yang
et al., 2021), kde mohou setrvavat diky schopnostem sorpce a odolnosti vii¢i mikrobialni
degradaci (Teglia et al., 2019). Do vodniho prostiedi se fluorchinolony dostavaji
prostiednictvim odpadnich vod z domacnosti, nemocnic a pramyslu (Bawa-Allah &
Ehimiyein, 2022), a tim se mohou podilet na tvorbé¢ rezistence u mikrobialnich populaci
(Doorslaer et al., 2014).

V povrchovych vodach Evropy byla naméfena primérna koncentrace ciprofloxacinu v
jednotkach pg/l, oproti tomu v USA se koncentrace ciprofloxacinu pohybovala kolem
desetin pg/l (Frade et al., 2014). Nejvyssi koncentrace ciprofloxacinu byly detekovany v
prumyslové oblasti Patancheru v Indii, a to az 14 mg/l (Kovalakov et al., 2020). Koncentrace
enrofloxacinu v povrchovych vodach v Portugalsku byla v rozmezi 0,067-0,102 pg/1 (Ebert et
al., 2011). Niz§i koncentrace enrofloxacinu byly zaznamenany ve vodovodni vodé v Cing, a to
v rozmezi od 2 do 4 ng/l (Dai et al., 2023). Norfloxacin byl v povrchovych vodach v Cing
zjistén v koncentracich az 109 ng/l, v povrchovych vodach v Australii byly ziskany

koncentrace norfloxacinu az 1,15 pg/l (Feng et al., 2018).

V riznych vodnich organismech, jako jsou fytoplankton, zooplankton, krevety a ryby,

byla zjisténa rezidua fluorchinolonti az po 342 ng/g suché hmotnosti (Shen et al., 2023).

Dionisio et al. (2020) zkoumali akutni toxicitu ciprofloxacinu na Daphnia magna dle
metodiky OECD 202 (OECD, 2004). Hodnota ECso po 48 hodinach ¢inila 36,5 mg/l.

Eluk et al. (2021) provedli akutni testy toxicity Sesti vybranych fluorchinolonovych
antibiotik na Daphnia magna. Testy akutni toxicity byly provedeny dle metodiky OECD 202
(OECD, 2004). Jak je patrné z Tab. I, hodnoty ECso se v této studii pohybuji od jednotek do

nizsich desitek mg/1.



Tab. I: Hodnoty ECso po 48 hodinéch ptsobeni na Daphnia sp. pro jednotlivé vybrané

fluorchinolony (dle Eluk et al., 2021).

chemicka latka 48 h ECso [mg/l]
ciprofloxacin 7,2
enrofloxacin 7,9
levofloxacin 19,5
marbofloxacin 54
norfloxacin 8,7
ofloxacin 36,0

Ve stejné studii (Eluk et al., 2021) provedli autofi téz test chronické toxicity dle
protokolu OECD 211 (OECD, 2012). Autofi zjistili, Ze chronicka expozice vici
fluorchinolonovym antibiotikiim ovlivituje rist i mortalitu v koncentracich 50 az 140 pg/l,
coz znamena, Ze v povrchovych vodéch fek a jezer predstavuji tato antibiotika mirné riziko,

ovsem v odpadnich vodach (zejména nemocnic) mize byt riziko velké (Eluk et al., 2021).

Akutni a chronické testy toxicity pro ciprofloxacin na Daphnia magna byly soucasti i
studie vykonané autory Martins et al. (2012). Akutni testy byly provedeny dle metodiky
OECD 202 (OECD, 2004) a chronické ucinky ciprofloxacinu na velikost a plodnost byly
zjistovany podle protokolu OECD 211(OECD, 2012). Po 48 hodinach byla zjisténa hodnota
akutni toxicity ECso = 65,3 mg/l. VV rdmci chronického testu toxicity mél ciprofloxacin

vyznamny vliv na velikost juvenila z prvniho potomstva a miru plodnosti.

See et al. (2016) uskutecnili ¢tyfgeneracni reprodukéni test enrofloxacinu na Daphnia
magna, upraveny podle OECD 211 (OECD, 2012). Hodnoceny byly u¢inky enrofloxacinu na
preziti, rust a reprodukci. Test prokazal zvySeni umrtnosti a sniZzeni reprodukce s dalSimi

generacemi. Inhibice ristu byla zjisténa pouze u jedné skupiny ¢tvrté generace.

Fotochemické degradaci fluorchinolon a naslednym testim toxicity na Daphnia sp. se
zatim nevénovala zadna studie. Existuji ale studie fotochemického odbouravani a naslednych

testd toxicity na jinych organismech.



Fotochemické degradaci pod slune¢nim svétlem a naslednému testu toxicity na Vibrio
fischeri se vénovali ve své praci Sturini et al. (2015). Testovano bylo pét fluorchinolonovych
antibiotik — ciprofloxacin, enrofloxacin, danofloxacin, levofloxacin a marbofloxacin. Z
vysledkt této studie vyplyva, ze fotochemicka degradace za danych podminek je vyznamnou
metodou odstranovani téchto latek v povrchovych vodach a toxicky Gc¢inek, zaznamenén na

Vibrio fischeri, byl zptisoben produkty fotochemické degradace.

Prace Klementové et al. (2021) se zabyvala studiem fotochemické degradace
ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu pii vystaveni zafeni o vinovych délkach
300 — 350 nm jednak v neutralnim a jednak v mirn¢ alkalickém pH a naslednym testem
antibakterialni aktivity na dvou typech baktérii, Escherichia coli a Staphylococcus
epidermidis. V ptipadé obou bakterii byl pozorovén signifikatni nartst antibakterialni aktivity
u smési fotoprodukti ciprofloxacinu a enrofloxacinu oproti pivodnimu 1é¢ivu, u norfloxacinu

se zvySena antibakterialni aktivita neukazala.



Material a metody

Ciprofloxacin, enrofloxacin a norfloxacin byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich v

Cistoté > 98,0 %. Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim antibiotika ve 4 ml

0,1 M HCI, pak bylo ptidano 96 ml ultracisté vody (Smart2Pure, Thermo Scientific) a pH

upraveno na hodnotu 6,9 - 7,2. Pro akutni testy toxicity byly pfipraveny zasobni roztoky v

koncentracich 400 mg/I pro ciprofloxacin, 200 mg/I pro enrofloxacin a 300 mg/l pro

norfloxacin. Pro chronicky test toxicity byla u ciprofloxacinu pro zasobni roztok pouzita

koncentrace 50 mg/l. VSechny zasobni a ozafené roztoky byly nasledné fedény na

definovanou koncentraci médiem Aachener Daphnien Medium.

Moiska stil byla zakoupena v prodejné Akvaristika (Ceské Budgjovice, CZ) a pred

pouzitim vysuSena v susarné po dobu 2 hodin pfi teploté 105°C.

Ozarovani vzorki bylo provadéno v reaktoru Rayonet RPR 100 osazeném lampami

RPR 3000A, které emituji zafeni 0 vinovych délkach v rozmezi 250 — 350 nm. VVzorky byly

ozatovany ve sklenénych kyvetach s vickem, aby bylo odfiltrovano zafeni o vinovych délkach

kratSich nez 300 nm.

Daphnia sp. byly kultivovany v médiu Aachener Daphnien Medium (ADaM), které se

na objem 10 I ptipravovalo z destilované vody a n€kolika chemickych latek, jejichz slozeni

udava Tab. II.

Tab. Il.: SloZeni Aachener Daphnien Medium.

chemicka latka

koncentrace latky [g/1]

mnozstvi latky v médiu na

objem 10 |
SeO2 0,014 1 mi
NaHCOs 25,2 22 ml
CaCl22 H20, 117,6 23 ml
moftska stl _ 3,339

Daphnia sp. byly krmeny zelenymi fasami Desmodesmus subspicatus (kultura ziskana

z CCALA Tiebon, Ceska republika) 3x bdhem tydne vzdy v pondéli, stiedu a patek tak, aby

vysledna koncentrace uhliku v médiu byla 3 mg C/I. Pro tento ucel byla pted zacatkem




pokusti sestrojena kalibracni kiivka absorbance roztokt fas o rizné koncentraci pfi vinové
délce 684 nm a stanoven obsah uhliku v fasach metodou TOC. Stanoveni TOC bylo
provedeno na Ustavu chemie a biochemie Agronomické fakulty Mendelovy univerzity v Brné
pomoci analyzatoru FLASH 2000 (ThermoFisher Scientific Inc., USA) spalenim vzorkt

Vv proudu kysliku pti 950 °C a v pfitomnosti katalyzatoru.

Kultivované Daphnia sp. byly otestovany na ovéteni kondice referenénim testem s
dichromanem draselnym. Pro test byla pfipravena koncentra¢ni fada dichromanu draselného s

koncentracemi v rozmezi 0,1 - 3,2 mg/I.

Akutni toxicita ciprofloxacinu, enrofloxacinu, norfloxacinu a jejich fotoproduktii byla

testovana na Daphnia sp. podle metodiky OECD Guideline 202 (OECD, 2004).

Pied zapoCetim testu byly Daphnia sp. chovany v médium ADaM ve vinotéce Wine
cooler SW-66 pfi teploté 20°C. Den pied samotnym testem byly dospélé samice odchyceny

a separovany, aby nasledujici den byli nasazeni juvenilové mladsi nez 24 hodin.

Test akutni toxicity probihal v 100 ml kadinkach a trval celkem 48 hodin, pfi¢emz byly
provedeny dv¢ kontroly, a to po 24 a 48 hodinach od zac¢atku testu. Diivodem kontroly bylo
pozorovat Uhyn jedincu, ¢i pfipadnou zménu chovani v danych koncentracich. Kazda
koncentrace se testovala v 10 paralelnich stanovenich se dvéma jedinci na jedno stanoveni.
Kontrola obsahovala pouze samotné médium ADaM. Do kazdé kadinky byl nakonec ptidan
cetylakohol, zakoupeny od firmy Sigma Aldrich, kvuli snizeni povrchového napéti a eliminaci
mozného pfichyceni juvenild na hladin€. Po nasazeni testu a po jeho ukonceni byly zméfeny

hodnoty pH roztokd.

Data ziskana z akutniho testu toxicity byla vyhodnocena metodou nelinearni regrese

pomoci softwaru GraphPad Prism 7.05 za pouziti SEM odchylky (stfedni chyby priméru).

Chronicka toxicita ciprofloxacinu a jeho fotoproduktti byla testovana na Daphnia sp. dle
metodiky OECD Guideline 211 (OECD, 2012). Pro tspés$nost testu bylo zasadni testovat
latky vyhradné na samicich, tudiz pted jeho pocatkem je bylo nutné pomoci binolupy
Olympus SZ 51 identifikovat a separovat. Test probihal po dobu 21 dni v 15 opakovénich se
dvéma jedinci pro testovanou koncentraci. Pozorovan byl G¢inek latek na reprodukéni
schopnost a rist Daphnia sp. Na vysledky z chronického testu toxicity byl pouzit

neparametricky Kruskal-Wallistv test v softwaru Statistica 14.
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Pro méfeni rozméri jedincii pouZitych v testech byla nejprve provedena jejich
lyofilizace v Labconco FreeZone 2.5 po dobu 48 hodin. K méfeni byl pouzit mikroskop

Olympus CX41 se zvétSenim 4krat.
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Vysledky a diskuze
Test kondice dafnii s pouzitim dichromanu draselného

Kondice dafnii byla testovana s pouzitim roztoku dichromanu draselného v rozmezi

koncentraci 0,1 - 3,2 mg/l. Vysledky testu s dichromanem draselnym ukazuje Obr. 5.

dichroman 48 hod.

1004

75+

Imobilizace [%]
(3.
<

0-'._. T : T T 1
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Obr. 5: Test kondice s dichromanem draselnym.

Z vynosu na Obr. 5 byla ziskana hodnota ECso pro dichroman 1,5 mg/l. Tato hodnota
spada do intervalu 0,6 - 1,7, ktery je bran jako méfitko dobré kondice dafnii (CSN, 2013).

Podrobné data stanoveni kondice dafnii jsou uvedena v Piiloze 1.

Tvorba fotoproduktii

Doby ozafovani ciprofloxacinu, enrofloxacinu a norfloxacinu pro testy toxicity byly
stanoveny na zaklad¢ kinetickych profili odbouravani (Poncarova, 2020). Doby ozafovani
byly vybirany tak, aby v reakéni smési bylo ptitomno ptiivodni antibiotikum v koncentraci cca
20 % a bylo tedy mozno stanovit, kolikrat vic smési fotoproduktti je tieba ptidat do testu
toxicity, aby byla zachovana stejna koncentrace nerozlozeného antibiotika a v testu se mohl

projevit jen vliv smési fotoprodukta.
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Testy akutni toxicity

Koncentrace byly pro kazdou latku zvoleny dle orienta¢ni hodnoty ECso z literatury tak,
aby se nasledné mohla co nejpiesnéji uréit hodnota ECso. V ramci akutniho testu toxicity bylo
vzdy na zacatku a po 48 hodinach zméteno pH Vv kontrolni skupiné, nejnizsi koncentraci
testované latky a nejvys$si koncentraci testované latky. Hodnota pH se musela pohybovat v
rozmezi 6 — 9, optimalni hodnoty pH pro dafnie (OECD, 2004). Naméfené hodnoty pH se

pohybovaly v rozmezi 6,97 - 7,87, coz odpovida pozadovanému intervalu.
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Vyhodnoceni akutniho testu toxicity ciprofloxacinu, enrofloxacinu, norfloxacinu a
jejich smési fotoprodukti bylo provedeno soué¢tem uhynulych jedinct za dobu 48 hodin a
pievedenim souctu na procentualni hodnotu. Z téchto zjisténych hodnot byly poté vyhotoveny
grafy, z nichZ byla ziskana hodnota ECso. Obr. 6 shrnuje vysledek akutniho testu pro

ciprofloxacin a smés ciprofloxacinu a produkti jeho degradace po ozareni.
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Obr. 6: Akutni toxicita pro ciprofloxacin a jeho fotoprodukty.

Pro ciprofloxacin byla z Obr. 6 ziskana hodnota ECso = 33 mg/I, pro fotoprodukty
ECso = 14,7 mg/l. Z téchto vysledku je patrné, Ze fotoprodukty vykazuji v akutnim testu vice
nez dvakrat vys$si toxicitu oproti ptivodni latce. Podrobna data akutniho testu toxicity pro
ciprofloxacin jsou uvedena v Ptiloze 2. Hodnoty ECso uvadéné v literatute se ponékud 1isi.
Nejblizsi hodnoté stanovené v této préci je hodnota 36,5 mg uvedena v praci autorti Dionisio
et al. (2020). Nasobné niz$i hodnotu ziskali béhem své studie Eluk et al. (2021), a to 7,2 mg/I.
Naopak Martins et al. (2012) uvadéji hodnotu 65,3 mg/l, tedy dvojndsobnou oproti zde
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uvedené hodnoté. V literatuie nejsou tdaje o toxicité fotoproduktii ziskanych za svételnych

podminek relevantnich povrchovym vodam

Obr. 7 uvadi vysledek akutniho testu toxicity pro enrofloxacin a jeho reakéni smés po

ozareni.
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Obr. 7: Akutni toxicita pro enrofloxacin a jeho fotoprodukty.

Na zakladé graft v Obr. 7 byly zisk&dny hodnoty ECso, pii¢emz pro enrofloxacin
ECs0=17 mg/l a pro fotoprodukty enrofloxacinu ECso = 5 mg/l. Z vysledki je ziejmé, ze i
Podrobné data akutniho testu toxicity pro enrofloxacin jsou uvedena v Piiloze 3. Srovnatelna
hodnota ECso vyplyva ze studie Bona et al. (2014), kde ECso = 16,3 mg/I. Eluk et al. (2021) i

v tomto pripadé uvadéji nizsi hodnotu, nez byla ziskana v této praci, a to 7,9 mg/l.

15



Vysledek akutniho testu toxicity pro norfloxacin a jeho fotoprodukty znazoriiuje Obr. 8.
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Obr. 8: Akutni toxicita pro norfloxacin a jeho fotoprodukty.

Z Obr. 8 byly vyhodnoceny hodnoty ECso, pti¢emz pro norfloxacin byla ziskana
hodnota ECso =103 mg/I a pro fotoprodukty norfloxacinu ECso =33 mg/l. Z hodnot ECso
vyplyva, ze pro fotoprodukty byla ziskana tfikrat nizsi hodnota nez pro samotny norfloxacin,
tudiz i v tomto piipadé jsou fotoprodukty toxictéjsi. Podrobna data akutniho testu toxicity pro
norfloxacin jsou uvedena v Ptiloze 4. Hodnota ECso pro norfloxacin je uvedena pouze v praci
autoru Eluk et al. (2021), jimi stanovend hodnota 8,7 mg/1 je opét vyrazné nizsi podobné jako
u ostatnich fluorchinolonovych antibiotik.

V literatufe nejsou tdaje o toxicité fotoproduktli ziskanych za svételnych podminek
relevantnich povrchovym vodam, ale naptiklad pfi testu antibakterialni aktivity
ciprofloxacinu a jeho fotoproduktl bylo také zjiSténo, Zze smés fotoproduktil je vyrazné

efektivnéjsi nez mateiska latka. Stejné vysledky byly zaznamenany i pro enrofloxacin a jeho
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reakéni smés po ozafeni. V ptipadé norfloxacinu prace uvadi, Ze fotoprodukty norfloxacinu

antibakterialni aktivitu nevykazovaly (Klementové et al., 2021).

Test chronické toxicity

Pro chronicky test toxicity byla pro ciprofloxacin vybrana koncentrace natolik nizka, ze
nevykazovala zadny efekt v akutnim testu toxicity (OECD, 2012).

V chronickém testu toxicity na Daphnia sp. byly sledovany nasledujici parametry:
celkovy pocet juvenilli za dobu testu, pocet juvenild v jednotlivych sniskach, ¢as mezi
snuskami, pocet snusek a velikost téla dafnii na konci pokusu (OECD, 2012). Obr. 9
znazoriuje celkové poCty juvenild a pocty juvenili ve sntisce v kontrole, v roztoku
s ciprofloxacinem o koncentraci 0,1 mg/l a v roztoku se smési fotoproduktd, v némz hodnota

koncentrace ciprofloxacinu byla stejna jako v roztoku se samotnym ciprofloxacinem.
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Obr. 9: Zavislost celkového po¢tu juvenili v kontrole, ciprofloxacinu (0,1 mg/l) a smési
fotoproduktti ciprofloxacinu a zavislost poc¢tu juvenil ve snisce v kontrole, ciprofloxacinu
(0,1 mg/1) a smési fotoproduktii ciprofloxacinu. Pismena a, b symbolizuji v obou ¢astech

grafu prokazany statisticky vyznamny rozdil.

Z Obr. 9 vyplyva, Ze v médiu s obsahem ciprofloxacinu 0,1 mg/l nebyl statisticky
vyznamny rozdil v celkovém poctu juvenild a po¢tu juvenilii ve sntiSce oproti kontrole.
Pramérny celkovy pocet juvenilu a jejich primérny pocet ve sntsce byl ve smési
s fotoprodukty ciprofloxacinu statisticky vyznamné vyssi nez v kontrole a ciprofloxacinu

samotném.

Motiei et al. (2020) ve své praci uvadéji zvysujici se rychlost ristu populace Daphnia
sp. v nizkych koncentracich ciprofloxacinu ve srovnéni s kontrolou. Testované koncentrace
ciprofloxacinu s procentudlnim zvysenim rychlosti rastu populace Daphnia sp. vzhledem ke

kontrole ukazuje Tab. IlI.
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Tab. I1l: Zvyseni rychlosti ristu populace Daphnia sp. v danych koncentracich ciprofloxacinu
vzhledem ke kontrole (dle Motiei et al., 2020).

koncentrace narust rychlosti rustu
ciprofloxacinu [mg/l] populace [%]
0,01 17
0,1 19
1 15

Ziskané vysledky z chronického testu toxicity pro celkovy pocet juvenili v
ciprofloxacinu o koncentraci 0,1 mg/l se 1isi od studie Motiei et al. (2020), kde byl
zaznamenan konkrétné 19% nartst rychlosti ristu populace oproti kontrole. V této praci nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v ciprofloxacinu oproti kontrole, za to ve smé&si
s fotoprodukty ciprofloxacinu, kde byl ciprofloxacin rovnéz v koncentraci 0,1 mg/l, byl

zaznamenan narust populace vzhledem ke kontrole a ciprofloxacinu samotnému.
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Obr. 10 znazoriuje vyhodnoceni ¢asu mezi sniiskami a pocty snisek v testovanych

roztocich kontroly, ciprofloxacinu a smési fotoproduktt ciprofloxacinu.
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Obr. 10: Zavislost ¢asu mezi sntiSkami (A) a poctu sntsek (B) pfi chronickém testu

ciprofloxacinu a jeho fotoproduktt.

Z Obr. 10 je patrné, ze ¢as mezi jednotlivymi sntiskami a pocet snisek v kontrole,
ciprofloxacinu a ve smési fotoproduktii ciprofloxacinu nebyl vyhodnocen jako statisticky

vyznamné rozdilny, proto v ném nejsou oznaceni pro statisticky vyznamné rozdily (a, b).

Obr. 11 znazornuje velikost téla dafnii na konci pokusu v kontrole, ciprofloxacinu

(0,1 mg/1) a smési fotoproduktu ciprofloxacinu.
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Obr. 11: Zavislost velikosti téla pii chronickém testu s ciprofloxacinem a jeho fotoprodukty.

U velikosti t€la je vidét z Obr. 11 velmi vyrazny rozdil mezi jedinci v jednotlivych
paralelnich pokusech za stejnych podminek. V primérné velikosti nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi kontrolou, ciprofloxacinem a smési fotoprodukti. Velikost téla je tedy

zjevné ovlivnéna mnohem vyznamnéji jinymi faktory nez prostredim.

Gabsi et al. (2014) se zabyvali studiem matetskych vlastnosti a faktory prostiedi, které
maji vliv na velikost potomku u populaci Daphnia magna. Vysledky se shoduji s publikaci
Eberta (1993), kde je velikost potomkil vyznamné ovlivnéna Grovni potravy, velikosti téla
matky a velikosti plodu. Oproti tomu Sakwinska (2004) uvadi odlisné vysledky. Studie byla
provadéna na Daphnia galeata, u kterych byla zaznamenana velikost potomku v zavislosti na
véku matky. Variabilita faktord mezi jednotlivymi studiemi mize byt zpasobena

mezidruhovymi rozdily.

V rédmci této prace byly vSechny testované matetské dafnie v dob¢ nasazeni do pokusu
stafim mladsi nez 24 hodin a krmeny stejnym mnozstvim potravy. Z vySe uvedenych studii
lze tedy usuzovat, Ze v tomto ptipadé mohly mit vliv na variabilitu velikost téla juvenilt

velikost téla matky ¢i velikost plodu.

Klementova et al. (2020) srovnavali toxikologické ucinky verapamilu a jeho
fotoproduktti na Daphnia magna. Vysledky ukazaly, Zze samotny verapamil neovlivnil ani
jeden ze stanovovanych parametrti, zatimco jeho fotoprodukty vykazovaly vyznamny

negativni u¢inek na pocet juvenild, pocet snisek i na velikost téla Daphnia magna.

Podrobna data ke v§em parametriim, sledovanych v chronickém testu toxicity, jsou

uvedena v Piiloze 5.
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Vyuziti vysledktli prace ve vyuce na stfedni skole

Téma diplomové prace by mohlo byt na stfedni $kole vyuZito napt. v maturitnim
seminafi chemie s diirazem na vliv ¢lovéka na zivotni prostiedi. Vyuka by mohla byt
zaméfena zejména na problematiku polutantli, mezi které se fadi i fluorchinolonova
antibiotika a 1é¢iva obecné. Téma je vhodné na propojeni mezipredmétovych vztahi biologie

a chemie.

V chemii lze z hlediska toxikologie zaky seznamit se zakladnimi parametry hodnoceni
toxicity latek, jako jsou napt. ICso, EC20, ECs0 nebo LCso. Za cil vyuky by bylo stanoveno,
aby studenti pochopili, jak se tyto parametry pouzivaji k posouzeni t¢inku latek na
organismy. Zaroven je mozné do vyuky zafadit i moderni instrumentalni moznosti
stanovovani téchto latek, které se v ptirodé vyskytuji v malych koncentracich, a propojit
teoretické poznatky s praktickym vyuzitim. Dal$i souvisejici témata, o které by mohla byt

vyuka obohacena, jsou dopady znecisténi na zivotni prostiedi a moznosti ochrany ptirody.
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Zaveér

Stanovené hodnoty ECso pii testu akutni toxicity ¢inily pro ciprofloxacin 33 mg/l, pro
enrofloxacin 17 mg/l a pro norfloxacin 103 mg/l. Stanovené hodnoty ECso pfi testu
akutni toxicity pro smes fotoproduktt ¢inily pro ciprofloxacin 14,7 mg/l, pro
enrofloxacin 5 mg/l a pro norfloxacin 33 mg/l. Ve vsech piipadech byly tedy hodnoty
ECso ndsobné mensi u smeési produktli fotochemické degradace daného 1é¢iva oproti
matetské latce, coz prokazuje vyssi toxicitu smési degradacnich produktti u vSech tii

testovanych latek.

Z chronického testu toxicity vyplyva, Ze ciprofloxacin samotny nema vliv na celkovy
pocet juvenild, pocet juvenill ve snliSce, pocet sntisek, ¢as mezi sntiSkami, ani na

velikost téla.

Sm¢és fotoproduktii se ukéazala jako ptizniveé ovliviiujici celkovy pocet juvenill a pocet

juvenill ve sniiSce, neméla vliv na pocet sntsek, ¢as mezi sniiskami a na velikost téla.
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Prilohy

Piiloha 1: Test kondice dafnii s dichromanem draselnym.

pofet | poet | poet .. | | prumér- oA
treat- koncen- opako- nasaze- |mob|,I|zova- |mob|'I|zova- zace po imobiliza- ~ ha imobiliza- SD | SEM
ment trace Vani _ nych_ nych nych o4 h ce po imobiliza- ce po 48 h 48h | 48h
(mg/l) juveni- | juvenili po | juvenili po (%) 48 h (%) ce po (%) (%) | (%)
li 24 h 48 h 24 h (%)
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
5 2 0 0 0 0
kontrola 0 5 > 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
dichroman 5 2 0 0 0 0
draselny 0.1 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
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Piiloha 2: Akutni test toxicity - ciprofloxacin a jeho reakéni smés po ozafeni.

¥ pocet pocet primér- | pramér-
koncen- pocet imobilizova- | imobilizova- | imobiliza- | imobiliza- na na SD | SEM
treat- opako- | nasaze- . . . o . -
ment trace VaNi nych ' nyf:rJ . ny.cfz ce po ce po imobiliza- | imobili- | 48h | 48h
(mg/l) . .. | juvenili po | juvenili po | 24h (%) | 48 h (%) ce po zacepo | (%) | (%)
juvenilu 24 h 48 h 24h (%) | 48 h (%)
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
kon- 5 2 0 0 0 0
trola 0 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
5 2 0 0 0 0
;;:g;(;: 0,1 5 > 0 0 0 0 0 0 0 0
cin 7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
: 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

30



20

30

10

40

10

40

0
50

50

0
50

50

10

10

10

10

20

30

31



™
< o
o
= o
o
7 o
7o)
3 o
o ololo|lolo o
o olo ololo o o
S o|lo|o|o|o|S|o S o o|lo|o|lo o
re OB G| M b W 2121213818 e RSN
3 21218138|gl]8lolg8log8loglog8|]o o|lo|o|lo o
e OB G| m b m e} re! e T R4S
— Al dld|d|o|lNjaN| || oH| | = o olo|lo|lo o
— AlAIN| A A A O|HO|HO|H|O| | N| | O o|Oo|Oo| o o
o~ N oo e e e e e enj e e e ey SIENIESY o~
o~ <t|w|o|~lo|o| Gl anm| | o|~ol oG o | ©| ™~ S
o —
< o
__..NJ
853

32



10

15

33

20

50

100
50

50

50

10

10

0,5

10

33



25

75

20

100
100
100
50
100
50

50
100
50
50

100

50
50

10

10

20

34



Piiloha 3: Akutni test toxicity - enrofloxacin a jeho reak¢ni smés po ozateni.

¥ pocet pocet pramér- o
koncen- Pocet 1 obilizova- | imobilizova- |imobiliza- | imobiliza-| ~ na  |PrUmema) op g
opako- nasaze- . . . o imobiliza-
treatment trace Vani nych nych nych ce po ce po |imobiliza- ce po 48 h 48h | 48 h
(mg/l) . .. | juvenili po | juvenili po | 24 h (%) | 48 h (%) ce po o (%) | (%0)
juvenili 24 h 48 h 2unw) |
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
5 2 0 0 0 0
kontrola 0 5 > 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
0,1 > 2 0 0 0 0 0 0 0 0
enrofloxacin 6 2 0 0 0 0
7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
10 > > 0 0 0 0 0 0 0 0
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Ptiloha 4: Akutni test toxicity - norfloxacin a jeho reak¢éni smés po ozafeni.

pocet pocet pocet pramér- oy
koncen- nasaze- | imobilizo- | imobilizo- | imobili- | imobili- na prumerna | qp SEM
treat- opako- 8 . . : o imobiliza-
ment trace VANi _nych_ vanych vanych zace po zace po | imobiliza- ce po 48 h 48h | 48h
(mg/l) juveni- | juvenili po | juvenilid po | 24 h (%) | 48 h (%) ce po (%) (%) (%)
li 24 h 48 h 24 h (%)
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
kontro- 5 2 0 0 0 0
la 0 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
4 2 0 0 0 0
5 2 0 0 0 0
norflo- 01 6 2 0 0 0 0 0 0 0 0
xacin 7 2 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 2 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
: 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0

43



15

10

10

10

10

35

45

44



10

12

32

37

15

40

20

50

50

100
100

50

0
50
50
50

100

100

50

50

10

10

10

65

80

45



o) o
| o oo
~ ™ <
< 1) N
7o) o o
Te} ~ ©
o o o
™ < N
o o|lolo|o o ol|lo o o|lolo|lo ol|lo
o o o o|lo o|lo o|lo
S lsik=1k=]k=) oo oS o|d lsik=1k=1k=) oS
— ol | 9| w | ala|w SV g g qQqPw g aww
o o o o o
o olo|lo o|lo o o|lo|lo
o o oo o|lolo|d o|lo|lo|lo|o|o|lo o
e} S B mm Sim oS S| o S O oo
o~ NN ol Nl Ho|a | Ao | N H| A | | |
— N| ||| ol Hdln|o|lo|lad|olo|olo|ao|od| | o
o~ NN e N IR I RS I s KN s I RS KN K R s I KSR s M RS T R s s RN KN KNI SN T RN
— < || ©|~|o Gl|Njm| || o~ oG d|lN|m ||~ oo
o o o
o e} o
o — Y

46



100

10

10

10

0,1

0,5

foto-

pro-
dukty

47



15

20

10

50

50

50

10

10

10

10

15

48



o <t

— — (o0]

o™ < <

™ < N

o o o

~ < 1)

o o

Lo N N

o o o o|lolo|o o
o o o o|lo ol|lo

o o|d S l=lk=1k=]1k=) S
Lo w3 Lo — — wo\w ||| v3
Q o| R oo Q o|o Slo|glolo|ol2
re} e} e} re} S e e}
— —| N - oo o~ | - NN NN | | e
— o oo — o|lo N|o|-H|lo|lo|o| -
o~ IS 1KY SN IENESY o~ IS 1KY NI TSI RS
o o o
S 0| © o9 ™ | © Sl|N|fm| x| n|©

Lo o ol

N ™ <F

49



100

50
50
100

50

50

10

50



Ptiloha 5: Chronicka toxicita ciprofloxacinu a jeho reakéni smési po ozateni.

ocet juvenili v dany den od pocatku ocet ocet 9 o .

- P : okug,u i jupvenilﬁ pocet | j J)venilﬁ pocet dilku pod Ve“kaSt
pokus | opakovani na smiidek na mikroskopem (22. téla
8 | 11 | 13 | 15 | 18 | 20 | 22 | samici snisku den) (Hm)
1 13 |27 0 | 11|16 | 0] 15 82 5 16 128 3200
2 0o |12]|21| 3| 0| 7| 6 49 5 10 120 3000
3 0|20 16| 0] 10| 18] 0 64 4 16 142 3550
4 0|19 11| 0] 9 |10] 0 49 4 12 123 3075
5 0|23 |15 | 0] 12|16 0 66 4 17 136 3400
6 0 [33] 0 |12]|10]| 0] 15 70 4 18 136 3400
= 7 0|14 |21 7| 0] 7 |12 61 5 12 130 3250
= 8 0 |10] 2 |11]10]| 0] 12 65 5 13 128 3200
L 9 0|13 18| 9 | 1 | 18| 13 72 6 12 135 3375
10 0|13 |21 11| 8 | 1] 10 64 6 11 130 3250
11 0 |23|11| 0] 8 |11] 0 53 4 13 133 3325
12 0|11 |18 | 0| 3 |11 ] 2 45 5 9 118 2950
13 0|12 17| 7| 0121 59 5 12 125 3125
14 0|14 |21 5| 0] 12|11 63 5 13 119 2975
15 0 |22]11] 0]10]13] 0 56 4 14 131 3275
= 1 0|18 22| 6 | 9| 0] 19 74 5 15 135 3375
> 2 0|12 o 2] 8] 10 58 5 12 118 2950
C:’ 3 0 |17]/16| 4| 0] 5 |10] 52 5 10 125 3125
[ 4 0| 13|15 9 | 0| 6 | 14 57 5 11 122 3050
3 5 0|23 o| 6 | 21| 8| 1 59 5 12 134 3350
“'g 6 17 | 25| o | 6 | 16| 0 | 9 73 5 15 135 3375
= 7 0|18 2| 3| 0| 3] o0 46 4 12 127 3175




8 0 14 | 18 1 8 12 6 59 6 10 124 3100

9 0 12 | 15 0 8 9 0 44 4 11 120 3000

11 18 | 20 0 23 | 15 0 11 87 5 17 137 3425

12 13 | 18 0 24 | 15 0 6 76 5 15 135 3375

13 0 12 | 17 0 9 12 0 50 4 13 118 2950

14 0 15 | 15 0 4 7 0 41 4 10 123 3075

15 0 10 | 21 | 10 0 6 12 59 5 12 128 3200

1 17 | 23 0 21 | 14 0 8 83 5 17 122 3050

2 17 | 23 0 4 17 0 14 75 5 15 130 3250

3 18 | 23 0 6 18 0 14 79 5 16 125 3125

4 16 | 21 0 8 18 0 14 77 5 15 141 3525

5 16 | 24 0 11 | 12 0 13 76 5 15 133 3325

. 6 0 18 | 18 6 2 6 13 63 6 11 130 3250

% 7 15 | 20 0 6 16 0 14 71 5 14 142 3550

3 8 16 | 21 0 7 14 0 12 70 5 14 124 3100

g‘ 9 16 | 22 0 0 4 4 10 56 5 11 125 3125
o

11 0 20 | 15 7 0 9 13 64 5 13 120 3000
12 14 | 22 0 12 | 15 0 13 76 5 15 132 3300
13 19 | 24 0 12 | 15 0 11 81 5 16 132 3300
14 15 | 21 0 9 9 0 13 67 5 13 133 3325
15 0 22 | 19 0 1 6 12 60 5 12 130 3250
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