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Souhrn

Antibioticka rezistence je celosvétovym problémem, ktery zasadnim zptisobem ovlivituje lidské zdravi. Vlivem
enormniho uzivani antibiotik dochazi k podpofe vzniku rezistentnich kment bakterii, které se stale castéji stavaji
odolngjsi viéi bézné 1é¢be. 1 piesto, Ze se problematika antibiotické rezistence tyka zejména klinické a veterinarni
mediciny, hraje pfi jejim pfenosu vyznamnou roli i vodni prostfedi. V ramci této pilotni studie byla sledovana
antibiotickd rezistence kment Escherichia coli v povrchovych vodach s ohledem na moZné ovlivnéni
vypousténymi odpadnimi vodami z blizkych cistiren odpadnich vod. Zjisténé vysledky ukazaly v analyzované
sad¢ vzorkl vysoky vyskyt antibiotické rezistence, z celkem analyzovanych 182 kmeni E. coli z 53 vzorki byla
u 68 % detekovana rezistence. Vyrazné pievazovaly kmeny vyznacujici se rezistenci k jednomu antibiotiku.
Nejcastéji byla zjiSténa rezistence ke gentamicinu (54 %), fosfomycinu (17 %) a k cefuroximu. Rezistentni kmeny
byly nalezeny na vSech lokalitach, byly izolovany i kmeny multirezistentni. Mezi lokality s nejvys§imi pocty
antibiotik, ke kterym byla zjisténa rezistence, patfily Vltava-Roztoky a Drahansky potok. Jediny profil bez
sledované multirezistence byl Vltava-Sedlec. Ve vzorcich z UCOV byly nalezeny ve vét§i mife rezistentni
i multirezistentni kmeny. Multirezistentni pfevazovaly na odtoku, kde byl zji§tén i kmen rezistentni soucasné
k 6 antibiotikim. Nase pilotni studie potvrdila velky vyznam vodniho prostfedi z pohledu vyskytu a Sifeni
antibioticky rezistentnich mikroorganismi, kterému bude nutné se nadale intenzivné vénovat.

Kli¢ova slova: antibioticka rezistence; antibiotika; AMR; mikrobialni kontaminace; povrchové vody; Escherichia
coli, ¢istirny odpadnich vod

Summary

Antibiotic resistance is a worldwide problem that has a major impact on human health. The enormous use of
antibiotics is contributing to the emergence of resistant strains of bacteria, which are increasingly becoming more
resistant to conventional treatments. Although antibiotic resistance is mainly a clinical and veterinary issue,
the aquatic environment also plays an important role in its transmission. In this pilot study, the antibiotic resistance
of Escherichia coli strains in surface waters was investigated with regard to the potential impact of discharges
from nearby wastewater treatment plants. The results showed a high prevalence of antibiotic resistance in the set
of samples analysed, with 68% of the total 182 E. coli strains analysed from 53 samples having resistance detected.
Strains characterized by resistance to one antibiotic were significantly predominant. Resistance to gentamicin
(54%), fosfomycin (17%) and cefuroxime were the most frequently detected. Resistant strains were found at all
sites, and multiresistant strains were also isolated. The sites with the highest numbers of antibiotics to which
resistance was found were VItava-Roztoky and Drahansky stream. The only profile without observed
multiresistance was Vltava-Sedlec. Both resistant and multiresistant strains were found to a greater extent
in the samples from the WWTP. Multiresistant ones were predominant at the outflow, where a strain resistant
simultaneously to 6 antibiotics was also detected. Our pilot study confirmed the great importance of the aquatic
environment in terms of the occurrence and spread of antibiotic resistant microorganisms, which will need
to be intensively addressed in the future.

Keywords: antimicrobial resistance; antibiotics; AMR; microbial contamination; surface waters; Escherichia coli;
wastewater treatment plants

Uvod

Antibioticka rezistence (AMR) je problém celosvétové tirovné, ktery si ziskava ¢im dal vice pozornosti.
Naduzivani nebo také nespravné uzivani antibiotik (ATB) vede k vytvafeni selekcniho tlaku, a tim
rozvoji rezistentnich kmenti. Relevantni riziko predstavuji hlavné klinicky patogenni rezistentni
bakterie. Postupna ztrata funkcnich 1€kt by mohla zapficinit, ze bézné bakterialni infekce se stanou pro
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wevr

s klinickym nebo veterinarnim prostiedim, panuje shoda, ze dynamika pienosu a §ifeni je mnohem Sirsi
a hraje zde dtlezitou roli i Zivotni prostiedi, nicméné pfesny mechanismus zatim neni znam.

Jeden z nejvétSich zdroji bakteridlni kontaminace zivotniho prostfedi piedstavuji Cistirny odpadnich
vod (COV). I pies soucasné vyspélé technologie &isténi a do¢istovani odpadnich vod (napt. UV
dezinfekce) se z COV dostava do recipientl velké mnozstvi bakterii fekalniho piivodu. Pravé COV
vytvaii idealni prostiedi pro mnoZzeni bakterii i pro horizontalni pfenos gent rezistence. Zaroven se zde
nachazi zbytky 1é¢iv, které mohou pozitivné piisobit na selekéni tlak. Tim jsou COV &asto oznacovéany
za tzv. hotspoty Sifeni AMR do Zivotniho prostiedi [1]. Bakterie s AMR se pak mohou déle §ifit vodnim
tokem, kterda mize byt i dale vyuzivana pro rekreaci nebo zavlazovani v zemédé€lstvi. Mohou se tak
dostavat do zivotniho prostfedi a napomoci v §ifeni rezistence [2]. Tato studie slouzi jako pilotni
monitoring stavu antibiotické rezistence v povrchovych vodach v useku Vltavy pod Prahou a jejich

pfitocich.
Metodika

Odbéry vzorkt probihaly pribézné od prosince 2022 do listopadu 2023. Monitorovan byl tsek Vltavy
dlouhy piiblizng 10 km po proudu od zausténi Ustiedni &istirny odpadnich vod (UCOV) Praha —
od Trojské lavky po pé&si lavku v Rezi. Dale byly monitorovany piitoky v tomto tiseku, na které jsou
napojené mensi lokalni Cistiny odpadnich vod. Jednalo se o potoky Drahansky, Unéticky,
Premyslensky, Klecansky a Podmoransky. Mapa s misty odbért je vyznacena na obr. 1, jejich blizsi
charakteristika je v tabulce 1.

Tab. 1: Charakterizace odb&rovych profilii s poéty izolovanych kmenti E. coli

= 4 Srové Pocet
o Nizev odbérového Popis odbérovych profili izolovanveh
a profilu \
kmeni
COV nad profilem E. coli
C s stied toku, cca 900 m nad UCOV
1 | Vitava - Trojska lavka | p o mensi prazské COV 10
levy bieh Vitavy pod vypusti UCOV
2 | Vltava - Podbaba Praha na konci Cisafského ostrova; o
voda neni promichana UCOV Praha 18
) levy bieh Vltavy pobliz malé plaze,
3 | Vltava - Sedlec cca 2 km pod UCOV 0OV Praha 8
stied toku cca 6 km pod UCOV
4 | Vitava—Roztoky | 4 s piivoru) UCOV Praha, COV Roztoky 21
6 | Vitava - Rer stfedvtokurcca 10 km pod UCOV mensi COV na piitocich, ucov
(odbér z lavky) Praha, COV Roztoky 19
7 | Drahansky potok pravostranny pfitok Vltavy COV Dolni Chabry 8
11 | Unéticky potok levostranny pfitok Vitavy COV Tuchoméfice, CKV+COV Sever 11
8 | Pfemyslensky potok | pravostranny pfitok Vltavy COV Zdiby 12
9 | Klecansky potok pravostranny pfitok Vitavy COV Klecany 17
10 | Podmoransky potok | levostranny piitok Vltavy COV Velké Prilepy 8
11 | UCOV odtok smésné prutokove zavislé 24h vzorky 36
12 | UCOV pritok smésné prutokové zavislé 24h vzorky 14

Povrchové vody byly odebirany jako prosté vzorky piimo do vzorkovnice. Vzorky od UCOV Praha
byly jednou mési¢n€ odebirany pracovniky Cistirny jako smésné prutokoveé zavislé 24h vzorky.
Po odbéru byly vzorky ihned pievezeny do mikrobiologické laboratofe a zpracovany standardni
kultiva¢ni metodou pro stanoveni E. coli [3]. Z kazdého vzorku byly izolovany 4 kmeny E. coli,
u kterych byla zjistovana AMR diskovou difizni metodou. Pocty izolovanych kment se u jednotlivych
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odbérovych profilt z technickych divodu lisily. Z jednotlivych kment byly vytvofeny suspenze, které
byly rovnomérné naneseny na misky s Mueller-Hinton agarem. Poté byly pomoci aplikatoru na agar
umistény disky obsahujici antibiotika o riznych koncentracich (tabulka 2). Po 24hodinové inkubaci pfi
36 °C byly odecteny inhibi¢ni zény jednotlivych antibiotik. Vybér antibiotik, jejich koncentrace
a breakpoint priméry zén rezistence byly zvoleny podle tabulek Evropské komise EUCAST [4].

20

z Klecansky p.
@ Premyslensky p.
Podmoransky p. 0
Roztoky

Unéticky p.®

Drahansky p.

(©)

Sedlec

Podbaba

!

ucov Trojska lavka

Obr. 1: Mapa s vyzna¢enymi odbérovymi lokalitami

Tab. 2: Seznam pouZitych antibiotik a jejich obsah

Antibiotikum Zkratka Obsah antibiotika v disku (ng)
Cefuroxime CXM 30
Cefotaxime CTX 5
Cefepime FEP 30
Gentamicin CN 10
Sulphamethoxazole/Trimethoprim SXT 25
Chloramphenicol C 30
Fosfomycin FOS 50
Nitrofurantoin F 100
Meropenem MEM 10
Vysledky

Celkem bylo analyzovano 182 kmeni E. coli z 53 vzorktl, z nichz u 68 % byla detekovana rezistence.
Vyrazné pievazovaly kmeny vyznacujici se rezistenci k jednomu antibiotiku. U 36 kmend (20 %) byly
detekovany multirezistence, jejich piehled je zobrazen na obr. 2 a 4. Nejcastéjsi antibiotikum,
ke kterému byla zaznamenana rezistence, byl gentamicin (CN), rezistence se vyskytovala u 98 kmenti
(54 %). K antibiotiku fosfomycin (FOS) byla zjisténa rezistence u 23 kment (17 %), k cefuroximu
(CXM) u 14 kment (8 %). Rezistence k dal$im testovanym antibiotikim byla nasledujici: SXT
13 kmenti (7 %), C 12 kmeni (6,5 %), CTX 9 kment (5 %), FEP a F 8 kmenti (4 %), MEM 4 kmeny
(2 %). Prehled antibiotického profilu multirezistentnich kment je uveden na obr. 3.
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Obr. 2: Rozdéleni analyzovanych kment E. coli podle poétu antibiotik, na ktera byla zjisténa rezistence (vlevo).
Cetnost vyskytu AMR k jednotlivym antibiotiklim u izolovanych kmenti E. coli (vpravo)

Antibioticky profil multirezistentnich kmend
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Obr. 3: Antibioticky profil analyzovanych kment E. coli s kombinacemi multirezistence

Blizsi pohled na kmeny, u kterych byla zjisténa rezistence na vice antibiotik, ukazuje velkou variabilitu
v jednotlivych kombinacich (obr. 3). Nejcastéji se vyskytoval multirezistentni kmen s kombinaci
gentamicin-fosfomycin s poc¢tem vyskytd 9. Druha nejcastéjsi kombinace byla gentamicin-
sulphamethoxazole/trimethoprim u 3 kment.

Spoleénym rysem pro kmeny, rezistentni vuci vice jak tfem antibiotikim, byla rezistence vuci
cefuroximu. S jednou vyjimkou (lokalita Vitava-Roztoky) tomu tak bylo i u cefotaximu. Jediny profil
bez sledované multirezistence byl Vltava-Sedlec (obr. 4 a 5).
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Obr. 4: Vyskyt rezistence k jednotlivym antibiotikiim na sledovanych lokalitich
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Obr. 5: Pocet antibiotik, ke kterym byla zjisténa rezistence u kment izolovanych na sledovanych lokalitach

Na obr. 4 je zobrazen vyskyt rezistence k jednotlivym testovanym antibiotikiim na vSech sledovanych
lokalitach. Na obr. 5 jsou zobrazeny pocty antibiotik, na n€z byla zjisténa rezistence a multirezistence.
Rezistentni kmeny byly nalezeny na vSech lokalitach.

Na obr. 6 jsou zobrazeny poéty ATB rezistentnich kmenti u vzorki na piitoku a odtoku z UCOV Praha.
U pritoku i odtoku jsou nejcastéji zastoupeny kmeny s rezistenci na jedno ATB, coz bylo zjisténo
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i u celého analyzovaného souboru izolati. U odtoku byl zaznamenan vétsi pocet nerezistentnich kmenti
oproti pfitoku, nicméné precisténa voda obsahovala vys§i pocet multirezistentnich kmenti. Byl zde
detekovan kmen s rezistenci viii Sesti antibiotikiim, coZ je nejvyssi hodnota ze vSech analyzovanych
kmend.
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Obr. 6: Vyskyt rezistentnich kmend E. coli u piitoku a odtoku z UCOV

Situaci u pfitok Vltavy zachycuje obr. 7. Opét je zde nejcastéji zachycena rezistence vici jednomu
antibiotiku. Drahansky potok byl jediny ze vSech sledovanych lokalit, u kterého nebyl detekovan kmen

bez rezistence.
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Obr. 7: Vyskyt rezistentnich kmena E. coli u pfitoki Vitavy

Diskuze a zavér

Tato pilotni studie analyzuje pouze maly usek z celkové dynamiky Siteni AMR ve vodnim prostredi.
Slouzi jako pocatecni vhled do problematiky vyskytu antibiotické rezistence v povrchovych vodach
V této oblasti se zamé&fenim na mozné vlivy UCOV a pfitokii s napojenymi mensimi lokalnimi
Cistirnami. Pocet kment s prokdzanou rezistenci na alespon jedno antibiotikum neni zanedbatelny.
Z celkem 182 analyzovanych kment byla zjisténa rezistence u 68 %, pricemz kazdy druhy kmen byl
rezistentni vac¢i gentamicinu (CN). Gentamicin byl pouzit jako jedno z prvnich Sirokospektrych
antibiotik ze skupiny aminoglykosidd, které je dodnes pouzivano jako silné a zna¢né toxické 1é¢ivo proti
vaznym infekcim, Casto je podavané v kombinaci s dal$imi beta-laktamovymi antibiotiky a je vyuZzivan
piedevsim v chirurgii [5]. Je znam pro sviij pravidelny vyskyt rezistence [6]. Pivod pfitomnosti druhé
nejcastéjsi detekované rezistence k fosfomycinu je pochopitelngjsi. Jedna se o bézné antibiotikum
pouzivané pro 1éceni nekomplikovanych urindlnich infekci zptisobené i E. coli. Vyuziva se také proti
jiz rezistentnim kmentm bakterii [7].
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V nasi studii bylo analyzovano 182 kment E. coli z 53 vzork®, z nichZz u 68 % byla detekovana
rezistence. Vyrazné¢ prevazovaly kmeny vyznacujici se rezistenci k jednomu antibiotiku. Nejvys$si pocet
antibiotik, ke kterym byla zaznamenana rezistence u jednoho bakterialniho kmene, bylo 6. Jednalo se
0 kmen izolovany ze vzorku odtoku UCOV Praha. Mezi dalsi lokality s nejvy3§imi poéty antibiotik,
ke kterym byla zjidténa multirezistence, jsou Vltava-Roztoky, Drahansky potok nebo piitok UCOV.
Jedné se tedy o lokality spjaté s ustfedni Cistirnou, pfitoky ale i misto na fece jiz pomérné vzdalené
(6 km) od vyutsténi UCOV.

Celkové vychdzely primérné pocty zjisténych rezistenci k jednomu antibiotiku nejvyssi u pfitoku
i odtoku z prazské UCOV. Naopak tseky povazovane za nej¢istsi z pohledu mikrobialni kontaminace
(Trojska lavka a Vltava-Rez) neobsahovaly kmeny vykazujici rezistenci k vice jak 2 antibiotikim
najednou.

Cistirny odpadnich vod jsou obecné povazovany za hotspoty AMR. I pies velkou redukci zne&isténi vod
(a tim 1 redukci AMR) se odtud dostdva mnozstvi rezistentnich bakterii a jejich genl rezistence
do recipientu [8]. Kmeny E. coli rezistentni k vybranym antibiotikim byly detekovany v celém
sledovaném tuseku Vltavy a v jejich pritocich. S vyjimkou lokality Vltava-Sedlec byly vzdy nalezeny
multirezistentni i kmeny.

S ohledem na pilotni typ studie, v niz dosud nebylo mozné systematicky zpracovat reprezentativni sady
vzorki, nelze nase zavéry zobecnit a prifadit konkrétnim zdrojim. Nicméné zjistény vysoky vyskyt
antibioticky rezistentnich E. coli je alarmujici a problematice by méla byt nadale vénovana patii¢na
pozornost.
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