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ABSTRAKT

Antimikrobidlni rezistence (AMR) se v poslednich desetiletich dostala mezi celosvétové
problémy s vysokou prioritou. Jeji zavaZnost spociva v kriticky se zvySujicim poctu
patogennich bakterii, které nesou geny rezistence na diive bézné fungujici antibiotika (ATB),
¢imz se stavaji zdravotni hrozbou. Vyskyt rezistence je disledkem dlouhodobého nespravného
uzivani ATB v humanni a veterinarni praxi (S nejvyznamnéj$im piispénim rozvojovych zemi).
V roce 2017 upozornila OSN, ze se problém netyka jen uvedenych oblasti a Ze vyznamnym
rezervoarem a vektorem Sifeni AMR muize byt i Zivotni prostiedi. Problematika AMR byla
zatazena do iniciativy ,,One Health“, ktera je zaloZena na spoleéném pfistupu v boji S AMR
napfic sektory zdravotnictvi, zemédélstvi a Zivotniho prostfedi. AMR se do vodniho prostfedi
dostava ve form¢ rezistentnich bakteridlnich kmenti (ARB) nebo genl rezistence (ARGQG)
vylu¢ovanych pacienty pres komunalni Cistimy odpadnich vod (COV), splachy nebo
zemédelskymi odpady.

V nasi studii byl proveden screening vyskytu antibiotické rezistence na vybrand ATB
(cefuroxim, cefotaxim, cefepim, gentamicin, sulphamethoxazol/trimethoprim, fosfomycin,
nitrofurantoin a meropenem) u indikatorové bakterie Escherichia coli (E. coli), izolované
z povrchovych vod a odpadnich vod na pfitocich a odtocich z COV. K detekci rezistence byla
pouzita kultivac¢ni diskova difuzni metoda. E. coli s prokazanou rezistenci byla stanovena téméf
ve 100 % testovanych vzorkl s vyjimkou rezistence na nitrofurantoin a meropenem ve vzorcich
kategorie nad zausténim COV. Nejvyssi podily rezistentnich E. coli byly zjistény pro
gentamicin, a to ve vSech kategoriich. Prok4zan byl také vyskyt multirezistentnich kmeni a
kmenu s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz (ESBL).

Zachyty vysokych poctd rezistentnich ¢i multirezistentnich kmend E. coli v c¢isténych
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AMR, coz muze byt disledkem mozného pienosu rezistence mezi bakteridlnimi kmeny v



podminkach COV. Zavéry screeningu ukazuji na potiebu detailniho studia AMR Vv Zivotnim
prostredi, které je nezbytné pro tispéch ve snahach o snizeni aktualnich zdravotnich hrozeb

predstavovanych antibiotickou rezistenci v CR 1 ve svéte.
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Antimikrobidlni rezistence (AMR) je schopnost bakterii odolavat ucinku ATB, tj. latek, které
je dokazou usmrtit nebo zastavit jejich rist. Piirozend vlastnost kazdého organismu, vcetné
bakterii, je prezivat a mnozit se. Pokud jim v tom brani kontakt s ATB, pokusi se najit zptisob,
jak se jejich negativnimu ucinku vyhnout. Takto dochazi ke vzniku mutaci a genetickych
prenost, které zpisobuji, ze se ptivodné citlivé bakterie stavaji viic¢i pisobeni ATB caste¢né
nebo zcela odolné. Hlavni pfi¢inou je nadmérny kontakt bakterii s ATB zplsobeny jejich
nespravnym nebo nevhodnym uzivanim a vyskyt ATB v prostiedi. Disledkem je fakt, ze se
dnes ve svéteé vyskytuji nebezpecné rezistentni bakterie, na které nefunguji bézna ani rezervni
ATB. V soucasné dob¢ se proti nim dokdzeme branit pouze pomoci vyssich davek nebo jinym
drunem ATB, kterych je vSak omezené mnozstvi, coz pro pacienty mize znamenat veEtsi
zatiZzeni organismu a vice nezadoucich ucinkili. Souc€asné 1 zde existuje moznost, Ze si bakterie
najde cestu, jak nad ATB zvitézit. Uvadi se, ze v EU kazdorotné zemie pies 35 000 lidi
v souvislosti s AMR [1, 2].

K sifeni AMR pfispiva vylucovani ATB do odpadnich vod (az 80 %) a naduzivani ATB v
zemédélském sektoru, kde do roku 2006 — a v nékterych zemich mimo EU dosud — bylo
praktikovano preventivni podavani ATB chovnym zvifatim za uc¢elem urychleni ristu. Dosud
malo prozkoumanym zdrojem AMR je vznik rezistentnich bakterii v Zivotnim prostiedi
kontaminovaném ATB. V klinickém sektoru pfispiva ke vzniku AMR uzivani Sirokospektrych
ATB, jez pusobi proti Sirokému spektru bakterii, poddavkovani doporucenych lécebnych
davek, které zpisobi adaptaci bakterii na nizké hladiny ATB, a nediisledna diagnostika ptivodce
nemoci, napt. 1écba virovych infekci ATB.

Pusobeni ATB komplikuje také schopnost nékterych bakterii, véetné E. coli, produkovat
sirokospektré beta-laktamazy (Extended Spectrum Beta-Lactamases — ESBL), jez hydrolyzuji
Casto pouzivana ATB (mj. peniciliny a cefalosporiny).

Studiu AMR a dopadiim jejiho Sifeni se intenzivné vénuje klinické a veterinarni medicina na
evropské i svétové urovni. V roce 2019 zaradila WHO AMR mezi deset nejvyznamnéjsich
zdravotnich hrozeb, v roce 2022 Evropska komise spolu s ¢lenskymi staty EU oznacila AMR

za jednu ze tfi prioritnich zdravotnich hrozeb [3]. V ¢ervnu 2023 piijaté doporuceni Evropské



rady o posileni opatieni EU pro boj proti antimikrobialni rezistenci v ramci pfistupu "One
Health" [4] nové obsahuje konkrétni cile, jichz by mél kazdy ¢lensky stat do roku 2030
dosahnout. Pro CR jsou cile uvedeny ve Strategii Narodniho antibiotického programu Ceské
republiky na obdobi 2024—2030:

a) snizeni celkové spotieby ATB 0 9 % (ve srovnani s rokem 2019), pficemz alesponi 65 %
pouzivanych ATB by ve vSech staitech EU méla tvorit zakladni, uzkospektra ATB; b) snizeni
celkové incidence infekci krevniho fecisté, jez jsou zpusobeny bakteriemi rezistentnimi vici
ATB; incidence by mé¢la klesnout u meticilin rezistentnich Staphylococcus aureus o 6 %, u E.
coli rezistentnich k cefalosporiniim 3. generace o 5 % a u Klebsiella pneumoniae rezistentnich
ke karbapenemiim o 2 %.

Problematika AMR v Zivotnim prostfedi donedavna nepatfila mezi prioritni zajmy. Poznatky
prokazujici jeji vyznam byly akceptovany v roce 2017 ve studii OSN Frontiers 2017 [5-7].
Profesor W. Gaze upozornil, ze vypousténi ATB je prehlizenym problémem, ktery vSak mize
byt klicovy pfi rozvoji rezistentnich kmeni, a vyvolal piislib feSit AMR napfic¢ sektory, jenz
vyustil v iniciativu “One Health”. Riziko spociva v tom, ze vétSina ATB se v nemetabolizované
formé spolecné s rezistentnimi bakteriemi (ARB) dostava do vody a pidy, kde se setkava s
environmentalnimi bakteriemi a vznikaji zde podminky pro vzajemnou vyménu genetické
informace. K ptenosu dale ptispivaji podminky prostiedi a dal§i kontaminanty (tézké kovy,
dezinfekéni prostiedky, aj.), které mohou zvysit selekéni tlak, a tim potencial vzniku velkého
mnozstvi novych rizikovych rezistenci. Byly nalezeny patogenni bakterie s klinicky
vyznamnymi geny, pochazejicimi z Zivotniho prostiedi [7]. Dosud byly rezistentni 1
multirezistentni bakterie, tj. ty, jez nesou rezistenci k vice nez tiem skupinam ATB, nalezeny
ve vSech typech vod véetné podzemnich. Kontaminace rezistentnimi bakteriemi nebo geny
rezistence je rizikova pro zdroje pitnych vod a povrchové vody vyuzivané ke koupéni, kde miize
dojit k pienosu fekalné-ordlni cestou do lidského téla. Kontaminace potravinového fetézce
AMR muze nastat u vod k zavlazovani, akvakultur a aplikaci ¢istirenskych kala i statkovych
hnojiv na zemédélskou ptdu [8]. Mechanismy mozné kontaminace vodniho prostfedi AMR
jsou schematicky znazornény na obr. 1.

Vodni prostfedi je kontaminovéano rezistentnimi bakteriemi primarné ptes Cistirny odpadnich
vod (COV), které jsou povazovany za hot-spot pro sifeni AMR ve vodnim prostiedi. Do COV
se ARB dostavaji spolu s ATB z traviciho a vylucovaciho ustroji ¢lovéka a jsou zde —
Vv zavislosti na jejich stabilité¢ ve vodnim prostfedi — pfitomna v rizném stupni metabolizace. |
pfes vysokou ucinnost stavajicich Cistirenskych technologii, jeZ dosahuje pfi odstrafiovani

mikrobialniho znecisténi hodnot kolem 99 %, je do recipientu uvoliiovano velké mnozstvi ARB



a ARG. V disténych komunalnich odpadnich vodach a odpadnich vodach z vyroby Iéciv
vypousténych do vodnich tokt je spolu s malo zndmymi produkty jejich rozkladu ptitomno také
velké mnozstvi ATB, jeZ nelze sou¢asnymi technologiemi odbourat. Pro doplnéni informaci o
vyskytu AMR v populaci napojené na jednotlivé COV [4] se vyuZivaji také udaje ziskané pii
monitoringu surovych odpadnich vod na principu WES (Wastewater and Environmental
Surveillance).

Znalost aktualniho stavu vyskytu AMR v Zivotnim prostiedi v CR je na velmi nizké urovni a je
nezbytné, v navaznosti na aktivity dalSich zemi EU, pfispét k jejimu rozsiteni, aby byly ziskany
podklady pro uc¢innou ochranu zdravi lidi a Zivotniho prostiedi.

V CR aktualné neprobiha zadny systematicky monitoring vodnich tokt s ohledem na vyskyt
AMR. Informace o stavu lze odvodit pouze z vyzkumnych aktivit nékolika védeckych tymu,
které se touto problematikou z riznych pohledi zabyvaji (napf. Vysokéa Skola chemicko-
technologicka, Praha, Univerzita Pardubice, Veterinarni univerzita, Brno, Statni zdravotni
ustav, Praha). Zajem o problematiku AMR podporuje aktualizovand smérnice o CiSténi
méstskych odpadnich vod 271/91/EHS, ktera vejde v platnost na podzim 2024. V ramci této
smérnice se ocekava fada zmén, jeZ pomohou zvysit kvalitu povrchovych vod a snizit zdravotni
rizika spojena s jejich uzivanim. Postupné by m¢l byt zaveden monitoring latek, které mohou
mit vliv na lidské zdravi, kam je vedle AMR =zafazen napif. monitoring virti, PFAS
(perfluorované a polyfluorované alkylové latky) a mikroplasti. Problematika by méla byt
V budoucnu zatazena i do Rdmcové smérnice o ochrané vod 2000/60/ES.

Nasim cilem bylo ziskat prvotni informace o vyskytu AMR v povrchovych a odpadnich vodach
v CR. Screening byl zaméfen na zjisténi vyskytu antibiotické rezistence na vybrana ATB u
indikatorové bakterie E. coli, izolované z povrchovych a odpadnich vod na ptitocich a odtocich

z COV pomoci diskové difuzni metody.
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Obr. 1. Mechanismy mozného §iteni AMR vodnim prostfedim

Fig. 1. Mechanisms of potential spread of AMR in the water environment

METODIKA

Odbér vzorku

Pro moznost porovnani vlivu COV byly do studie vybrany lokality povrchovych vod
Z patetnich vodnich tokli nad a pod zatsténim komundlnich odpadnich vod z velkych
méstskych aglomeraci s jednotnou kanalizaci a vzorky povrchovych vod z mensich vodnich
tokli zausténych do Vltavy. Soucasné byly analyzovany vzorky odpadnich vod na pfitoku a
odtoku z téchto COV. Vzorky byly odebirany priibézné v letech 2022—2024 a byly zatazeny do
kategorii NAD (13 vzorki z vodnich tokii nad velkymi komunalnimi COV), POD (53 vzorki
z tokdi pod zausténim &isténych odpadnich vod z velkych komunalnich COV ve vzdalenosti 500
m az 10 km), PRITOK (19 vzorkt z piitoktt do COV po hrubém mechanickém piedéisténi),
ODTOK (26 vzorkii &isténych odpadnich vod na odtocich z COV s riiznymi technologiemi
¢isténi) a POTOK (20 vzorkl z rizné vodnych pfitokii Vitavy, do nichZ jsou zaustény mensi
COV a dalsi vypustd). Celkem bylo do studie zahrnuto 131 vzorkd. Vzorky byly odebirany

standardnim zpisobem odbérti pro mikrobiologickou analyzu.

Postup izolace E. coli a stanoveni citlivosti na antibiotika diskovou difazni metodou
Ve vzorcich byly kultivaéné na mFC agaru stanoveny bakterie E. coli [9]. Z kazdého vzorku

byly, v optimalnim ptipad¢ vybrany a izolovany, ¢tyfi typove odlisné kmeny E. coli, u nichz



byla zjistovana AMR diskovou diftizni metodou. Cista bakterialni kultura vyrostla pfes noc na
pevné neselektivni ptidé (Trypton Yeast Extract Agar) byla rozsuspendovéna ve fyziologickém
roztoku do stupné zékalu 0,5 + 0,1 dle McFarlandovy zakalové stupnice, tj. 1-2 X 108 bun&k/ml.
Suspenze byla rovnomérné nanesena na misky s Mueller-Hinton agarem, na které byly nasledné
pomoci aplikatoru umistény disky obsahujici ATB o rtiznych koncentracich (tab. 1). Po 18 +
2hodinové inkubaci pii 36 £+ 2 °C byly odeéteny inhibi¢ni zony jednotlivych ATB (breakpoint
priméry inhibi¢nich zon byly zvoleny podle tabulek EUCAST [10]), viz obr. 2. ATB a jejich
koncentrace byly vybrany na zaklad¢ informaci o vyskytu rezistence v klinické oblasti,
pouzivani ATB v CR a vlastnosti ATB ve vodnim prostiedi tak, aby bylo pokryto co nejvice
skupin ATB (zdroj: NRL pro ATB SZU, EUCAST [10]).

Tab. 1. Seznam pouzitych ATB a jejich koncentrace v discich

Tab. 1. List of used antibiotics and their concentration in the discs

koncentrace

antibiotika v
antibioti kum zkratka disku (pg) skupina
cefuroxim CXM 30|cefalosporiny 2. generace
cefotaxim CTX 5|cefalosporiny 3. generace
cefepim FEP 30| cefal osporiny 4. generace
gentamicin CN 10|aminoglykosidy
sulphamethoxazol /trimethoprim |SXT 25|sulfonamidy
fosfomycin FOS 50|Sirokospektra ATB
nitrofurantoin F 100 |nitrofurany
meropenem MEM 10 | karbapenemy

Obr. 2. Inhibi¢ni zony testovaného kmene E. coli, piiklad citlivého (zfetelna inhibi¢ni zona

kolem disku s ATB) a rezistentniho kmene (mala nebo Zadna inhibiéni zéna kolem disku s
ATB); velikost inhibi¢ni zony je uvedena v EUCAST



Fig. 2. Inhibition zones of the tested E. coli strain, example of a sensitive (obvious inhibition
zone around the antibiotics disc) and resistant strain (small or none inhibition zone around the

antibiotics disc); the size of inhibition zones is given in EUCAST

Stanoveni E. coli s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz

Stanoveni rezistence E. coli na vybrana ATB byla doplnéna detekci produkce sirokospektrych
beta-laktamaz (ESBL).

Zvoleny objem vzorku (obvykle 1-100 ml) byl piefiltrovan pies sterilni nitrocelulézovy
membranovy filtr o porozité 0,45 um, ktery byl poté umistén na misku s TBX agarem (Tryptone
Bile X Glukoronide agar) s pfidavkem cefotaximu (4 pg/ml). TBX agar bez ATB slouzil ke
zjisténi celkového poctu E. coli ve vzorku vody. Kultivace probihala v termostatu pfi teploté
36+ 1 °C po dobu 21 + 3 hod. Z kazdého vzorku byly CEtyfi presumptivni kolonie ESBL
pozitivnich kment E. coli podrobeny dvéma testim — CDT (Combination Disc Diffusion Test)
a DDST (Double Disk Synergy Test) podle postupu provedeni a interpretace vysledka [11], viz
obr. 3. Prikaz ESBL vyuziva inhibici hydrolyzy ATB kyselinou klavulanovou. U CDT se
pouzivaji cefalosporinové disky s obsahem cefotaximu a ceftazidimu a kombinované disky
cefotaxim/kyselina klavulanové a ceftazidim/kyselina klavulanova. Na jeden izolat se pouziji
Ctyfi disky (dva cefalosporiny a dva kombinované disky). Interpretace vysledki CDT testu (obr.
3) je zalozena na odectu velikosti inhibi¢nich zon kazdého cefalosporinu zvlast’ v porovnani s
kombinaci cefalosporinu a kyseliny klavulanové. U DDST se pouzivaji cefalosporinové disky
a klavulanovy disk. Principem je pouZiti cefalosporinovych diskl vedle klavulanového disku

se vzdalenosti 20 mm od stfedu. Po inkubaci se sleduje interakce mezi jednotlivymi

cefalosporiny a kyselinou klavulanovou (obr. 3).

Obr. 3. Prukaz produkce sirokospektrych beta-laktamaz u E. coli (vlevo: CDT test, vpravo:
DDST test)



Fig. 3. Establishment of extended-spectrum beta-lactamase production by E. coli (left: CDT
test, right: DDST test)

Hodnoceni vysledkii

Vzorky byly pro vyhodnoceni orientacniho vyskytu AMR v povrchovych a odpadnich vodach
rozdéleny do péti kategorii. Byly porovnany vzorky odebrané na piitocich (PRITOK) a
odtocich (ODTOK) z velkych COV, ve vodnich tocich nad (NAD) a pod (POD) zausténim
gisténych odpadnich vod z COV a v mensich vodnich tocich (POTOK), na nichZ jsou
lokalizovany mens$i COV. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny v ramci jednotlivych kategorii
a graficky zpracovany. Hodnoceni bylo provedeno pro ,,relativni procentudlni podil kment s
prokazanou rezistenci‘ na jednotlivd ATB. Ten byl ziskan dopoc¢tem realné otestovaného podilu
kment do celkového poctu E. coli ve vzorku.

Piesnost vysledku je zatizena relativné nizkym podilem testovanych kment (0,00004-0,19 %)
danym vysokym mikrobialnim zatizenim vzorkii povrchovych a odpadnich vod. Samostatné
byl hodnocen podil ESBL pozitivnich a multirezistentnich kment, tj. kment se soucasnou
rezistenci nejméné VUCi tfem skupindm ATB, ptficemz cefalosporiny 3. a 4. generace jsou

povazovany za jednu skupinu.

VYSLEDKY

V pribéehu let 2022-2024 bylo otestovano 131 vzorki vod z péti kategorii. Pocty vzorkd v
jednotlivych kategoriich pfinaseji tab. 2 a 3. V tab. 2 jsou dale uvedeny relativni procentualni
podily kment E. coli s prokazanou antibiotickou rezistenci na testovana ATB v jednotlivych
kategoriich, tab. 3 ukazuje pocty vzorkl s prokazanou antibiotickou rezistenci na testovana
ATB v jednotlivych kategoriich. Vysledky jsou graficky znazornény na obr. 4.

Nejvice vzorki bylo testovano z kategorie POD, do niz byly zatfazeny recipienty odpadnich vod
v raznych vzdalenostech (500 m az 10 km) od jejich usti. V této kategorii bylo otestovano 201
kmenu E. coli z celkové detekovanych vice nez 400 000. Byla nalezena rezistence na vSechna
testovana ATB, v porovnani s ostatnimi kategoriemi byl vysoky podil kment rezistentnich na
fosfomycin (22 %), v podobném podilu jako u kategorii PRITOK a ODTOK (17-24 %).
Nejcast&jsi byla rezistence na gentamicin (55 %), nejméné se, stejné jako u ostatnich kategorii,
vyskytovala rezistence na meropenem (1 %).

Nizs§i podily antibioticky rezistentnich kmend byly zjiStény v kategorii NAD, kam byly
zafazeny profily vétsich vodnich toki nad ustim COV. Tato kategorie slouzila ke kontrolnimu

porovnani stavu nad vici stavu pod Gstim velkych COV, které jsou povazovany za vyznamné



zdroje AMR. Nicméné i v této ,.kontrolni* kategorii byly nalezeny E. coli s rezistenci k Sesti
z osmi testovanych ATB. V zadném vzorku vsak nebyla nalezena rezistence na nitrofurantoin
a meropenem.

Dal§i vyznamné kategorie pro vzajemné porovnani byly PRITOK a ODTOK z COV. V obou
kategoriich byla, i pfes vyznamné sniZzeni po¢tu E. coli na odtocich diky dobré G¢innosti ¢isténi,
zjiSténa rezistence ke vSem testovanym ATB. Podil rezistentnich kmeni i pozitivnich vzorka
byl neoc¢ekavané vyssi v kategorii ODTOK. Vyjimkou byla rezistence na gentamicin, kterd byla
V obou kategoriich obdobn¢ vysoka (50-55 %). K nejvyznamnéjSimu navySeni podilu ARB
doslo u cefepimu, nitrofurantoinu a meropenemu.

V kategorii POTOK, kam byly zafazeny vzorky rizn¢ vodnych ptitokd Vitavy, do nichz jsou
zaustény mensi COV, byla rovnéZ prokazana rezistence na viechna testovana ATB. Podily
rezistentnich E. coli a vzorkl byly nizsi, podobné jako u kategorie NAD.

Nejvetsi podil rezistentnich E. coli a vzorka byl jednoznaéné zjistén u gentamicinu (46-55 %
kmentl), nejméné byla zastoupena rezistence na meropenem a nitrofurantoin (0-8 % kment).
Rezistence na cefalosporiny 2. generace byla zjisténa u 9-26 % kmenu E. coli, vyznamna byla
i u cefalosporinti 3. a 4. generace (3-23 % kmenti), viz obr. 5.

Mnoho kmeni E. coli vykazovalo multirezistenci (obr. 6). Nejcastéjsi byl vyskyt rezistence na
tii az pét skupin ATB v kategorii POD a ODTOK. V kategorii ODTOK byla zjisténa i
rezistence na Sest a sSedm skupin ATB.

V ¢asti vzorkll zpracovavanych pro mezinarodni aktivitu v ramci EIONET WG on AMR in
surface waters byly izolaty E. coli orientaéné testovany na produkci Sirokospektrych beta-
laktamaz. Takto bylo zpracovano pét vzorkd (25 izolatt) v kategorii POD a osm vzorki (33
izolatt) v kategorii ODTOK. Podil ESBL kment byl vysi ve vzorcich z odtoki COV (0,2-3,6
%), vyskyt ESBL pozitivnich E. coli byl prokazan i v recipientu odpadnich vod (kategorie
POD), viz tab. 4.

Tab. 2. Relativni podil kmenii E. coli s prokdzanou AMR v jednotlivych kategoriich

Tab. 2. Relative proportion of E. coli strains with proven AMR in each category
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Tab. 3. Pocty vzorkii v jednotlivych kategoriich s prokazanou AMR u E. coli




Tab. 3. Numbers of samples in each category with demonstrated AMR in E. coli
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Obr. 4. Relativni podil kment E. coli s prokazanou AMR v jednotlivych kategoriich

Fig. 4. Relative proportion of E. coli strains with proven AMR in each category
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Obr. 5. Relativni podil vyskytu rezistence na jednotliva ATB (véetné viceCetnych rezistenci; v
%)

Fig. 5. Relative proportion of occured resistence to individual antibiotics (incl. Multiple
resistence; in %)
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Obr. 6. Pocty kment E. coli s prokazanou rezistenci na 3—7 skupin ATB
Fig. 6. Number of E. coli strains with proven resistance to 3—7 groups of antibiotics

Tab. 4. Podil vzorkii s prokdzanou ESBL u E. coli
Tab. 4. Ratio of samples with proven ESBL in E. coli

Kategorie Pocet Pocet Pocet Podil ESBL ze vsech
vzorkd vzorkd testovanych | pozitivnich kment E. coli ve
kment kment vzorku [%]
POD 5 25 13 0-2,4
ODTOK 8 33 23 0,2-3,6
DISKUZE

Uloze Zivotniho prostiedi pii vzniku a §ifeni AMR je vénovéana stile vétsi pozornost. Na
zaklad¢ souCasnych poznatkli neni mozné piedpovédét intenzitu vyskytu AMR z jakychkoli
jinych udajt (napft. rezidui ATB, Zivin), proto je nutné AMR sledovat pfimo, tj. pomoci ARB
nebo ARG. Mezi ARB byva AMR nejcastéji sledovana u izolatt E. coli [12, 13]. V nasi studii
byly na pfitomnost AMR testovany izolaty E. coli z povrchovych a odpadnich vod. Pro
testovani byla zvolena predev§im takova ATB, na néz je v soucasné dobé dokumentovana

vyznamna rezistence v klinické sféfe a ktera pisobi obtize pii 1é€bé zavaznych infekci.



Nase vysledky potvrzuji, ze vyskyt AMR ve vodnim prostiedi neni ojedinély, naopak, v
prevazné vétsin€ analyzovanych vzorki (95 %) byla zjisténa u izolat E. coli rezistence alespon
k jednomu ATB. Nejcastéji Slo 0 rezistenci vici gentamicinu, fosfomycinu a beta-laktamovym
ATB. Gentamicin je ATB pouzivané proti vaznym infekcim. Casto je podavan v kombinaci s
dalSimi beta-laktamovymi ATB a je vyuzivan ptfedevSim v chirurgii [14]. Je znam pro Casty
vyskyt rezistence vici nému [15]. V piipadé fosfomycinu jde o ATB pouzivané pro 1é¢eni
nekomplikovanych mocovych infekei. Vyuziva se také proti jiz rezistentnim kmentim bakterii
[16]. K nejméné Castym patfil vyskyt rezistence na meropenem, zastupce karbapenemu. Tato
ATB patii mezi ta méné¢ uzivand, a to pro lécbu zéavaznych infekei zphsobenych
multirezistentnimi kmeny enterobakterii a nefermentujicich gram negativnich tyc¢ek. Rezistence
ke karbapenemtim je tedy z klinického a epidemiologického hlediska velmi zavazny problém
dokumentuji, ze podil rezistentnich enterobakterii z odpadnich vod v¢etné¢ E. coli muze
dosahovat hodnot od méné nez 1 % az do vice nez 20 %, zejména pokud jde o peniciliny,
cefalosporiny, chinolony a tetracykliny [12, 13, 19]. Podobnému tématu se vé€novala i prace
vyzkumného tymu z USA [20]. Autofi popisuji vyskyt AMR u salmonel, E. coli a enterokoku
v povrchové a odpadni vod¢. Jejich vysledky prokazaly vyskyt AMR u 9,6 % izolati salmonel,
6,5 % izolatd E. coli a 6,8 % izolat enterokokil. U izolatl E. coli byla nejcastéji zjisténa AMR
na tetracyklin a ampicilin. Podobné vysledky byly pozorovény i v rdmci jinych praci, napf. [21,
22]. V nasi studii bylo detekovdno 8 % (pro meropenem) az 55 % (pro gentamicin) kmeni s
prokéazanou rezistenci. Celkové pak 60 % vSech kmenl vykazovalo rezistenci alespon k
jednomu ATB. Vzorky z odtokit COV obsahovaly vyznamné vyssi podil rezistentnich kmend,
zejména na cefepim, nitrofurantoin a meropenem, coz muze byt obavanym disledkem
vhodnych podminek k prenosu rezistence v technologiich COV. Vodnimu prostiedi se
nevyhyba ani pfitomnost multirezistentnich kment. Ty byly izolovany pfevazné z povrchovych
vod pod zausténim odpadnich vod a v odtocich z COV. Potvrzuje se tedy predpoklad, ze COV
pusobi jako hot-spoty pro Sifeni AMR.

ESBL byla zjisténa u nadpolovicni vétsiny izolatu E. coli, s podilem az 3,6 % ze vSech kmenti
E. coli ve vzorku. Tyto nalezy nejsou vyjimkou, byly potvrzeny napf. i jiz vySe uvedenymi
autory [20]. Rezistence k beta-laktamovym ATB, zejména prostiednictvim Sirokospektrych
beta-laktamaz a karbapanemaz, nariista a je vyznamnym celosvétovym problémem.

Stavajici technologie c¢isténi odpadnich vod nejsou schopny dostatecné odstranit AMR.
Resenim by mohlo byt ¢isténi odpadnich vod p¥imo u zdroje (nemocnice, pedovatelské domy,

domovy pro seniory, jatka, apod.), tedy diive, nez se zneGiiténi dostane do COV



(https://www.niva.no/en/projects/hotmats). Pozornost je ¢asto cilena na testovani pokro¢ilych
postupti (napi. ozonace, vyuziti UV), nano a ultrafiltraci, ale i ptirodé blizka feSeni (napf.
kotenové Cistirny) [23-25].

Vyznamnym problémem se jevi také import rezistentnich bakterii ze zemi tietiho svéta, ktery
nezadoucim zpiisobem rozsifuje spektrum rezistenci, s nimiz uz humanni medicina neumi
pracovat. V poslednich letech smétuje stanoveni AMR ve vodnim prostfedi k vyuziti
molekularné-biologickych metod zaloZzenych na PCR. Existuje mnoho studii, které se zabyvaji
stanovenim ARG [26-28]. Pozornost je vénovana ARG s béznym vyskytem ve vodnim
prostiedi, ale 1 tém, jez jsou velmi klinicky vyznamné, jako napt. geny kodujici Sirokospektré
beta-laktamazy ¢i karbapenemazy [26, 28]. Oba zminhované piistupy maji své vyhody i
nevyhody, ale za G¢elem ziskani co nejkomplexnéjsich informaci je nejvhodnéjsi oba piistupy
zkombinovat [19].

V zahranici je problematice AMR ve vodnim prostiedi dlouhodobé vénovana velka pozornost,
piikladem miiZe byt Francie se siti AMR-Env (https://amr-promise.fr/amr-env/). V CR aktivity
v oblasti AMR donedavna smétfovaly piedevsim do oblasti klinické a veterinarni mediciny,
zivotni prostfedi bylo z velké €asti opomijeno. Problematice AMR ve vodnim prostiedi se
vénovalo né&kolik vyzkumnych tymi, napt. kolektiv z VSCHT [29], Fakulty chemicko-
technologické v Pardubicich [30], kolektiv doc. Dolejské na Veterinarni univerzité Brno [31] a
SZU (projekt EU-WISH). N43 tym ve VUV TGM se vénuje studiu AMR ve vodnim prostiedi
zejména v ramci projektt €. SS02030008 ,, Centrum environmentalniho vyzkumu: Odpadové a
obéhové hospodarstvi a environmentalni bezpecnost “ a ¢. SS02030027 ,, Vodni systémy a vodni
hospoddrstvi v CR v podminkdch zmény klimatu . Dale je zapojen do nékolika iniciativ jako
EIONET WG on AMR in surface waters, AMR One Health Network, CZEPAR, Centralni

koordina¢ni skupina Narodniho antibiotického programu.

ZAVER

Nase studie méla za cil provéfit vyskyt AMR v rtiznych typech vodniho prostiedi s ohledem na
jeji mozné zdroje, jimiz mohou byt komunalni COV. Rezistence byla stanovovana pomoci
diskové difuzni metody na izolatech E. coli, detekované standardné jako indikator fekalniho
znecisténi vod. Ve vzorcich byl zjistovan relativni podil kment E. coli s prokazanou rezistenci
na nekteré z osmi ATB, zafazenych do sedmi skupin. Vzorky odebrané v pribéhu let 2022—
2024 byly hodnoceny v rdmci péti kategorii odlisSné znecisténych povrchovych a odpadnich
vod.

E. coli s prokazanou rezistenci byla stanovena témét ve 100 % testovanych vzorku s vyjimkou


https://starfos.tacr.cz/projekty
https://starfos.tacr.cz/projekty

rezistence na nitrofurantoin a meropenem ve vzorcich kategorie NAD. Nejvyssi podily
rezistentnich E. coli byly zjistény pro gentamicin, a to ve vSech kategoriich.

Nejvice AMR pozitivnich kment i vzorkt bylo detekovano na odtocich z COV, soudasné s
vyznamnym navys$enim poctu pii porovnani se vzorky surovych odpadnich vod na pfitocich do
COV. Pfi¢inou miiZe byt obavany pienos rezistence mezi bakterialnimi kmeny v podminkach
COV. Pozitivni nalezy AMR byly rovnéz ve vzorcich z velkych vodnich toki nad zausténim
COV, ptitemz pod zausténim COV doslo k pomérné znaénému navyseni vyskytu rezistentnich
E. coli, coz potvrzuje piedpoklad, Ze &i§téné odpadni vody z COV jsou zdrojem AMR ve
vodnich tocich. Na stfedni urovni zatizeni AMR byla kategorie vzorkii z menSich pritoki
Vltavy, na nichZ jsou situovany COV, coz ukazuje, Ze i témto mensim vodnim tokaim je tieba
vénovat pozornost. Alarmujici je prokazany vyskyt multirezistentnich kment v odtocich z COV
a pod jejich zausténim do vodnich toku, soucasné¢ s vyskytem E. coli produkujicich
Sirokospektré beta-laktamazy.

Nase studie prokazala, e problematice AMR v Zivotnim prostfedi, jez byla dosud nejen v CR
opomijena, je tieba vénovat zvysenou pozornost. Predlozend studie ukazala na stézejnich
kategoriich vzorkti vod v CR téméF 100% miru vyskytu bakterii E. coli rezistentnich na alespoii
jedno z testovanych ATB, vcetné rezistence k cefalosporinim 4. generace. Zachyty vysokych
poctu rezistentnich ¢i multirezistentnich kment E. coli v ¢isténych odpadnich vodach a pod
detailniho studia pifi snahdch o sniZeni aktudlnich zdravotnich hrozeb pifedstavovanych

antibiotickou rezistenci v CR 1 ve svété.
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Antimicrobial resistance (AMR) has emerged as a high priority global problem in recent
decades. Its severity lies in the critically increasing number of pathogenic bacteria that carry
resistance genes to previously common antibiotics, making them a health threat. The emergence
of resistance is a consequence of the long-term misuse of antibiotics in human medicine and
veterinary praxis (with the most significant contribution from developing countries). In 2017,
the UN warned that the issue is not limited to these areas and that the environment can also be
a significant reservoir and vector for the spread of AMR. The issue has been included in the
"One Health" initiative, which is based on a collaborative approach to combat AMR across the

health, agriculture and environment sectors. AMR enters the aquatic environment in the form
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of resistant bacterial strains (ARB) or resistance genes (ARG) shed by patients through
municipal wastewater treatment plants (WWTPs), runoff or agricultural wastes.

In our study, screening for the occurrence of antibiotic resistance to selected antibiotics
(cefuroxime, cefotaxime, cefepime, gentamicine, sulphamethoxazole/trimethoprim,
fosfomycin, nitrofurantoin and meropenem) in indicator bacteria Escherichia coli (E. coli)
isolated from surface water and wastewater in influent and effluent of a wastewater treatment
plant was performed. A culture disc diffusion method was used to detect resistance. E. coli with
proven resistance was detected in almost 100 % of the samples tested, with the exception of
resistance to nitrofurantoin and meropenem in samples of the category above the WWTP
outflow. The highest proportions of resistant E. coli were found for gentamicin in all categories.
Multi-resistant strains and strains producing broad-spectrum beta-lactamases (ESBLs) were
also observed.

The detection of high numbers of resistant or multidrug-resistant E. coli strains in and
downstream of treated effluents indicates the importance of the aquatic environment in the
spread of AMR, which may be a consequence of the suggested transfer of resistance between
bacterial strains in WWTP. The screening findings point to the need for detailed study of AMR
in the environment, which is essential for success in efforts to reduce the current health threats

posed by antibiotic resistance in the CR and worldwide.



