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ABSTRAKT

Antimikrobiélni rezistence (AMR) se v poslednich desetiletich dostala mezi celo-
svétové problémy s vysokou prioritou. Jeji zdvaznost spociva v kriticky se zvy-
Sujfcim poctu patogennich bakterif, které nesou geny rezistence na dfive bézné
fungujici antibiotika (ATB), ¢imz se stavaji zdravotni hrozbou. Vyskyt rezistence
je dtsledkem dlouhodobého nespravného uzivani ATB v huméanni a veterinarni
praxi (s nejvyznamnéjsim pfispénim rozvojovych zemi). V roce 2017 upozornila
OSN, Ze se problém netyka jen uvedenych oblastf a Ze vyznamnym rezervodrem
a vektorem Sifeni AMR mUze byt i zivotn{ prostiedi. Problematika AMR byla zafa-
zena do iniciativy ,One Health", kterd je zaloZena na spole¢ném pfistupu v boji
s AMR napfi¢ sektory zdravotnictvi, zemeédelstvi a zivotniho prostfedi. AMR se
do vodniho prostfedi dostava ve formé rezistentnich bakteridlnich kment (ARB)
nebo genl rezistence (ARG) vylucovanych pacienty pres komundini ¢istirny
odpadnich vod (COV), splachy nebo zemédélskymi 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 bakte-
rie Escherichia coli (E. coli), izolované z povrchovych vod a odpadnich vod na
ptitocich a odtocich z COV. K detekci rezistence byla pouzita kultiva¢ni diskova
difuzni metoda. £. coli s prokdzanou rezistenci byla stanovena témeéf ve 100 %
testovanych vzorkl s vyjimkou rezistence na nitrofurantoin a meropenem ve
vzorcich kategorie nad zaustenim COV. Nejvyssi podily rezistentnich E. coli byly
zjistény pro gentamicin, a to ve vsech kategoriich. Prokazan byl také vyskyt
multirezistentnich kmend a kmend s produkci Sirokospektrych beta-lakta-
maz (Extended Spectrum Beta-Lactamases — ESBL).

Zachyty vysokych poctl rezistentnich ¢i multirezistentnich kmenl E. coli
v cisténych odpadnich vodach a pod jejich zalsténim ukazuji na vyznam-
nost vodniho prostfedi pfi $ffeni AMR, coz mUze byt dlsledkem mozného pre-
nosu rezistence mezi bakteridlnimi kmeny v podminkach COV. Zavéry scree-
ningu ukazuji na potfebu detailnfho studia AMR v Zivotnim prostredi, které je
nezbytné pro Uspéch ve snahdch o snfZzenf aktudlnich zdravotnich hrozeb pred-
stavovanych antibiotickou rezistenci v CR i ve svété.

UvoD

AMR je schopnost bakterii odoldvat U¢inku ATB, tj. latek, které je dokdZzou usmr-
tit nebo zastavit jejich rlst. Pfirozend vlastnost kazdého organismu, véetné bak-
terii, je prezivat a mnozit se. Pokud jim v tom bréani kontakt s ATB, pokusi se
najit zpusob, jak se jejich negativnimu Ucinku vyhnout. Takto dochazf ke vzniku
mutaci a genetickych prenost, které zpUsobuji, Ze se plvodné citlivé bakte-
rie stavaji vici plsobeni ATB ¢4stecné nebo zcela odolné. Hlavni pficinou je
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nadmeérny kontakt bakterif s ATB zpUsobeny jejich nespravnym nebo nevhod-
nym uzivanim a vyskyt ATB v prostfedi. DUsledkem je fakt, Ze se dnes ve svété
vyskytuji nebezpecné rezistentni bakterie, na které nefunguji bézna ani rezervni
ATB. V soucasné dobé se proti nim dokazeme branit pouze pomoci vyssich
davek nebo jinym druhem ATB, kterych je viak omezené mnoZstvi, coZ pro
pacienty mUze znamenat vétsi zatizeni organismu a vice nezddoucich ucinkd.
Soucasné i zde existuje moznost, ze si bakterie najde cestu, jak nad ATB zvité-
zit. Uvadi se, Ze v EU kazdoro¢né zemte pres 35 000 lidf v souvislosti s AMR [1, 2.

K Sifeni AMR pfispiva vylucovani ATB do odpadnich vod (aZ 80 %) a nad-
uzivani ATB v zemédeélském sektoru, kde do roku 2006 - a v nékterych zemich
mimo EU dosud — bylo praktikovdno preventivni podavani ATB chovnym zvi-
fatlm za Ucelem urychlenf rdstu. Dosud mélo prozkoumanym zdrojem AMR
je vznik rezistentnich bakterii v Zivotnim prostfedi kontaminovaném ATB. V kli-
nickém sektoru prispiva ke vzniku AMR uzivéni Sirokospektrych ATB, jez plisobf
proti Sirokému spektru bakterii, poddévkovani doporucenych lé¢ebnych davek,
které zpUsobf adaptaci bakterif na nizké hladiny ATB, a nedisledna diagnostika
plvodce nemoci, napf. Ié¢ba virovych infekci ATB.

Plsobeni ATB komplikuje také schopnost nékterych bakterii, véetné E. coli, produ-
kovat ESBL, jez hydrolyzuji ¢asto pouzivana ATB (mj. peniciliny a cefalosporiny).

Studiu AMR a dopadlm jejiho Sifenf se intenzivné vénuje klinickd a veteri-
narni medicina na evropské i svétové drovni.V roce 2019 zafadila WHO AMR mezi
deset nejvyznamneéjsich zdravotnich hrozeb, v roce 2022 Evropska komise spolu
s ¢lenskymi staty EU oznacila AMR za jednu ze tfi prioritnich zdravotnich hro-
zeb [3]. V Cervnu 2023 pfijaté doporuceni Evropské rady o posilenf opatfenf EU
pro boj proti antimikrobidlni rezistenci v ramci pristupu ,One Health” [4] nove
obsahuje konkrétni cile, jichz by mél kazdy ¢lensky stat do roku 2030 doséh-
nout. Pro CR jsou cile uvedeny ve Strategii Ndrodniho antibiotického programu
Ceské republiky na obdobi 2024-2030:

A. snizeni celkové spotieby ATB 0 9 % (ve srovnani s rokem 2019), pficemz
alespon 65 % pouzivanych ATB by ve viech statech EU méla tvofit zakladni,
Uzkospektra ATB;

B. snizeni celkové incidence infekci krevniho fecisté, jez jsou zpUlsobeny
bakteriemi rezistentnimi vci ATB; incidence by méla klesnout u meticilin
rezistentnich Staphylococcus aureus o 6 %, u E. coli rezistentnich
k cefalosporinim 3. generace 0 5 % a u Klebsiella pneumoniae rezistentnich
ke karbapenemim o 2 %.

Problematika AMR v Zivotnim prostfedi donedédvna nepatfila mezi prio-
ritni zajmy. Poznatky prokazujici jeji vyznam byly akceptovény v roce 2017 ve
studii OSN Frontiers 2017 [5-7]. Profesor W. Gaze upozornil, Ze vypousténi ATB
je prehlizenym problémem, ktery viak muze byt klicovy pfi rozvoji rezistent-
nich kmend, a vyvolal pfislib fesit AMR napfic¢ sektory, jenz vyustil v iniciativu
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Obr. 1. Mechanismy mozného $ifeni AMR vodnim prostfedim
Fig. 1. Mechanisms of potential spread of AMR in the water environment

“One Health" Riziko spociva v tom, Ze vétsina ATB se v nemetabolizované formé
spolecné s rezistentnimi bakteriemi (ARB) dostdvd do vody a pldy, kde se
setkdva s environmentdlnimi bakteriemi a vznikaji zde podminky pro vzijem-
nou vymenu genetické informace. K pfenosu déle prispivaji podminky prostredf
a dalsi kontaminanty (tézké kovy, dezinfekeni prostredky aj.), které mohou zvysit
selekenf tlak, a tim potencidl vzniku velkého mnoZstvi novych rizikovych rezis-
tenci. Byly nalezeny patogenni bakterie s klinicky vyznamnymi geny, pochéze-
jicimi z Zivotniho prostfedi [7]. Dosud byly rezistentni i multirezistentni bakte-
rie, tj. ty, jeZ nesou rezistenci k vice nez tfem skupindm ATB, nalezeny ve viech
typech vod veetné podzemnich. Kontaminace rezistentnimi bakteriemi nebo
geny rezistence je rizikova pro zdroje pitnych vod a povrchové vody vyuzi-
vané ke koupani, kde mtze dojit k prenosu fekélné-oralni cestou do lidského
téla. Kontaminace potravinového fetézce AMR muze nastat u vod k zavlazo-
vani, akvakultur a aplikacf Cistirenskych kall i statkovych hnojiv na zemédélskou
pldu [8]. Mechanismy mozné kontaminace vodniho prostfedi AMR jsou sche-
maticky zndzornény na obr. 1.

Vodni prostfedi je kontaminovano rezistentnimi bakteriemi primarné pres
¢istirny odpadnich vod (COV), které jsou povazovany za hot-spot pro sifenif AMR
ve vodnim prostiedi. Do COV se ARB dostavaji spolu s ATB z traviciho a vyluc¢o-
vaciho Ustrojf ¢lovéka a jsou zde — v zavislosti na jejich stabilité ve vodnim pro-
stfedi — pfitomny v rdzném stupni metabolizace. | pfes vysokou Ucinnost sta-
vajicich cistirenskych technologil, jez dosahuje pfi odstrafiovani mikrobidlniho
znecisteni hodnot kolem 99 %, je do recipientu uvolfiovéno velké mnozstvi
ARB a ARG. V ¢isténych komunalnich odpadnich vodach a odpadnich vodéch
z vyroby léciv vypousténych do vodnich tokd je spolu s mélo zndmymi produkty
jejich rozkladu pfitomno také velké mnoZstvi ATB, jeZ nelze soucasnymi techno-
logiemi odbourat. Pro doplnénfi informaci o vyskytu AMR v populaci napojené
na jednotlivé COV [4] se vyuzivaji také daje ziskané pfi monitoringu surovych
odpadnich vod na principu WES (Wastewater and Environmental Surveillance).

Znalost aktuélniho stavu vyskytu AMR v Zivotnim prostiedi v CR je na velmi
nizké drovni a je nezbytné, v ndvaznosti na aktivity dalsich zemf EU, pfispét
k jejimu rozsiteni, aby byly ziskdny podklady pro Gc¢innou ochranu zdravi lidf
a zivotniho prostredi.

V CR aktualné neprobihd zadny systematicky monitoring vodnich toki
s ohledem na vyskyt AMR. Informace o stavu Ize odvodit pouze z vyzkum-
nych aktivit nékolika védeckych tymda, které se touto problematikou z réznych
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pohledt zabyvajf (napt. Vysoka skola chemicko-technologickd, Praha, Univerzita
Pardubice, Veterindrni univerzita, Brno, Statni zdravotni Ustav, Praha). Zajem
o problematiku AMR podporuje aktualizovana smérnice o cisténi méstskych
odpadnich vod 271/91/EHS, kterd vesla v platnost v listopadu 2024. V rdmci této
smeérnice se oc¢ekava fada zmén, jez pomohou zvysit kvalitu povrchovych vod
a snizit zdravotni rizika spojena s jejich uzivanim. Postupné by mél byt zaveden
monitoring latek, které mohou mit vliv na lidské zdravi, kam je vedle AMR zafa-
zen napf. monitoring vir(, PFAS (perfluorované a polyfluorované alkylové latky)
a mikroplastl. Problematika by méla byt v budoucnu zafazena i do Rdmcové
smeérnice 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 antibio-
tické rezistence na vybrand ATB u indikatorové bakterie E. coli, izolované z povr-
chovych a odpadnich vod na piftocich a odtocich z COV pomoci diskové difuznf
metody.

METODIKA
Odbér vzorku

Pro moznost porovnani vliivu COV byly do studie vybréany lokality povrchovych
vod z patefnich vodnich tokd nad a pod zausténim komunélnich odpadnich
vod z velkych méstskych aglomeraci s jednotnou kanalizaci a vzorky povrcho-
vych vod z mensich vodnich tokl zausténych do Vitavy. Souc¢asné byly analyzo-
véany vzorky odpadnich vod na pFitoku a odtoku z téchto COV. Vzorky byly ode-
birdny prabézné v letech 2022-2024 a byly zafazeny do kategorii NAD (13 vzorkd
z vodnich tok nad velkymi komunalnimi COV), POD (53 vzork( z tokd pod
zaUsténim ¢isténych odpadnich vod z velkych komunalnich COV ve vzdélenosti
500 m az 10 km), PRITOK (19 vzorkd z pfitokd do COV po hrubém mechanickém
predcisteni), ODTOK (26 vzork( ¢isténych odpadnich vod na odtocich z COV
s rznymi technologiemi ¢isténi) a POTOK (20 vzork( z rizné vodnych pfitokd
Vitavy, do nichZ jsou zaustény mensi COV a dalsf vypusté). Celkem bylo do stu-
die zahrnuto 131 vzork(. Vzorky byly odebirdny standardnim zptdsobem odbér(
pro mikrobiologickou analyzu.

Postup izolace E. coli a stanoveni citlivosti na antibiotika
diskovou difuzni metodou

Ve vzorcich byly kultiva¢né na mFC agaru, s konfirmaci pomoci MUG
(4-metyl-umbelliferyl-8-D-glukuronid), stanoveny bakterie E. coli [9]. Z kazdého
vzorku byly, v optimalnim pfipadé, vybrany a izolovany ctyfi typové odlisné
kmeny £. coli, u nichz byla zjistovana AMR diskovou difuzni metodou. Cista bak-
teridIni kultura vyrostld pres noc na pevné neselektivni ptdé (Trypton Yeast
Extract Agar) byla rozsuspendovana ve fyziologickém roztoku do stupné zakalu
0,5 £ 0,1 dle McFarlandovy zékalové stupnice, tj. 1-2 X 10 bunék/ml. Suspenze
byla rovhomérné nanesena na misky s Mueller-Hinton agarem, na které byly
néasledné pomoci aplikdtoru umistény disky obsahujici ATB o rliznych koncen-
tracich (tab. 7). Po 18 £+ 2hodinové inkubaci pfi 36 + 2 °C byly odecteny inhi-
bi¢ni zony jednotlivych ATB (breakpoint priméry inhibi¢nich zén byly zvoleny
podle tabulek EUCAST [10]), viz obr. 2. ATB a jejich koncentrace byly vybrany
na zéklad& informaci o vyskytu rezistence v klinické oblasti, pouzivani ATB v CR
a vlastnostf ATB ve vodnim prostfedi tak, aby bylo pokryto co nejvice skupin ATB
(zdroj: NRL pro ATB SZU, EUCAST [10]).
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Obr. 2. Inhibi¢ni zony testovaného kmene E. colj, priklad citlivého (zfetelna inhibicni zona kolem disku s ATB) a rezistentniho kmene

(mald nebo z&dnd inhibi¢ni zona 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 no inhibition zone around the antibiotics disc); the size of inhibition zones is given in EUCAST

Tab. 1. Seznam pouzitych ATB a jejich koncentrace v discich
Tab. 1. List of antibiotics used and their concentration in the discs

Koncentrace
Antibiotikum Zkratka antibiotika Skupina

v disku [ug]
cefuroxim CXM 30 cefalosporiny 2. generace
cefotaxim CTX 5 cefalosporiny 3. generace
cefepim FEP 30 cefalosporiny 4. generace
gentamicin CN 10 aminoglykosidy
sglphamethoxazol/ SXT 25 sulfonamidy
trimethoprim
fosfomycin FOS 50 sirokospektra ATB
nitrofurantoin F 100 nitrofurany
meropenem MEM 10 karbapenemy

Stanoveni E. coli s produkci Sirokospektrych
beta-laktamaz

Stanoven( rezistence E. coli na vybrand ATB byla doplnéna detekci produkce
sirokospektrych beta-laktaméaz (ESBL).

Zvoleny objem vzorku (obvykle 1-100 ml) byl prefiltrovan pfes sterilni nitroce-
lulézovy membréanovy filtr o porozité 0,45 um, ktery byl poté umistén na misku
sTBXagarem (TryptoneBileXGlukoronideagar) s pfidavkem cefotaximu (4 ug/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 kaz-
dého vzorku byly Ctyfi presumptivni kolonie ESBL pozitivnich kmend E. coli pod-
robeny dvéma testim — CDT (Combination Disc Diffusion Test) a DDST (Double
Disk Synergy Test) podle postupu provedeni a interpretace vysledkd [11],
viz obr. 3. Prikaz ESBL vyuzivd inhibici hydrolyzy ATB kyselinou klavulanovou.
U CDT se pouzivaji cefalosporinové disky s obsahem cefotaximu a ceftazidimu
a kombinované disky cefotaxim/kyselina klavulanova a ceftazidim/kyselina kla-

nované disky). Interpretace vysledkd CDT testu (obr. 3) je zalozena na odectu
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velikosti inhibi¢nich zén kazdého cefalosporinu zvlast v porovndni s kombinaci
cefalosporinu a kyseliny klavulanové. U DDST se pouzivaji cefalosporinové disky
a klavulanovy disk. Principem je pouziti cefalosporinovych diskd vedle klavula-
nového disku se vzdalenosti 20 mm od stfedu. Po inkubaci se sleduje interakce
mezi jednotlivymi cefalosporiny a kyselinou klavulanovou (obr. 3).

Obr. 3. Priikaz produkce sirokospektrych beta-laktamaz u E. coli

(nahote: CDT test, dole: DDST test)

Fig. 3. Confirmation of ESBL on the E. coli isolates by CDT and DDST tests
(above: CDT test, below: DDST test)



Tab. 2. Relativni podil kmend 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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[KTJ/100 ml] [KTJ/100 ml] [%] Relativni procentudinf podil kmen( s prokdzanou rezistencf
NAD 13 26 075 50 0,19 10 12 6 46 14 10 0 0
POD 53 404 043 201 0,05 20 15 10 55 11 22 2 1
PRITOK 19 199 300 000 77 0,00004 12 9 3 55 9 17 1 1
ODTOK 26 1005929 102 0,01 26 23 16 50 19 24 8 8
POTOK 20 1094 560 80 0,01 9 6 5 50 8 18 6 3

Hodnoceni vysledki

Vzorky byly pro vyhodnocentiorientacniho vyskytu AMR v povrchovych a odpad-
nich vodach rozdéleny do péti kategorii. Byly porovnany vzorky odebrané
na piftocich (PRITOK) a odtocich (ODTOK) z velkych COV, ve vodnich tocich
nad (NAD) a pod (POD) zaUsténim cisténych odpadnich vod z COV a v men-
Sich vodnich tocich (POTOK), na nichZ jsou lokalizovany mensi COV. Ziskané
vysledky byly vyhodnoceny v ramci jednotlivych kategorii a graficky zpraco-
vany. Hodnocenf bylo provedeno pro,relativni procentudlnf podil kmen s pro-
kdzanou rezistenci” na jednotlivd ATB. Ten byl ziskdn dopoctem rediné otesto-
vaného podilu kmen( do celkového poctu E. coli ve vzorku.

Presnost vysledkU je zatiZzena relativné nizkym podilem testovanych kmend
(0,00004-0,19 %) danym vysokym mikrobidlnim zatiZzenim vzorkd povrchovych
a odpadnich vod. Samostatné byl hodnocen podil ESBL pozitivnich a multire-
zistentnich kmend, tj. kmen( se soucasnou rezistenci nejméné vici trem sku-
pindm ATB, pficemz cefalosporiny 3. a 4. generace jsou povazovany za jednu
skupinu.

VYSLEDKY

V prébéhu let 2022-2024 bylo otestovano 131 vzorkd vod z péti kategorii. Pocty
vzorkl v jednotlivych kategoriich pfindseji tab. 2 a 3.V tab. 2 jsou déle uvedeny
relativni procentudini podily kmend E. coli s prokdzanou antibiotickou rezistenct
na testovand ATB v jednotlivych kategoriich, tab. 3 ukazuje pocty vzorkl s pro-
kdzanou antibiotickou rezistenci na testovana ATB v jednotlivych kategoriich.
Viysledky jsou graficky zndzornény na obr. 4.

Nejvice vzorkl bylo testovano z kategorie POD, do niz byly zafazeny reci-
pienty odpadnich vod v rlznych vzdalenostech (500 m az 10 km) od jejich Ustf.
V této kategorii bylo otestovano 201 kment E. coli z celkové detekovanych vice
nez 400 000. Byla nalezena rezistence na vsechna testovana ATB, v porovnani{
s ostatnimi kategoriemi byl vysoky podil kmenl rezistentnich na fosfomy-
cin (22 %), v podobném podilu jako u kategorii PRITOK a ODTOK (17-24 %).
Nejcastéjsi byla rezistence na gentamicin (55 %), nejméné se, stejné jako u ostat-
nich kategorii, vyskytovala rezistence na meropenem (1 %).

Niz3i podily antibioticky rezistentnich kmenU byly zjistény v kategorii NAD,
kam byly zafazeny profily vétsich vodnich tokd nad ustim COV. Tato kategorie
slouzila ke kontrolnimu porovnani stavu nad viici stavu pod Ustim velkych COV,
které jsou povazovany za vyznamné zdroje AMR. Nicméné i v této kontrolni”
kategorii byly nalezeny E. coli s rezistenci k $esti z osmi testovanych ATB.V Z4d-
ném vzorku vsak nebyla nalezena rezistence na nitrofurantoin a meropenem.

Dal3i vyznamné kategorie pro vzajemné porovnani byly PRITOK a ODTOK
z COV. V obou kategoriich byla, i pfes vyznamné snizenf po¢tu E. coli na odto-
cich diky dobré Ucinnosti ¢isténi, zjisténa rezistence ke viem testovanym ATB.
Podil rezistentnich kmend i pozitivnich vzorkl byl neocekadvané vyssi v katego-
riit ODTOK. Vyjimkou byla rezistence na gentamicin, kterd byla v obou katego-
riich obdobné vysoka (50-55 %). K nejvyznamnéjsimu navyseni podilu ARB
doslo u cefepimu, nitrofurantoinu a meropenemu.

V kategorii POTOK, kam byly zafazeny vzorky rlizné vodnych pfitokd Vitavy,
do nichz jsou zausteny mensi COV, byla rovnéz prokdzana rezistence na
vdechna testovana ATB. Podily rezistentnich E. coli a vzorkd byly nizsi, podobné
jako u kategorie NAD.

Nejvetsi podil rezistentnich E. coli a vzorkd byl jednoznacné zjistén u genta-
micinu (46-55 % kmenu), nejméné byla zastoupena rezistence na meropenem
a nitrofurantoin (0-8 % kmenU). Rezistence na cefalosporiny 2. generace byla
zjisténa u 9-26 % kmend £. coli, vyznamna byla i u cefalosporinli 3. a 4. generace
(3-23 % kmen0), viz obr. 5.

Mnoho kmen( E. coli vykazovalo multirezistenci (obr. 6). Nejc¢astéjsi byl vyskyt
rezistence na tfi az pét skupin ATB v kategorii POD a ODTOK. V kategorii ODTOK
byla zjisténa i rezistence na Sest a sedm skupin ATB.

V ¢ésti vzorkl zpracovavanych pro mezindrodnf aktivitu v rdmci EIONET WG
on AMR in Surface Waters byly izolaty E. coli orientacné testovany na produkci
sirokospektrych beta-laktamdz. Takto bylo zpracovano pét vzorkd (25 izolatd)
v kategorii POD a osm vzorkU (33 izolatl) v kategorii ODTOK. Podil ESBL kment
byl vy33i ve vzorcich z odtokd COV (0,2-3,6 %), vyskyt ESBL pozitivnich E. coli byl
prokézan i v recipientu odpadnich vod (kategorie POD), viz tab. 4.
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Tab. 3. Pocty vzorkd v jednotlivych kategoriich s prokdzanou AMR u E. coli 14
Tab. 3. Numbers of samples in each category with demonstrated AMR in E. coli
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PRITOK 19 32 26 1 84 32 42 37 5 Obr. 6. Pocty kmen( E. coli s prokdzanou rezistenci na 3—7 skupin ATB
ODTOK 26 54 42 35 81 38 50 42 15 Fig. 6. Number of £. coli strains with proven resistance to 3-7 groups of antibiotics
POTOK 20 25 15 10 85 20 50 45 10 Tab. 4. Podil vzorkd s prokdzanou ESBL u E. coli
i Tab. 4. Ratio of samples with proven ESBL in E. coli
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< O & (/éeq & S & @f & Uloze Zivotniho prosttedi pfi vzniku a sifeni AMR je vénovéna stéle vétsi pozor-
§ < ¢ & &@é&g" & <& ¢ nost. Na zakladé soucasnych poznatkd neni mozné predpovédét intenzitu
e vyskytu AMR z jakychkoli jinych Udaji (napf. rezidui ATB, Zivin), proto je nutné

AMR sledovat pffimo, tj. pomoci ARB nebo ARG. Mezi ARB byva AMR nejcasté&ji
sledovana u izolatd E. coli [12,13]. V nasi studii byly na pfitomnost AMR testovany
izolaty E. coli z povrchovych a odpadnich vod. Pro testovani byla zvolena prede-
vsim takova ATB, na néz je v soucasné dobé dokumentovana vyznamna rezis-
tence v klinické sfére a kterd plsobi obtize pfi lécbé zdvaznych infekci.

Obr. 4. Relativni podil kmenU E. coli s prokdzanou AMR v jednotlivych kategoriich
Fig. 4. Relative proportion of E. coli strains with proven AMR in each category

B Cefuroxim Nase vysledky potvrzuji, Ze vyskyt AMR ve vodnim prostfedi neni ojedinély,
B Cofotaxim naopak, v pfevazné vétsiné analyzovanych vzorkd (95 %) byla zjisténa u izoldtd
= Cefepim E. coli rezistence alespon k jednomu ATB. Nejcastéji slo o rezistenci vici genta-
micinu, fosfomycinu a beta-laktamovym ATB. Gentamicin je ATB pouzivané proti

Gentamicin

B Sulphamethoxazol /

trimethoprim
W Fosfomycin
W Nitrofurantoin

B Meropenem

vaznym infekcim. Casto je podéavan v kombinaci s dal3imi beta-laktamovymi
ATB a je vyuzivan predevsim v chirurgii [14]. Je zndm pro Casty vyskyt rezistence
v(¢inému [15].V pripadé fosfomycinu jde o ATB pouzivané pro Iéceni nekompli-
kovanych mocovych infekci. Vyuziva se také protijiz rezistentnim kmendm bak-
terif [16]. K nejméné castym patfil vyskyt rezistence na meropenem, zastupce
karbapenemd. Tato ATB patii mezi ta méné uzivana, a to pro lécbu zévaznych
infekci zplsobenych multirezistentnimi kmeny enterobakterii a nefermentuji-
cfch gramnegativnich tycek. Rezistence ke karbapenem(m je tedy z klinického
a epidemiologického hlediska velmi zdvazny problém [17]. Vysledky této stu-
die jsou v souladu s nasimi dfivéjsimi daty [18]. Rizné studie dokumentuji, ze

podil rezistentnich enterobakterif z odpadnich vod vcetné E. coli mize dosaho-
vat hodnot od méné nez 1% az do vice nez 20 %, zejména pokud jde o peni-
ciliny, cefalosporiny, chinolony a tetracykliny [12, 13, 19]. Podobnému tématu
se vénovala i prace vyzkumného tymu z USA [20]. Autofi popisuji vyskyt AMR

Obr. 5. Relativni podil vyskytu rezistence na jednotlivd ATB

(veetné vicecetnych rezistencf; v %)

Fig. 5. Relative proportion of occurred resistance to individual antibiotics
(incl. Multiple resistance; in %)
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u salmonel, E. coli a enterokokd v povrchové a odpadni vodé. Jejich vysledky
prokazaly vyskyt AMR u 9,6 % izolatd salmonel, 6,5 % izolatl £. colia 6,8 % izol&tl
enterokokU. U izolatd E. coli byla nejcastéji zjisténa AMR na tetracyklin a ampici-
lin. Podobné vysledky byly pozorovany i v ramci jinych praci, napt. [21, 22]. V nasf
studii bylo detekovano 8 % (pro meropenem) aZ 55 % (pro gentamicin) kmen(
s prokédzanou rezistenci. Celkové pak 60 % vsech kmen( vykazovalo rezistenci
alespon k jednomu ATB. Vzorky z odtokd COV obsahovaly vyznamné vy3si podil
rezistentnich kmend, zejména na cefepim, nitrofurantoin a meropenem, coz
mUZe byt obdvanym dusledkem vhodnych podminek k pfenosu rezistence
v technologiich COV. Vodnimu prostiedi se nevyhybd ani piftomnost multire-
zistentnich kmenU. Ty byly izolovany prevazné z povrchovych vod pod zausté-
nim odpadnich vod a v odtocich z COV. Potvrzuje se tedy predpoklad, ze COV
pUsobfjako hot-spoty pro Siteni AMR.

ESBL byla zjisténa u nadpolovi¢ni vétsiny izolatd E. coli, s podilem az 3,6 % ze
vsech kmenU E. colive vzorku. Tyto nélezy nejsou vyjimkou, byly potvrzeny napf.
i jiz vySe uvedenymi autory [20]. Rezistence k beta-laktamovym ATB, zejména
prostfednictvim Sirokospektrych beta-laktamaz a karbapanemdz, nardstd a je
vyznamnym celosveétovym problémem.

Stavajici technologie cisténi odpadnich vod nejsou schopny dostatecné
odstranit AMR. Resenim by mohlo byt ¢isténi odpadnich vod piimo u zdroje
(nemocnice, pecovatelské domy, domovy pro seniory, jatka, apod.), tedy dfive,
nez se znecisténi dostane do COV (https://www.niva.no/en/projects/hot-
mats). Pozornost je ¢asto cilena na testovani pokrocilych postupl (napf. ozo-
nace, vyuziti UV), nano a ultrafiltraci, ale i pfirodé blizké resenf (napf. korenové
cistirny) [23-25].

Viyznamnym problémem se jevi také import rezistentnich bakterii ze zemi
tretiho svéta, ktery nezddoucim zpUlsobem rozsifuje spektrum rezistenci, s nimiz
uz humanni medicina neumi pracovat. V poslednich letech sméfuje stanovenf
AMR ve vodnim prostredi k vyuziti molekuldrné-biologickych metod zaloze-
nych na PCR. Existuje mnoho studif, které se zabyvaji stanovenim ARG [26-28].
Pozornost je vénovana ARG s béznym vyskytem ve vodnim prostfedi, ale i tém,
jez jsou velmi klinicky vyznamné, jako napt. geny kédujici Sirokospektré beta-
-laktamazy ¢i karbapenemdzy [26, 28]. Oba zmifiované pfistupy majf své vyhody
i nevyhody, ale za Uc¢elem ziskani co nejkomplexnéjsich informaci je nejvhod-
néjsi oba pfistupy zkombinovat [19].

V zahranici je problematice AMR ve vodnim prostfedi dlouhodobé véno-
véna velkd pozornost, ptikladem mize byt Francie se siti AMR-Env (https://amr-
-promise.fr/amr-env/). V CR aktivity v oblasti AMR doneddvna sméfovaly pie-
devéim do oblasti klinické a veterinarni mediciny, zivotn{ prostredi bylo z velké
¢asti opomijeno. Problematice AMR ve vodnim prostfedi se vénovalo nékolik
vyzkumnych tyma, napt. kolektiv z VSCHT [29], Fakulty chemicko-technologické
v Pardubicich [30], kolektiv doc. Dolejské na Veterindrni univerzité Brno [31]
a SZU (projekt EU-WISH). N&3 tym ve VUV TGM se vénuje studiu AMR ve vod-
nim prostredi zejména v rdmci projektd ¢. $S02030008 ,Centrum environmentdl-

niho vyzkumu: Odpadové a obéhové hospoddrstvi a environmentdini bezpe¢nost”

a ¢ 5502030027 ,Vodni systémy a vodni hospoddstvi v CR v podminkdch zmény kli-
matu”. Déle je zapojen do nékolika iniciativ jako napt. Eionet WG on AMR in sur-
face waters, AMR One Health Network, CZEPAR ¢i Centralni koordina¢ni skupina
Nérodniho antibiotického programu.

ZAVER

Nase studie meéla za cil provérit vyskyt AMR v rliznych typech vodniho prostfedf
s ohledem na jeji mozné zdroje, jimiz mohou byt komunélni COV. Rezistence
byla stanovovana pomoci diskové difuzni metody na izoldtech E. coli, deteko-
vané standardné jako indikdtor fekalniho znecisténi vod. Ve vzorcich byl zjis-

tovan relativni podil kmenU E. coli s prokdzanou rezistenci na nékteré z osmi
ATB, zafazenych do sedmi skupin. Vzorky odebrané v pribéhu let 2022-2024
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byly hodnoceny v rdmci péti kategorii odlisné znecisténych povrchovych
a odpadnich vod.

E. coli s prokdzanou rezistenci byla stanovena témérf ve 100 % testovanych
vzorkd s vyjimkou rezistence na nitrofurantoin a meropenem ve vzorcich kate-
gorie NAD. Nejvy3si podily rezistentnich E. coli byly zjistény pro gentamicin, a to
ve vsech kategoriich.

Nejvice AMR pozitivnich kmen0 i vzorkd bylo detekovdno na odtocich
z COV, soucasné s vyznamnym navysenim poctu pfi porovnani se vzorky suro-
vych odpadnich vod na pfitocich do COV. Pii¢inou miize byt obavany pre-
nos rezistence mezi bakteridnimi kmeny v podminkach COV. Pozitivni nalezy
AMR byly rovnéz ve vzorcich z velkych vodnich tok(l nad zausténim COV, pfi-
¢emz pod zaustenim COV doslo k pomérné zna¢nému navyseni vyskytu rezis-
tentnich E. coli, coz potvrzuje predpoklad, Ze ¢isténé odpadni vody z COV jsou
zdrojem AMR ve vodnich tocich. Na stfedni Urovni zatizeni AMR byla kategorie
vzork( z mensich pfitokd Vitavy, na nichz jsou situovany COV, coz ukazuje, Ze
i témto mensim vodnim toklm je tfeba vénovat pozornost. Alarmujici je pro-
kadzany vyskyt multirezistentnich kment v odtocich z COV a pod jejich zausté-
nim do vodnich tokd, soucasné s vyskytem E. coli produkujicich Sirokospektré
beta-laktamazy.

Nase studie prokdzala, Ze problematice AMR v Zivotnim prostfedi, jez byla
dosud nejen v CR opomijena, je tfeba vénovat zvysenou pozornost. Predlozend
studie ukédzala na stézejnich kategoriich vzork(i vod v CR téméf 100% miru
vyskytu bakterif £. coli rezistentnich na alespon jedno z testovanych ATB, v¢etnée
rezistence k cefalosporindm 4. generace. Zachyty vysokych poctd rezistent-
nich ¢i multirezistentnich kmend £ coli v ¢Cisténych odpadnich vodéach a pod
jejich zausténim ukazuji na vyznamnost vodniho prosttedi pfi sifeni AMR a nut-
nost jeho detailnfho studia pfi snahdch o snizenf aktualnich zdravotnich hrozeb
predstavovanych antibiotickou rezistenci v CR i ve svéte.
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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 patho-
genic 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 sec-
tors. AMR enters the aquatic environment in the form 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, sulphamethox-
azole/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 cul-
ture disc diffusion method was used to detect resistance. E. coli with proven
resistance was detected in almost 100 % of the samples tested, with the excep-
tion of resistance to nitrofurantoin and meropenem in samples of the cate-
gory above the WWTP outflow. The highest proportions of resistant £. coli were
found for gentamicin in all categories. Multi-resistant strains and strains pro-
ducing 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 envi-
ronment, which is essential for success in efforts to reduce the current health
threats posed by antibiotic resistance in the CR and worldwide.
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