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Anotace

Lidska 1éciva se dostavaji do prostfedi a mohou mit vliv na zivé organismy. Mikroorganismy
nektera 1é¢iva dokazi rozklddat nebo preméinovat. Tato prace se zabyva bakteriemi ze
zem&délské plidy obohacené léCivem irbesartanem a jejich schopnosti toto farmakum

transformovat.

Annotation

Human pharmaceuticals can enter the environment and effect living organisms.
Microorganisms have the potential for biodegradation or biotransformation of some of these
drugs. This thesis deals with bacteria isolated from agricultural soil amended with

pharmaceutical irbesartan and their ability to transform it.
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Seznam pouzitych zkratek

ATC skupiny Anatomicko—terapeuticko—chemické skupiny
BSA Hovézi sérovy albumin

cov Cisti¢ka odpadnich vod

DDD Definovana denni davka

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleové kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

OECD Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
PCR Polymerazova fetézova reakce

PE Polyethylen

RPM Rotace za minutu

SUKL Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

TE pufr Tris/EDTA pufr



1 Uvod

U nékterych kontaminantti, jako jsou polyaromatické uhlovodiky, ropné uhlovodiky, azbest
nebo nékteré pesticidy, je znam jejich nebezpecny vliv na lidské zdravi a prostiedi. Nicméné
do prostiedi se kazdoro¢né béhem vyrobniho procesu nebo s primyslovym odpadem dostava
vice nez 80 000 rtiznych syntetickych latek (Naidu a kol., 2016). Nov¢ objevené nebo nove
vyvinuté organické kontaminanty, mezi které patii naptiklad vyrobky osobni péce, lidska a

veterindrni 1é¢iva nebo pesticidy, mohou byt také skodlivé pro lidi nebo prostredi (Li, 2014).

Je znamo, Ze insekticidy mohou zvySovat umrtnost larev 1 dospélcti hmyzu (i téch, na néz
nejsou cileny), narusit produkci vajicek, inhibovat rast nebo narusit jejich stravovaci navyky.
Lidskd a veterinarni 1é¢iva mohou napiiklad ohrozit vyvoj a fyziologii hmyzu, vyvoj
bezobratlych, zptusobit hormonalni poruchy u ryb a ovlivnit jejich biochemii, steroidy a
estrogeny mohou narusit rozmnozovani ryb a obojzivelnikii (Naidu a kol., 2016). Mnoho 1é€iv
je tzv. pseudo—persistentnich: jsou natolik ¢asto pouzivané, Ze jsou nepietrzit¢ dodavany do
prostiedi, a tak se zda, Ze v ném pietrvavaji. LéCiva jsou navic na rozdil od jinych polutantii
navrhovana tak, aby byla t¢inna v malych koncentracich. Casto také ptisobi na specifické cile

konzervované napfti¢ Zivotnimi formami (Carraciolo a kol., 2014).

Rada téchto novych kontaminanti je nedostate¢nd regulovana a mnoho jich nepodléha
Zzadnym nafizenim (Li, 2014). U mnoha kontaminant chybi informace o toxicité a jejich
osudu v prostfedi, coz zté¢Zuje snahu regulac¢nich Gradl o vytvoreni ptedpisti o zachdzeni

s témito latkami (Naidu a kol., 2016).

Koncentrace 1é€iv v prostfedi zavisi na jejich spotiebé, jaka ¢ast spotiebovanych 1éCiv se
dostava do prostiedi a jak v prostiedi pretrvavaji. Persistence 1é¢iv v prostiedi zavisi na mnoha
faktorech, zejména na pfitomnosti mikroorganismti schopnych 1é¢ivo rozlozit (Carraciolo a
kol., 2014). Irbesartan, hojné uzivané 1€¢ivo na vysoky tlak, na které se zamétime v praktické
¢asti prace, je jedno z nejcCastéji se vyskytujicich 1é¢iv ve vodach odchézejicich z evropskych

¢isticek odpadnich vod (Loos a kol., 2013).
Cile:

e Shrnout dosavadni poznatky o 1éCivech v prostfedi a jejich biodegradaci, se
zamétenim na pudu.

e Shrnout dosavadni poznatky o lé¢ivu irbesartanu v prostiedi.

e Izolovat bakterie z piidy obohacené o irbesartan.

e Testovat tyto kmeny na schopnost transformovat irbesartan.
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2 Literarni ptehled
2.1 Vstup 1é¢iv do prostiedi

Léciva vstupuji do prostiedi zejména skrze Cisticky odpadnich vod, kde jsou kromé
domaécnosti vyznamnym zdrojem 1é¢iv nemocnice a také odpadni voda z primyslové vyroby.
Léciva z Cisticek odchazeji jednak s precisténou odpadni vodou, ale také s Cistirenskymi kaly,
které se pouzivaji jako hnojiva. Dulezitym zdrojem 1éCiv v prostiedi jsou také septiky. Méné

vyznamnym zdrojem je pak prisak ze skladek komunalniho odpadu (Li, 2014).

2.1.1 Odpadni voda

Odpadni voda, ktera byla zneskodnéna v &isti¢ce odpadnich vod (COV), mize byt vypousténa
do povrchovych vod (zakon ¢. 254/2001 Sb). Zavlazovani ptidy odpadni vodou a 1é¢ivy v ni
obsazenymi miize mit vliv na jeji mikrobidlni spolecenstvo. Léciva vSak nejsou jedinym
faktorem ovlivitujicim mikroorganismy pii pouZziti odpadnich vod k zavlazovani. Dlouhodobé
zavlazovani pidy v Mexiku odpadni vodou zvysilo mikrobidlni biomasu diky pfisunu zivin a
snadno degradovatelné organické hmoty z odpadni vody. Nicméné zvysujici se salinita pudy
m¢ela negativni vliv na bazalni respiraci, denitrifikacni aktivitu a zptsobila dal$i nezaddouci
ucinky (Friedel a kol., 2000). Naproti tomu studie zkoumajici pidu po 40 letech zavlazovani
recyklovanou vodou (voda dale ¢isténa po Gpravé v Cisti¢ce) nezaznamenala zadny vyznamny
rozdil v po¢tu mikroorganismti a slozeni mikrobidlniho spolecenstva oproti pad¢ zavlazované

podzemni vodou (Li a kol., 2019a).

Odpadni voda obsahuje 1é¢iva vyloucend lidmi ve formé rezidui ptivodnich latek ¢i jejich
metabolitt. LéCiva se totiz v lidském téle metabolizuji jen z Casti (rizné velké, podle druhu
1é¢iva) a zbytek je vylouden. Tyto latky pak putuji do COV, kde jsou, opét podle druhu
farmaka, riznou mirou z vody odstranéna nebo pfeménéna na jinou slouc¢eninu (Oosterhuis a
kol., 2013, Fick a kol., 2011). N¢ktera 1é€iva jsou odstranéna témet kompletné, u jinych, jako
naptiklad karbamazepinu, mize byt jejich koncentrace po upravé vody naopak vyssi nez pii
vstupu do Cisticky (Gao a kol., 2016, Fick a kol., 2011). U nékterych 1é¢iv je mira odstranéni
zhruba stejna ve vech vzorcich odebranych z riiznych COV, u jinych se velmi lisi. Napiiklad
haloperidol je v nékterych COV odstranén z vice neZz 90 %, ale v jinych je jeho koncentrace

vyssi na vystupu z COV neZ pii vstupu. (Fick a kol., 2011).

V monitoringu provadéném ve Svédsku byla pouze 3 1é&iva ze 101 sledovanych (paracetamol,
tetracyklin a dipyramidol) v COV odstranéna z vice nez 95 %. Dale 5 1é&iv bylo odstranéno
z 80-94 %, 18 1&€iv z 50-79 %, 42 1é¢iv z 10—49 %, 7 1é¢iv z 0-9 %. U 17 (napft. klindamycin,
fentanyl, tramadol, risperidon, glimeridin) byla namétena vyssi koncentrace pii vystupu
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z Cisticky nez pii vstupu (Fick a kol., 2011). U nékterych 1é¢iv mlze byt tato zdanliva
produkce farmaka zpiisobena uvolnénim z konjugované formy, ale abychom tomuto procesu
mohli porozumét, bylo by tieba dalsich studii o transformaci 16¢iv v COV (Gao a kol., 2016).
Ostatni sledovana 1é&iva nebyla detekovana ani pti vstupu do COV. Ve vodé vstupujici do
COV mél v praméru nejvyssi koncentraci paracetamol, kdeZto ve vodé opoustéjici COV
diklofenak. Légiva ve vodé opoustdjici COV vstupuji dale z prostiedi do Zivych organismi.
Ze 101 sledovanych 1éciv bylo 66 detekovano v povrchové vode, 26 i ve vode€ pitné. Dvacet
tfi druhdi farmak bylo detekovano i v okounech, nejvic v rybé odchycené v okoli COV,
pfi¢emz koncentrace 1éCiv v okounech korelovala s koncentracemi 1é¢iv ve vodé (Fick a kol.,
2011). Léciva se do piidy mohou dostat 1 zavlazovanim recyklovanou vodou (tedy odpadni
vodou, ktera prosla COV a poté byla dale &isténa), napiiklad v USA byly nejéastéji
detekovany erythromycin, karbamazepin, fluoxetin, a difenhydramin. Koncentrace 1é¢iv se

pohybovala mezi 0.02—15 pg/kg suché ptdy (Kinney a kol, 2019).

Ve studii, ktera monitorovala 1é¢iva a vyrobky osobni péce (opalovaci ptipravky, desinfekce,
konzervanty) ve dvou velSskych fekach (Velka Britanie), se jejich celkové mnozstvi vstupujici

do téchto fek odhaduje na 6 kg za den (Kasprzyk-Hordern a kol., 2008).

2.1.2 Cistirenské kaly

Cistirensky kal je odpadni produkt ¢isténi odpadnich vod, ktery miZze svym vysokym obsahem
organické hmoty a zivin zlepsit kvalitu pidy, a proto se v nekterych zemich pouziva jako
hnojivo (Li, 2014). Kaly mohou obsahovat 1éCiva z odpadni vody. Nejvyssi nameétend
koncentrace lé¢iva ve vysuSeném Cistirenském kalu ze 73 detekovanych farmak celkem
z Cistidek ve Svédsku, byla naméfena u antimykotika ketokonazolu, a to 1,8 mg/kg vysuseného
kalu. Koncentrace telmisartanu v kalech (celkem 4 vzorky) se pohybovala mezi 0,13-1,4

mg/kg a koncentrace irbesartanu od 37-280 pg/kg (Fick a kol., 2011).

Po aplikaci kalt se z n¢j do pidy uvoliuji 1€¢iva, ktera mohou dale kontaminovat spodni vody.
Leéciva se lisi v tom, jak moc se z kal uvoliuji. Ve velkém mnozstvi se uvoliiuje naptiklad
ibuprofen. Déle se miize uvoliiovat paracetamol, diklofenak nebo kyselina salicylova. Naproti
tomu napiiklad karbamazepin nebo sulfametaxazol se zkall uvoliluji minimalné
(Lachassagne a kol, 2015). N&ktera 1éCiva se uvoliuji rychleji pod povrchem nez na povrchu
pady (Al-Rajab a kol., 2015). V Ceské republice se podle zakona kaly musi zapravit do pudy.
Pokud piida podle vysledkli agrochemickych rozborii pottebuje dodat ziviny, mize se hnojit
5 tunami suSiny kald na hektar, pokud je v kalu koncentrace vSech sledovanych latek (napf.

polychlorovanych bifenylli, polycyklickych aromatickych uhlovodikli, kadmia nebo olova)



pod polovinou limitu, pak i 10 tunami na hektar (Vyhlaska ¢. 437/2016 Sb.). Pokud tedy
pouzijeme nejvyssi koncentrace farmak v kalech podle Fick a kol. (2011), pak pfi pouziti 5
tun Cistirenskych kali mtize do ptudy vstoupit az 9 g/ha ketokonazolu, 7 g/ha telmisartanu a
1,4 g/ha irbesartanu. Secteme-li koncentrace vSech 1éCiv napt. z Cisticky v Uppsale (Fick a

kol., 2011), do ptdy by se dostalo 37 g/ha 1é¢iv celkem.

2.2 Vliv 1é€iv na prostiedi a zivé organismy

2.2.1 Mikroorganismy

V biogeochemickych cyklech a degradaci organickych kontaminantii maji diillezitou roli padni
mikroorganismy. LéCiva v piadach mohou ovliviiovat mnozstvi (biomasu), slozeni a funk¢nost
mikrobniho spolecenstva a snizit tak kvalitu pidy. Osud léCiva v pid¢é zavisi na mnoha
faktorech jako jeho rozpustnost, lipofilnost, teplota, pH, na povrchu pidy pak i dopadajici
schopnych 1é¢ivo degradovat (Caracciolo a kol., 2015). Velmi dilezita je také sorpce 1éciva
na pudni ¢astice (Wu a kol., 2015). Lepsi sorpce 1é¢iva na piidni ¢astice mé za nasledek jeho
mensi dostupnost pro zivé organismy. VéEtsi podil organické hmoty obvykle znamena lepsi
sorpci farmak v pid¢, protoze vétsina 1€Civ je spiSe hydrofobnich. Sorpci také ovlivituje pH a
zda je 1é€ivo ve formée aniontu, kationtu nebo zwitterionu (molekula s pozitivnim i negativnim
nabojem) (Pan a kol., 2008). Nicméné urcit presné koncentrace 1é€iv, na které bakterie reaguji
je slozité, jednak kvili rizné dostupnosti farmak pro zivé organismy a také proto, ze 1éCiva i

mikroorganismy nejsou v piid€ rozmistény stejnomérné (Jechalke a kol., 2014).

Léciva mohou inhibovat nékteré skupiny mikroorganismil a prospét jinym. V pfitomnosti
spolecenstva zemédélské piidy o bakterie z kmenl Proteobacteria, Aktinobacteria a bakterie
z tddu Gemmatimonadales (Thelusmond a kol., 2018). Ve vysokych koncentracich diklofenak
u bakterii inhibuje syntézu DNA (Caracciolo a kol., 2015). V pfitomnosti antiepileptika
karbamazepinu dochadzi k obohaceni spoleCenstva o bakterie kmenl Bacteroidetes,
Verrucomicrobia, Aktinobacteria, Proteobacteria (Thelusmond a kol., 2018). Ibuprofen miize

mit antifungélni a inhibi¢ni G€inky proti gram-pozitivnim bakteriim (Caracciolo a kol., 2015).

rrrrr

Cycon a kol. (2016) stimulovali mikrobiélni aktivitu v piid€ (substratem indukovanou respiraci
a enzymatickou aktivitu), pficemz efekt vzrustal s vyssi koncentraci 1é¢iv. Nicméné béhem
prvnich 15 dnl po aplikaci naproxenu, ibuprofenu a ketoprofenu docasné poklesly pocty

kultivovatelnych bakterii a hub, poklesla substratem indukovand respirace a aktivita enzymil
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alkalické fosfatazy PHOS—H a PHOS—OH. Dale bylo zjisténo, ze v dalSich fazich experimentu
(celkem 90 dni1) vzristaly poCty heterotrofnich bakterii a hub, to by podle autora studie mohl
byt diisledek obohaceni piidy mikroorganismy schopnymi vyuzivat 1é¢iva jako zdroj uhliku a

energie.

V dalsi studii sledovali Yan a kol. (2018) odpovéd mikrobidlniho spolecenstva z rhizosféry
na karbamazepin a nékolik antibiotik v uméle vybudovaném mokiadu. Zmény ve slozeni
mikrobialniho spoleCenstva sledovali po jednom roce pomoci analyzy fosfolipidovych
mastnych kyselin (PLFA) a méfenim enzymatické aktivity. Nejvyssi obsah PLFA byl zjistén
pii nizkych koncentracich 1é¢iv (10-30 pg/l) a v kontrole bez 1éCiv oproti vySSim
koncentracim (100-500 pg/l). Pti aplikaci vyssich koncentraci (100—500 pg/l) zjistili pokles
u gramnegativnich a aerobnich bakterii a jednonenasycenych mastnych kyselin. Na
enzymatickou aktivitu (katalaza, ure4dza, dehydrogenaza) nemély vliv ani koncentrace 500 pg/1
(Yan a kol., 2018). V jiné studii Zhang a kol., (2016) s um¢lym mokiadem byla pozorovana
zména v mikrobialnim spolecenstvu a snizeni jeho celkové diverzity v pfitomnosti ibuprofenu.
V moktadnim sedimentu s piidavkem ibuprofenu byl po 7 mésicich vétsi podil aktinobakterii
a tfid Bacilli a y-Proteobacteria. V ptitomnosti rostlin doSlo v mikrobidlnim spolecenstvu

vlivem ibuprofenu k mensim zménam v taxonomickém slozeni nez v kontrole bez rostlin.

Specidlni kategorii 1éCiv jsou antibiotika. Jejich dopad na mikroorganismy je vice
prozkoumany nez u jinych 1é¢iv. Pfedpoklada se, ze antibiotika a jiné antimikrobidlni latky
(napf. antifungalni, antiparazitickd 1é¢iva) piimo ovliviiuji sloZeni pidniho spolecenstva tim,
Ze negativné ovliviiuji nékterou jeho slozku a tim uptednostiiuji jinou. Takové ptiklady popsali
napt. Jechalke a kol. (2014), a Thiele Bruhn a Beck (2015). Antibiotika v ptidé mohou, stejné
jako ostatni farmaka, potlacit nékteré druhy bakterii a zplsobit navySeni poctu jinych druht.
Naptiklad pfitomnost sulfadiazinu a ofloxacinu navySuje podil gram-pozitivnich bakterii.
(Jechalke a kol., 2014). Antibiotika mohou také sniZit pocet bakterii v piidé a navysit podil
hub 1 v koncentracich vyskytujicich se v prostiedi (Thiele-Bruhn a Beck, 2005).

Mnozstvi antibiotik snizujici mikrobidlni aktivitu o 10 % se, v zavislosti na druhu antibiotika
a mife sorpce na pudni ¢astice, pohybovalo od 0,003 mg/kg do 7,35 mg/kg pidy (Thiele-
Bruhn a Beck, 2005). Antimikrobidlni latka triklosan, pouzivand v mydlech a Samponech,
snizila mikrobidlni respiraci v jilové pud¢, ale ne v piscité. Nitrifikaci ale triklosan ovlivnil
v obou piidach: v pis€ité pude uz pti koncentraci 5 mg/kg, v jilové az v koncentraci 50 mg/kg
(Waller a Kookana, 2008). Efekt antibiotika na mikroorganismy ovliviiuji vlastnosti pidy,

hlavné jeho sorpce na organické Ccastice v pudé. Piadni pH mulze zvysit inhibici



mikroorganismil amfoternimi antibiotiky (mohou reagovat s kyselinami i zdsadami) (Thiele-

Bruhn, 2004).

Antibiotika vyskytujici se v prostfedi, v koncentracich mensich, nez jsou davky inhibujici
bakterie, mohou urychlit vytvoteni rezistence (Jechalke a kol., 2014). Pfitomnost rezistentnich
i multi-rezistentnich patogennich bakterii byla zji§téna v odpadnich vodach a v COV (Picé a
Andreu, 2006). Koncentrace antibiotik v piidé¢ pravdépodobné uzce koreluje s vyskytem
transpozonli a gend nesoucich rezistenci vuci antibiotikim. Vyskyt rezistenci vuci
antibiotikiim muze zvySovat také ptitomnost tézkych kova v hnoji. Stejny efekt mohou mit i
dezinfekce pouzivané na farmach. Hnojeni také miize zvySovat ochotu bakterii pfijimat cizi
plasmidy. Hnllj mtze zvySovat vyskyt rezistenci i pokud se v ném antibiotikum nenaléza

(Jechalke a kol., 2014).

2.2.2 Pudni Zivocichové

Na pidni Zivo¢ichy mohou mit vliv zejména antiparazitickd 1é¢iva. Toxické je pro pludni
bezobratlé naptiklad kokcidiostatikum monensin, které ma vliv na reprodukci chvostoskoka
Folsomia fimetaria a roupice Enchytraeus crypticus (Jensen a kol., 2009). Antiparazitikum
ivermektin ma vliv na mortalitu a reprodukci chvostostoka Folsomia candida. V druhé a teti
generaci vystavené ivermektinu bylo méné chvostoskokll nez v prvni generaci, ale byli vétsi
(Guimaraes a kol., 2019). Déle bylo zjisténo, ze diklofenak ovliviiuje rist a vyvoj F. candida
(Chen a kol., 2015). ZvySovani davek diklofenaku mélo za nasledek vySsi mortalitu F.
candida. Byla také pozorovana vétsi aktivace gent asociovanych s imunitou proti bakteriim a
houbam. Ve vysokych koncentracich diklofenaku byl pozorovén i vliv na nervovou soustavu.
Léciva, ktera se z pudy dostanou do zizal, mohou ovliviiovat jejich vnitini pH. Pfijem a

akumulace 1€¢iv v zizalach jsou zavislé na typu plidy (Carter a kol., 2016).

2.2.3 Vstup léciv do rostlin

Léciva z pudy do rostlin vstupuji kofeny. Poté se transpiraci nebo difuzi ptemist'uji do riznych
tkani, vCetné téch, které dale konzumujeme, a mohou mit vliv na zdravi a vynos rostliny.
Akumulace farmak v rostlinach miize inhibovat jejich rast nebo snizovat mnozstvi
fotosyntetickych pigmenti (Madikizela a kol., 2018). Rlizné druhy rostlin maji rlizny potencial
akumulovat farmaka. Nejvice polutanty, véetné farmak, akumuluje listova zelenina, po nich
kotenova zelenina, dale obiloviny a picniny, nejméné zelenina tvofici plody (napt. okurky,

rajcata) (Christou a kol., 2019).

Léciva jsou rostlinami pfijimana vice ve form¢ aniontii nez ve formé kationtii nebo neutralni
podobé. Méné jsou rostlinami také pfijimana léciva s velkou molekulovou hmotnosti (Li a
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kol., 2019b). Dale ma vliv na pfijem lé¢iva rostlinou hydrofobnost a rozdélovaci koeficient
oktanol/voda a rozdélovaci koeficient oktanol/vzduch. Slou¢eniny s molekulovou hmotnosti
pod 1000 g/mol a vysokym rozdélovacim koeficientem oktanol/voda, jako napt. 1ék proti

epilepsii dilantin, jsou dobfe piijimany rostlinami (Madikizela a kol., 2018).

Ptijem léCiv atenololu, sulfametaxazolu a karbamazepinu rostlinami byl testovan na polnicku
(Valeriana locusta L.), Spenatu (Spinacea oleracea L.), rukole (Eruca sativa L.) a tedkvi
(Raphanus sativus L) ve 13 pudéach. LécCiva ani pii koncentraci 2 pg/g suché pidy, coz je
vyrazné vyssi koncentrace, nez se v prostfedi vyskytuje, neovlivnila riist rostlin. VSechna
sledovana léCiva se v rostlinach akumulovala, zejména pak karbamazepin. Ten byl
metabolizovan v listech rostlin, vyrazné nejlépe v listech polni¢ku. (Kodesova a kol, 2019).
V dalsi studii byl zkouman pfijem 13 kontaminantl (10 farmak vcetné valsartanu, 2
transformacnich produktii, véetné kyseliny valsartanové, a kokainu) hlavkovym salatem.
Hlavkovy salat obsahoval vSechna testovana farmaka v listech. Nejvyssi koncentrace v listech
mél karbamazepin (1 500 ng/g susiny) (Montemurro a kol., 2017). Valsartanova kyselina
detekovana v listech je produktem transformace valsartanu, ale i irbesartanu (kterym se

zabyvame v praktické ¢asti), kandesartanu a olmesartanu (Letzel a kol., 2015).

2.3 Mikrobialni pteména a rozklad 1é¢iv v prostiedi

Mikroorganismy rozkladaji organické latky vcetné xenobiotik a poskytuji tak ziviny jinym
organismim. Biodegradace je povaZovéana za hlavni proces odstranujici 1é¢iva z prostiedi
(Caracciolo a kol., 2015). Léciva mohou byt mikroby rozkladdna metabolicky, kdy je 1é¢ivo
pouzito jako zdroj energie, uhliku, dusiku a dalSich latek, nebo ko-metabolicky, kdy je 1é¢ivo
rozlozeno enzymem nebo kofaktorem produkovanym b&hem metabolismu jiné slouceniny.
Produkty rozkladu farmak mohou byt méné nebo vice toxické nez piivodni latka. Naptiklad
kol., 2015). Toxické latky mohou vznikat abioticky (chloraci, ozonaci, pisobenim UV) i
bioticky. Mezi 1éciva, jejichZz metabolity mohou byt v prostiedi toxické patii naptiklad

kyselina acetylsalicylova, karbamazepin, diklofenak a sulfonamidy (Celiz a kol., 2009).

Diklofenak a ibuprofen se malo sorbuji na ptidni ¢astice a mohou piedstavovat vétsi riziko pro
¢istotu podzemni vody, protoze se pomalu degraduji v podpovrchové aerobni ¢asti pidy (Lin
a Gan, 2011). Biodegradace diklofenaku pozitivn€ ovliviiuje metabolismus lysinu, mastnych

kyselin, benzoatu a propionatu (Thelusmond a kol., 2018).



Nekterda farmaka jako naptiklad karbamazepin, kofein nebo sulfometaxazol v pudé
dlouhodob¢ pietrvavaji. Oproti tomu jina, jako napft. diklofenak, ibuprofen nebo naproxen se

rozkladaji, at’ uz jim ptida predtim byla nebo nebyla vystavena (Grossberger a kol., 2013).

Bakterialni degradace 1éCiva mize byt pomalejsi, pokud je v ptd¢ vice 1€¢iv, nez kdyby v pudé
bylo jediné (Monteiro a kol., 2009). V prosttedi jsou ale mikroorganismy vystaveny smesi
ruznych 1é¢iv (Caracciolo a kol., 2015). V biodegradaci také hraje roli slozeni jiz vyse
zminéného mikrobidlniho spolecenstva. Napiiklad, v laboratornim pokusu Bastos a kol.
(2002) bakterie lépe rozkladaly rozpoustédlo 1,3—dichloro—2—propanol v konsorciu nez

samostatné, coz mize byt zptsobeno jejich mutualistickymi interakcemi.

Ve studii Zhou a kol. (2013) byly izolovany bakterie z médii zaockovanych aktivovanym
Cistirenskym kalem schopné rozkladat produkt osobni potieby triklosan a 1éciva bisphenol A,
ibuprofen, 17B-estradiol a gemfibrozil. VétSina izolati degradovala tyto kontaminanty
v ranych fazich ristu a za pfitomnosti bohatého zdroje uhliku. Bylo zjisténo, ze tii z 11
izolovanych kultur rozlozily kontaminanty na koncentrace pod limitem kvantifikace, kdyz byl
jejich nartist pod polovinou konecné optické hustoty a 5 izolath pfi ndrlstu pod Etvrtinou
konecné optické hustoty. Nejrychleji byl kontaminant rozloZen za 4,2 hodin, nejpomaleji za
120 hodin. U vSech sledovanych kontaminanti byla detekovana alesponl jedna bakterialni
kultura, ktera ho rozlozila na koncentrace pod limit kvantifikace béhem 24 hodin. Bakterie
byly schopné degradovat pouze latky, kterymi bylo obohaceno médium, z né¢hoz byly plivodné
izolovéany. Sedm z jedenécti izolovanych bakterii byly sphingomonady. Dalsi bakterie byly z
rodit Rhodococcus, Nubsella a Isoptericola, ty rozkladaly 17B-estradiol, a Bacillus, ktery

rozkladal gemfibrozil.

V pokusu s biodegradaci kyseliny klofibrové, ibuprofenu, naproxenu, triklosanu, diklofenaku
a bisfenolu A ve vzorcich ¢tyt zemédélskych piid byl pozorovan pomalejsi ubytek téchto latek,
pokud byla poc¢atecni koncentrace vyssi (1000 pg/kg vlhké pidy oproti 100 pg/kg). Degradace
lé¢iv probihala rychleji v piidach s vétSim mnoZstvim organické hmoty a jilovych ¢astic (Xu
a kol., 2009). Ibuprofen je rozkladan napft. bakteriemi rodu Nocardia nebo Sphingomonas. Pti

jeho degradaci mohou bakterie upiednostiiovat jeho R(-) isomer (Caracciolo a kol., 2015).

vvvvvv
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(Rubasinghege a kol., 2018). Naproxen muze byt degradovan nékterymi proteobakteriemi
z fiéni vody. Degradace naproxenu byla také prokazana u aerobni Gram-negativni bakterie

Stenotrophomonas maltophilia, ale byla zarovein doprovazena poklesem mnozstvi bungk,



nejspis proto, Ze naproxen nebyl dostacujicim zdrojem uhliku. V degradaci naproxenu hraji
roli 1 houby. Houba z Celedi choroSovitych, Trametes versicolor, rozklada kromé naproxenu

také ibuprofen nebo karbamazepin (Caracciolo a kol., 2015).

Biologickou degradaci 1éCiv v prostiedi vyznamné ovliviiuje dostupnost kysliku. Pfi
biologickém ¢isténi odpadnich vod se v anaerobnich podminkach podafilo odstranit 1éCiva
venlafaxin, diatrizoat a tramadol, kterd v aerobnich podminkach ptetrvavala (Falas a kol.,
2016). Naproti tomu naptiklad diklofenak, ibuprofen, naproxen a trimethoprim jsou dobfte
rozkladany v aerobnim prostiedi, ale bez ptistupu kysliku v ptid€ ptetrvavaji (Caracciolo a

kol., 2015).

Pti mikrobialni degradaci 1é¢iv, zejména antibiotik je dilezité, aby latka neinhibovala aktivitu
pudniho mikrobidlniho spolecenstva (Caracciolo a kol., 2015). V padé muize dochdzet
k biodegradaci antibiotik tetracyklinu, sulfamethazinu, norfloxacinu, erythromycinu, a
chloramphenikolu, nicméné vyssi koncentrace antibiotik jejich degradaci zpomaluje (Pan a
Chu, 2016).

2.4 Irbesartan, jiné sartany a jeho vyuZzivani

Irbesartan, viz. Obr. 1, (obchodnimi nazvy také Aprovel®, Avapro®, Irbetan®, Karvea®)
patii do skupiny 1é¢iv sartantl, antagonistl receptoru pro angiotenzin II (blokuje receptor pro
angiotenzin II), ¢imZ snizuje krevni tlak (Croom a Plosker, 2008). Do této skupiny patii fada
dalSich 1éciv, naptiklad losartan, valsartan, eprosartan, telmisartan nebo kandesartan (SUKL:
Statni Gstav pro kontrolu 1é€iv, ATC skupiny: Anatomicko—terapeuticko—chemické skupiny).
Pouziva se k1é¢bé vysokého tlaku a také nefropatie (onemocnéni ledvin) u pacienti
s vysokym tlakem a cukrovkou 2. typu (Croom a Plosker, 2008). Irbesartan se uziva jednou
denn¢. Doporucend denni davka pro pacienty s vysokym tlakem je 150 mg, pacienti
s vysokym tlakem a cukrovkou uzivaji 300 mg/den (Pfibalova informace, Irbesartan Actavis,
SUKL). Jeho u¢inek trva 24 hodin, a polo¢as jeho odstranéni z téla je 11-16 hodin. V lidském
téle je metabolizovan isozymem 2C9 cytochromu P450 a jeho metabolity maji minimalni

farmakologickou aktivitu (Croom a Plosker, 2008).

Strukturni vzorec irbesartanu je C25H28N6O, systematicky ndzev 2-n-butyl-3-((2'-(1H-tetrazol-
5-yl)biphenyl-4-yl)methyl)-1,3-diazaspiro(4,4)non-1-en-4-one. Jeho molekulova hmotnost je
428,54 g/mol. Je prakticky nerozpustny ve vodé¢ a mirn¢ rozpustny v alkoholu a
dichlormethanu. Ve 25 °C je jeho odhadovana rozpustnost ve vodé 59 pg/l (NIH, PubChem
Database, Irbesartan).



Obr. 1: Molekula irbesartanu (NIH, PubChem Database, Irbesartan).

Sartany patii do skupiny C09 (Léc¢iva ovliviiujici renin-angiotenzonovy systém). Prodej téchto
1é¢iv se od roku 2000 do roku 2016 znacné zvysil (viz. Obr. 2), nicméné tyto udaje zahrnuji
kromé sartanti také ACE inhibitory a inhibitory reninu (SUKL, ATC skupiny) a prode;
samotného irbesartanu je o dva fady mensi. V CR je prodej 1&iv skupiny C09 nad primérem
zemi OECD, o nichz je dostupny zaznam, ale naptiklad v sousednim Némecku je jest¢ vyrazné

vys$si (OECD Stat., Pharmaceutical market).

V celkovém mnozstvi vydanych definovanych dennich davek (DDD) irbesartanu (viz. Tab. I)
miizeme vidét za posledni roky jisty pokles. Udaje v Tab. I jsou, co se tyée vydaného mnoZstvi
irbesartanu, spiSe orientacni, protoze tabulka neobsahuje Udaje o prodeji irbesartanu
v kombinaci s diuretiky. Definovand denni davka irbesartanu je 150 mg (WHOCC), coz je
doporuc¢ena denni davka pro pacienty s vysokym tlakem. (Ptibalova informace, Irbesartan

Actavis, SUKL).

Vyssi prodej 1é¢iv ze skupiny sartani muze souviset se starnutim populace. Primérny
systolicky krevni tlak v lidské populaci roste s vékem. Pocet pacientli mezi 35 a 74 lety
uzivajicich medikamenty na vysoky tlak byl v Evropé v priméru 26,8 % populace (data z let
1900 az 1999). Podil lidi s vysokym tlakem ale dosahoval az 44,2 %. (Wolf—Maier a kol.,
2003). V USA, v letech 2011 az 2014, mélo vysoky tlak v dospélé populaci (nad 18 let) 29 %
lidi. Ve v€kové skupiné nad 60 let to bylo 64,9 %. Od roku 1999 do roku 2014 nebylo
pozorovano zvyseni poctu lidi s vysokym tlakem, ale u vice lidi byl diagnostikovan (Yoon a

kol., 2015).
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Tab. I: Prodej irbesartanu v CR (nejsou uvedeny tidaje o prodeji irbesartanu s diuretiky). DDD je
definovana denni davka, DDD/1000 obyvatel/den je pocet definovanych dennich davek vydanych za
jeden den 1000 obyvatelim (Dodavky 1é¢iv-se zamétenim na 1é¢ivé latky, 2016, 1. kvartal — 2018, 3.
kvartal, SUKL).

Pocet baleni DDD
(celkem za | (celkem | DDD/1000
Obdobi kvartal) | za kvartal) | obyvatel/den
2016, 1. kvartal 64 106 | 3072932 3,19
2016, 2. kvartal 67 037| 3231338 3,36
2016, 3. kvartal 57049 | 2779 762 2,89
2016, 4. kvartal 65480 3118948 3,24
2017, 1. kvartal 61 338| 2980618 3,09
2017, 2. kvartal 65468 | 3136 394 3,25
2017, 3. kvartal 55861 | 2607 908 2,70
2017, 4. kvartal 59390 2 863 351 2,97
2018, 1. kvartal 56 080 | 2 728 792 2,82
2018, 2. kvartal 57 127| 2756 892 2,85
2018, 3. kvartal 52 664 | 2 526 624 2,61
400
350
é 300
g 250 —>— Rakousko
_%‘ 200 —B— Némecko
8 —&— Slovensko
rau 150 —o— Ceska Republika
§ 100 —+— Prlimér zemi OECD
50
0
LTS TS

Obr. 2: Prodej 1é¢iv ze skupiny C09 (Lé&iva ovliviiujici renin-angiotenzonovy systém) pro CR a
sousedni zemé, s dostupnymi zaznamy a prumer zemi OECD s dostupnymi zdznamy zobrazujici
pocet definovanych dennich davek (DDD) na 1000 obyvatel na den (OECD.Stat, Pharmaceutical

market).
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2.4.1 Koncentrace irbesartanu a pribuznych latek v prostredi

Nejvice udaji o koncentraci irbesartanu je z Cistirenskych vod a z povrchovych vod. Malo se
vi o koncentracich produkti pfemény irbesrtanu, stejné¢ jako o koncentracich irbesartanu
v pudéch. V téch byva koncentrace 1é¢iv obecné nizsi nez ve vodach (Li, 2014). V zemédélské
pud¢ zavlazované recyklovanou odpadni vodou byla zjisténa piitomnost irbesartanu
v koncentraci az 5,8 ng/g suché ptdy, u jiného sartanu, telmisartanu, vSak byla naméiena

koncentrace az 713 ng/g suché pidy (Martinez-Piernas, 2018).

Koncentrace irbesartanu zaznamenané v odpadnich vodéach jsou pomérné vysoké. V ramci
evropského monitoringu odpadnich vod v ramci EU byla zjisténa piitomnost irbesartanu ve
vSech 90 studovanych vzorcich (Bayer a kol., 2014). Zaroven byl irbesartan mezi farmaky
sjednou z vysSich medidnovych koncentraci: 85,4 ng/l (celkem testovano 156
mikropolutantll). Jeho primérnd koncentrace byla 480 ng/l a maximélni nameéfend
koncentrace 17,9 pg/l. V této studii pochazelo 7 vzorkil odpadnich vod z Ceské republiky
(Loos a kol., 2013). Dalsi dohledatelné idaje pochazi ze Srbska, kde byla v méstské odpadni
vod¢ naméfena koncentrace irbesartanu 11,6 ng/l (Petrovi¢ a kol., 2014). V Bavorsku byla
v letech 2011 a 2012 métena koncentrace 7 typu sartand (kandesartan, eprosartan, irbesartan,
losartan, olmesartan, telmisartan, valsartan) v fekach a ve vodach vychazejicich z COV. Bylo
zji$téno, Ze nejvyssi maximalni koncentrace mezi sartany méli ve vodé z Cisticek eprosartan a
valsartan. Nejvyssi medidnové koncentrace mél irbesartan: ve vodé¢ z Cisticky 1,25 pg/l a

v ficni vodé 0,08 pg/l. V ficni vodé mél 1 nejvyssi maximalni koncentraci: 0,8 pg/l.

Koncentrace jednoho z produktli pfemény irbesartanu (viz Obr. 3) byla ve vod¢ vychazejici
z CistiCky stanovena na 440 ng/l, v ficni vodé s vétSim vlivem odpadni vody na 90 ng/l,

v Dunaji, kde se predpokladal mensi vliv odpadni vody, na 24 ng/l (Letzel a kol., 2015).

NH OH

Obr. 3: Produkt pfemény irbesartanu detekovany v fi¢ni vodé (Letzel a kol., 2015).
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Pti monitoringu povrchovych vod ve Slovinsku (4 feky a 1 jezero) se koncentrace irbesartanu
pohybovala mezi 0,15 ng/l a 9,33 ng/l (Klancar a kol., 2018). V povrchové vod¢ v Srbsku se
pohybovala od koncentraci pod limitem kvantifikace (1,1 ng/l) do 15,3 ng/l, v pitné vodé byla
zjisténa koncentrace do 2,2 ng/l (Petrovi¢ a kol., 2014). Ve Spanélsku byly v pobiezni motské
vodé¢ na jare zjiStény koncentrace 0,140,1 ng/l (primér + smérodatna odchylka), v 1ét¢ 1,4+4
ng/l, na podzim nebyl irbesartan vilbec naméien a v zim¢ byla koncentrace 0,2+0,3 ng/l.
Sezonni vykyvy mohly byt dany navysenim poctu lidi v letni sezon€ v kombinaci s jejich vyssi
aktivitou ve vodé. Vyssi teplota a sluneni zafeni mohou mit naopak pozitivni vliv na

degradaci 1éciva (Moreno-Gonzalez a kol., 2015).

Irbesartan ma potencial se bioakumulovat ve vodnim prostiedi (Ong a kol., 2018). Irbesartan
ale ani v koncentraci 40 ug/l v kombinaci s dal§imi 4 sartany ve stejné koncentraci nevykazal

zadné ekotoxické efekty na vodni organismy (Bayer a kol., 2014).

Oosterhuis a kol. (2013) se pokusili odhadnout mnozstvi nékolika farmak vcetné irbesartanu
prichazejiciho do COV na zikladé podilu prodanych 1é¢iv v oblasti a 1é¢iv vylougenych
exkreci. V ptipadé irbesartanu poéitali, Ze se vylouéi 31 % zkonzumovaného 1é¢iva. Pro COV,
do niz se svadély odpadni vody mésta Enschede (Nizozemsko) se 157 tisici obyvateli, se
ocekaval pritok 20 kg irbesartanu za rok. O¢ekavana koncentrace byla odhadnuta na 1,09 pg
1é¢iva na litr odpadni vody. Skutecnd koncentrace vSak byla nizsi, a to 0,62 pg/l. Nizsi
skutecna koncentrace irbesartanu oproti odhadované byla zjisténa i u druhé, mensi Cisticky:
1,55 pg/l oproti 1,88 ng/l. Kromé metoprololu a sotalolu tomu tak bylo u vSech 1é¢iv. Jednim
vysvétlenim muize byt, ze se 1é¢iv zkonzumuje mén¢, nez kolik se ho proda, coz je bézné pro
kardiovaskularni 1é¢iva. Odhad jiného sartanu, losartanu byl 2-3x v¢EtSi neZ naméfena
koncentrace. Losartan je ale z velké ¢asti v COV odstranén, coZ podle Oosterhuis a kol.,
(2013) naznacuje, ze je tato latka snadno biodegradovatelnd a je z vody odstranéna uz
v kanaliza¢ni siti. Irbesartan v Cisticce v Enschede byl ale odstranén jen z 6 % a v druhé
CistiGce byla naméfena dokonce vyssi koncentrace ve vodé vychazejici z COV (88 ng/l pii
vystupu, oproti 0,62 pg/l pti vstupu). Mimo to se irbesartan jen velmi malo sorbuje na

Cistirensky kal a zda se byt perzistentni ve vodnim prostiedi.

2.4.2 Eliminace irbesartanu v COV

Eliminace irbesartanu v COV uréuje, kolik ho vstoupi do prostiedi. Irbesartan se miize
eliminovat adsorpci na ¢astice Cistirenského kalu a miize byt pfeménovan mikroorganismy
v Cistirenském kalu (Boix a kol., 2016a). V laboratornich simulacich COV se v 6 vzorcich

mira odstranéni irbesartanu z vody pohybovala v rozmezi 1640 %, pramér byl 29 %. Mezi
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sartany se tato hodnota lisila. Napftiklad valsartan byl odstranén z 94-98 %, olmesartan ze 7—
21 % (Bayer a kol., 2014). V &istitkach ze studie provadéné ve Svédsku byl irbesartan
v pruméru odstranén z 36 % (Fick a kol., 2011).

Pii pokusech se splaskovym kalem v anaerobnich podminkach byl irbesartan znatelné
degradovan v pevné i1 vodni fazi, nicméné nebyl zcela eliminovan. Koncentrace v pevnych
fazich byla vyssi, coz mlze byt zplsobeno adsorpci organického farmaka na pevné Castice
slozené¢ hlavné¢ z organické hmoty. Irbesartan byl transformovan lépe v termofilnich

podminkach nez v mezofilnich (Boix a kol., 2016a).

2.4.3 Sorpce irbesartanu

Sorpce a transformace farmak v pid¢ muze vést k vytvoreni formaci s mensi dostupnosti pro
zivé organismy. Voln¢ rozpusténa 1é¢iva mohou byt vyuzita mikroby nebo pfijata rostlinami
(Wu a kol., 2015). Podle Kodesov¢ a kol., (2016), je mira pretrvani 1é¢iva zavisla na ptidnim
typu. Léciva se rychleji eliminuji v kvalitnéjSich padach. Pidou, ve které dochdzi k rychlé
eliminaci l1é¢iva je i cernozem ze stejné lokality, z jaké pochazi ptida pouzita v praktické ¢asti
prace. Dal$im dilezitym faktorem ovliviiujicim sorpci 1é€iva je pidni pH. V zavislosti na pH
se molekula irbesartanu mize vyskytovat ve tfech formach: kation, anion a neutralni molekula.
Dale byla podle Kodesové a kol., (2016) sorpce irbesartanu pozitivné korelovana s obsahem
organické hmoty v pudé (Cox) a negativné s vysokym obsahem basickych kationtd a
s nasycenim sorpcniho komplexu. Sorpce irbesartanu je nejvyssi v kambisolu a arenosolu, kde
chernozem), kterou také pouzivame v praktické ¢asti prace, kde v roztoku ziistdva kolem 60
%. To je v porovnani s citalopramem, ktery je prakticky vSechen sorbovan na pidni slozky
nebo fexofenadinem, kde v roztoku neziistane vice nez 7 % léc¢iva, pomérné velké mnoZstvi

(Klement a kol., 2018).

2.4.4 Transformace irbesartanu

Irbesartan se miize preménit pisobenim fyzikalnich a chemickych vlivi, napt. kyseliny nebo
zasady, ¢i kyseliny v kombinaci s UV zafenim (Shah a kol.,, 2010) nebo plisobenim
mikroorganismli (Alexandre a kol., 2004). Z vysledk pilotnich studii usuzujeme, ze
mikroorganismy mohou pfemeéiovat irbesartan v ndmi studované piidé (Chronakova, osobni

sdéleni).

Studie Boix a kol. (2016b) zkoumala transformaci irbesartanu v médiu zaoCkovaném
aktivovanym ¢istirenskym kalem. Za 35 dni bylo odstranéno 25-30 % irbesartanu. Byly také
identifikovany rozkladné produkty irbesartanu: isomerické slou¢eniny [CasH31N6O2]", vzniklé
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hydroxylaci a hydrogenaci  rliznych &asti molekuly a [C24H27N6O]", odpovidajici
demethylovanému irbesartanu. Dale byly detekovany produkty stechiometrickym vzorcem
odpovidajici oxidaci, nebo alkylaci irbesartanu a rovnéz oxidaci a nasledné hydroxylaci
molekuly. Podle Alexandre a kol. (2004) patii mezi hlavni mikrobialni metabolity irbesartanu
(viz Obr. 4) diastereomerni derivaty hydroxylované na spirocyklopentanovém kruhu (na Obr.
2 C a E), oteviené preskupené hydroxylované derivaty (D a F) a pravdépodobné N-
glykosidovy konjugat irbesartanu (G). Pokud je nam zndmo, vliv produkti pfemény

irbesartanu na zivé organismy nebyl dosud stanoven.
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Obr. 4: Produkty mikrobidlni pfemény irbesartanu (Alexandre a kol., 2004).
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3 Metodika
3.1 Charakteristika pudy

Lokalita, ze které byla odebrana ptida pro laboratorni experimenty, se nachazi v blizkosti
arealu Ceské zemd&délské univerzity v Praze — Suchdolu. Vzorek orné pady byl odebran ze
svrchni vrstvy 5-20 cm dne 13. 11. 2017. Pida byla klasifikovdana jako cernozem a
pudotvornym substratem byla spras (Kodesova a kol., 2015). Vybrané charakteristiky pudy ze
stejné lokality z jiného odbéru jsou uvedeny v Tabulce II. (pH ve vodé a v KCI, podil
organického uhliku (Cox), podil uhli¢itanu vapenatého, kationtova vyménna kapacita (CEC),
hydrolytickd kyselost (HA), vyménna kyselost (EA), nasyceni bazickych kationtt (BCS),

nasyceni sorpcniho komplexu (SCS), salinita, hustota castic (ps), podil jilu, prachu a pisku).

Tab. II: Vybrané charakteristiky pidy z jiného odbéru v odbérové lokalité Praha-Suchdol (KodeSova
a kol., 2015).

pH (H20) 8,44 |BCS (mmol/kg) 188
pH (KCl) 7,41 | SCS (%) 98,1
Cox (%) 0,36 |Salinita (uS/cm) 98,6
CaCOs3 (%) 20,5 | ps (g/cm?) 2,6
CEC (mmol/kg) 191 |Jil (%) 7,51
HA (mmol/kg) 3,6 |Prach (%) 48,31
EA (mmol/kg) 1,13 |Pisek (%) 44,18

3.2 Uprava a inkubace pudy

Pro izolaci bakterii jsme pouZili plidy uréené pro jiny experiment, ktery mél za cil ur¢it vliv
irbesartanu na aktivitu mikroorganismii. Jejich pfiprava probihala podle nasledujiciho popisu.
Pida schla 7 dni na vzduchu a poté byla homogenizovana ptes 2mm sito. Dale byla skladovana
v lednici. Do 100ml PE lahvicek bylo navazeno 50 g piidy, obsah vody v ptde byl doplnén

1ml sterilizované vodovodni vody a ptida byla ptfedinkubovana 4 dny pfti 20 °C.

Prvni experiment (exp 1), ve kterém byla pida obohacena 1é€ivem irbesartan (CAS: 138402-
11-6,>98,0 %, TCI, Japonsko) byl uspoiadén nasledujicim zpiisobem: vzorky byly zavlazeny
roztokem irbesartanu ve dvou rtiznych koncentracich: ve vzorcich oznacenych SI bylo 1,92
ng irbesartanu na gram vlhké pldy, coz se blizi koncentracim nalezenym v prostiedi. Ve
vzorcich oznacenych SI 100 bylo 192 pg/g. Irbesartan byl nejdiive rozpustén v malém

mnozstvi etanolu a dale byl rozpoustén vodou a fedén na poZadovanou koncentraci.
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Aplikovéano bylo 5 ml roztoku o pracovni koncentraci 19,2 pg/ml. Vzorky oznacené SC byly

kontroly bez irbesartanu.

V druhém experimentu (exp. 2) byla puda zavlazena 5 ml 7% roztoku DMSO ve vod¢, do
kterého byl ptidan irbesartan v rizném mnozstvi tak, aby vyslednd koncentrace irbesartanu

byla 0, 1, 10 a 100 pug na gram suché pudy.

Lahvicky v obou experimentech byly voln¢€ zasroubované, tak aby mohla volné probihat
vymeéna plynll. Vzorky byly inkubovany ve tmé pti 22 °C, v exp. 1 po dobu 14 dnti, v exp. 2
po dobu 21 dnti. Pivodni délka inkubace (14 dnti) byla stanovena podle rychlosti degradace
irbesartanu ve studované piidé z experimentu, ktery probéhl o rok difive (2017, zatim
nepublikovana studie), kdy byla stanovena hodnota DT50 (polocas piemény irbesartanu) na
29,1 dni a vyznamny pokles koncentrace irbesartanu v pidé byl zaznamenan uz po 13 dnech
inkubace. Obsah vody v pid¢ byl pravidelné kontrolovéan a dopliiovan na hodnotu polni vodni

kapacity sterilizovanou vodovodni vodou.

3.3 SloZeni a ptiprava kultiva¢nich médii
3.3.1 Pevnd media
R2A pevné medium obsahovalo 15,2 g/l R2A agaru (Merck KGaA, Némecko), ke kterému

jsme zvlast’ pridali 2,8 g/l samotného agaru.

M2 medium obsahovalo:
Sladovy extrakt 10 g/l
Kvasnicovy extrakt 4 g/l
Glukéza 4 g/l
Agar 20 g/l

M2 medium mélo pH upraveno na hodnotu 7,2 — 7,3 pomoci HCI (4 mol/l) nebo NaOH (1
nebo 5 mol/l.) Pro ptipravu médii byla pouzita reverzni osmoézou upravena voda. Obé média
byla sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut a rozlita do Petriho misek ve

sterilnim boxu s laminarnim proudénim (TelStar, Biostar).
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3.3.2 M9 tekuté medium

M9 médium mélo nasledujici slozeni:
NH4C1 1 g/l

Na;HPO4 6 g/l

KH2PO4 3 g1

NaCl 0,5 g/1

2 ml 1M MgSOq4

pH média bylo pomoci HCI (4 mol/l) nebo NaOH (1 nebo 5 mol/l) upraveno na hodnotu 7,4.
Médium bylo sterilizovano autoklavovanim pii 121 °C po 20 minut. Erlenmayerovy baiky
uzaviené celulézovou zatkou a alobalem byly sterilizovany zihanim pti 180 °C po dobu 3
hodin. Kultivaéni média s ptidavky (roztoky siranu hotecnatého, octanu sodného nebo
glukozy, irbesartanu) byla rozdélena po 20 ml do Erlenmayerovych ban¢k (o objemu 100ml)
pomoci sterilni pipety (jednorazové plastové nebo vyzihané sklenéné). Vse bylo provedeno ve

sterilnim boxu s laminarnim proudénim (TelStar, Biostar).

Vyslednd koncentrace pridavki v kultivaénich médiich byla 2 mM glukézy, nebo 6 mM
octanu sodného. Vysledné koncentrace irbesartanu byla 10 000 ng/l. Na pfipravu zésobnich
médii a roztokli byla pouzita reversni osmdézou upravend voda. Zasobni roztoky octanu
sodného a glukozy byly samostatné sterilizovany autoklavovanim, aby neinteragovaly se
solemi v médiu (Dworkin a kol., 2006). Zasobni roztok siranu hote¢natého byl sterilizovan
filtraci ptes stiikackovy 0,2um filtr (VWR INTERNATIONAL, Cellulose Acetate membrane,
katalog. ¢. 514-0061), aby se nevysrdzel teplem. Zasobni roztok irbesartanu v DMSO o
koncentraci 10 mg/l byl sterilizovan filtraci pfes 0,2um filtr (Thermo SCIENTIFIC, Nylon
membrane, katalog. ¢. 726-2520).

3.4 Izolace bakterii

Piida odebrana 14. (expl) nebo 21. (exp 2) den experimentu byla nafedéna na pidni suspenzi
sterilni vodovodni vodou (fedici fada od 10! do 10°) a suspenzemi jednotlivych fedéni byla
zaoCkovana M2 nebo R2A pevna média na Petriho miskach. Média obsahovala irbesartan
v koncentraci 50 mg/l (rozpustény v exp 1 v etanolu, v exp 2 v DMSO). Kazda miska byla
zao¢kovana 200 pl suspenze. Ctyficet dva vybranych kolonii bylo pfeodkovano na nové R2A

nebo M2 agary, na kterych byla provedena izolace Cisté kultury. Vybirali jsme morfologicky
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odlisné, odd¢€lené rostouci, reprezentativni kolonie z misek zaoCkovanych suspenzemi pid v

fedénich 107, 10%#a 107(viz. Obr 5).

Exp 1 Exp 2

S| 10° IRB 10 Y 10
104

1100 < 10°
10 IRB 100 10

SC 10 :
: 104

104

Obr. 5: pouzita fedéni suspenzi a varianty pid v experimentech.

Z agarovych misek byly kolonie ¢istych kultur nasledné pteockovany do tekutého M2 média.
Kdyz narostly, odebrali jsme pipetou médium s buitkami do 1,5 ml zkumavky a zahustili
centrifugaci. Ciré médium jsme odebrali a doplnili zkumavku médiem s buiikami. Postup jsme
opakovali. Takto sesbiranou biomasu jsme uchovavali v -20 °C a dale pouzivali pro izolaci

genomické DNA.

Pro ucely dlouhodobého uchovavani kultur jsme vytvofili glycerolové konzervy pienesenim
1-2 klicek bun€k z pevného média do 15% roztoku glycerolu s ¢istym M2 mediem. U
sporulujicich streptomycet byly pro vytvofeni glycerolovych konzerv pouZity spory. Tyto

konzervy byly dale skladovany v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.5 Izolace DNA a PCR

K izolaci DNA byl pouzit Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega). Rozmrazené
buiiky jsme stocili a odebrali jsme supernatant. Pfidali jsme 480 pul S0mM EDTA. Poté jsme
ptidali 20 pl lysozymu v koncentraci 100 mg/ml (kone¢nd koncentrace asi 4 mg/ml). Bunky
jsme inkubovali pfi 37 °C po dobu 1 az 3 hodin, dokud vzorek nezménil strukturu na
viskoznéjsi. Buiiky jsme stocili a k odebranému supernatantu pridali roztok dokoncujici lyzi
(Nuclei lysis solution). Vzorky jsme inkubovali pii 80 °C, poté jsme je 5 minut chladili na
ledu. Ke vzorkiim jsme pfidali 3 pl roztoku RNézy a inkubovali je 3 hodiny pti 37 °C. Ptidali
jsme 250 pl roztoku srazejiciho proteiny (Protein precipitation solution) a 5 minut inkubovali
na ledu. Poté jsme vzorky stocili a k odebranému supernatantu ptidali 700 pl isopropanolu.

Pomér isopropanolu a supernatantu byl 1:1. Po vysrdZeni jsme odpipetovali supernatant a
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opléchli pelet DNA 600 pl roztoku 70% etanolu a vzorky stocili. Po odstranéni etanolu (sliti
po stén¢ zkumavky) jsme vyschly pelet rozpustili v 60 ul TE pufru.

Poté byla méfena koncentrace DNA na pfistroji NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
SCIENTIFIC). Zaroven byla kontrolovéana Cistota DNA (pomér absorbanci ve 260/280 nm).
Pro néslednou PCR byly alikvoty genomické DNA nafedény na cca 150 az 300 ng/ul.

Provedli jsme nejprve Box-PCR za pouziti box AIR primeru o sekvenci 5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3', ktery nasedd na repetitivni sekvence v genomu
bakterii (Versalovic et al., 1994). Jednu reakéni smés tvoftilo 6,8 ul MilliQ vody (Millipore),
1x natfedény LA Hot Start Master Mix (Top-Bio), DMSO v kone¢né koncentraci 10 %, BSA
0,04 mg/ml, 0,012 pg/ul boxAl primeru a 280 az 660 ng templatu, kromé vzorku 42, kde bylo
60ng. PCR zacala 7minutovou pocate¢ni denaturaci v 95 °C, nasledovanou 30 cykly: 30
sekund pii 90 °C, 1 minuta pti 53 °C, 8 minut pii 65 °C. Kone¢né syntéza fetézci probihala

15 minut pii 65 °C.

Na 1% agardzovy gel jsme nanaseli 3 ul DNA a 1 ul Loading Dye (Termo Scientific), pouzili
jsme 3 pl 1kb Zebticku (O'GeneRuler, 250-10 000 bp, Termo Scientific). Pokud nebyly
prouzky na gelu dostatecné zfetelné, pouZili jsme 2% agardzovy gel, na ktery jsme nanesli 20
ul PCR produktu a 4 ul Loading Dye (1kb Zebticku 8 pl). Separace fragmenti na gelu
probihala pfi proudu 265 mA a napéti 100 V zhruba 1 hodinu. Poté jsme gel barvili v roztoku
ethidium bromidu. Fotodokumentace byla potfizena v UV svétle v pfistroji Azure c280 (Azure
Biosystems). Box-PCR jsme provad¢li prednostné, abychom zjistili, zda se od sebe kmeny liSi
nebo jsou nékteré stejné. Mezi kmeny jsme nenalezli shodu a pro 16S rRNA PCR jsme tedy

pouzili vSechny vzorky.

Dale jsme provedli amplifikaci genu pro 16S rRNA pomoci PCR. Forward primer (pAf) m¢l
nasledujici sekvenci: 5'~-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Turner a kol., 1999), reverse
primer (pHr): 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' (Wilmotte a kol., 1993). V jedné
reakéni smési bylo 10 pl MilliQ vody, 280 az 660 ng templatu (s vyjimkou vzorku 42, kde
bylo 60ng), pAfa pHr primery, oboji finalni koncentrace 0,3 uM a Fast Start Master (Roche)
obsahujici Taq DNA polymerazu, jejiz kone¢nd koncentrace byla 0,375 U v celkovém objemu

25 ul. Poc¢atecni denaturace probihala 3 minuty pii 95 °C, néasledovalo 34 cykli: 1 minuta pti
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94 °C, 30 sekund pti 66 °C 30, 1,5 minuty pii 72 °C. Konecné syntéza fetézci probihala 5
minut pii 72°C. PCR produkty byly uchovany v lednici.

Fragmenty DNA byly separovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy v 1% agar6zovém
gelu, na ktery jsme nanaSeli 3 ul DNA a 1 pl Loading Dye (1kb zebticek 3 ul) pii proudu 265
mA a napéti 100 V zhruba 40 minut. Gely byly barveny v roztoku ethidium bromidu. PCR
produkty s dobrym vytézkem jsme piipravili na urceni sekvence nukleotida (viz dale). Pokud
m¢él PCR produkt na gelu maly vytézek, provadéli jsme dale PCR s riznym fedénim templatu,
dokud jsme neobdrzeli PCR produkt o zadané velikosti (1500 bp) a mnozstvi.

3.6 Stanoveni sekvence nukleotidli metodou Sangerova sekvenovani

PCR produkty (16S rDNA) o spravné velikosti (1500 bp) a koncentraci jsme zbavili
pfebytecnych primerti a nukleotidii pomoci smési 1:1 enzym alkalické fosfatazy (1 U/ul, z
teleciho stieva, Roche Diagnostics GmbH, 10713023001) a exonukleazy I (20 U/ul, z E. Coli,
BioLabs, M0293S). K 5 ul PCR produktu jsme pridali 2 pl ExoSAP. Provadélo se doptedni
¢teni. Analyzy byly provedeny formou servisu u spole¢nosti SEQme, s. r. 0. a GATC Biotech.
Manudlni editaci sekvence jsme provadéli v programu Geneious (verze 8.1.6, Biomatters,
Ltd., univerzitni multilicence). Sekvence jsme porovnavali v databazi EzBioCloud, ktera pro
porovnani  sekvence  vzorku s databdzi pouziva  TrueBac ID  algoritmus

(https://www.ezbiocloud.net, Yoon a kol., 2017).

3.7 Degradace irbesartanu bakteriemi

Na zaklad¢ ptibuznosti izolovanych kment k bakteridlnim rodlim, u kterych je zndm znacny
potencial degradovat kontaminanty, bylo vybrano pro tento experiment 20 kmenii. Ty byly
oziveny z glycerolovych konzerv ptenesenim klickou na agar, na kterém byly izolovany (M2
nebo R2A).

20 kmeni bylo testovano na schopnost transformovat irbesartan. Kmeny byly pfeo€kovany na
noveé misky s R2A agarem. 3—4 dny star¢ kolonie byly zaockovany do Erlenmayerovych banck
o celkovém objemu 100 ml s 20 ml tekut¢ho minimalniho M9 média. M9 médium je

minimalni médium, do kterého se daji pfidavat rizné zdroje uhliku.

Pro kazdy kmeny byly zvoleny tyto varianty sloZeni kultivaéniho média (viz. Obr. 6):

e MO s pridavkem glukézy (vysledna koncentrace 2 mM)

21


https://www.ezbiocloud.net/

e M9 s piidavkem glukézy (vyslednd koncentrace 2 mM) a irbesartanu (vysledna
koncentrace 10 000 ng/l)

e MO s pridavkem octanu sodného (vysledna koncentrace 6 mM)

e MO s pfidavkem octanu sodného (vysledna koncentrace 6 mM) a irbesartanu (vysledna

koncentrace 10 000 ng/1).

M9 + glukosa ) M9 + octan
M@ + glukosa M9 + octan sodny sadng
+ irbesartan
Obr. 6: Varianty médii, do kterych byl zaockovan kazdy z 20 vybranych kment.

Média byla inokulovana dvéma plnymi klickami biomasy z cerstvych kultur bakterii
napéstovanych na agarovych plotnach. Vyjimkou byly kmeny 10, 18 a 35. Ty byly zarostlé do
agaru a nebylo vZdy moZné nabrat pouze kolonii bez agaru. U kmeni zarostlych do agaru a
sporulujicich (7, 15 a 27) byly do kli¢ek nabrany pouze spory a kli¢ky nebylo mozZné naplnit.
Vzorky byly inkubovéany deset dnti pfi 28 °C a 180 RPM.

Po deseti dnech jsme odebrali 0,5 ml a zmé&fili optickou densitu ve 2 pl média pfi 600 nm
(ptistroj Nanodrop 2000 Spectrophotometer, Thermo SCIENTIFIC). Zbytek média s
bakteriemi jsme piefiltrovali pies membranové filtry (velikost porti = 0,22 um, FiltraTECH —
Membranoveé filtry Fisher MCE membrane) za pouziti filtratni aparatury s vyvévou.
Piefiltrovand média byla uchovéavana pii -20 °C a dopravena na Fakultu rybafstvi a ochrany
vod ve Vodnanech, kde byla stanovena zbytkova koncentrace irbesartanu. Analyzu, ktera
probéhla pomoci LDTD-APCI-MS-MS (Laser diode thermal desorption—Atmospheric—
pressure chemical ionization—Tandem mass spectrometry) provedli kolegové v laboratofi

vedené doc. Romanem Grabicem (JCU, FROV).

Na zaklad¢ vysledkl pilotniho skrininku 20 kmend bylo vybrano osm, u kterych jsme
zaznamenali (alespon v jednom médiu) ubytek koncentrace irbesartanu alespoii o polovinu. S
nimi jsme postup zopakovali ve tfech opakovanich pro obé média s ptidavkem irbesartanu a

po jedné kontrole bez irbesartanu (viz Obr. 7). Dale jsme kultivovali po tfech blancich s
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nezaockovanymi médii s irbesartanem a po jednom blanku s nezaoCkovanymi médii bez

irbesartanu.

MQA - glukosa 9 + glukos M9 + glukos M9 + glukosa
+ |rbesartan + |rbesartan + |rbesartan

M9 + octan sodny 9 + octan sod g + octan sod M9 + oc’tan
+ irbesartan + wbesartan |rbesartan sodny

Obr. 7: Varianty médii, do kterych byl zaockovan kazdy z 8 vybranych kment.

3.8 Statisticke zpracovani dat

Pro srovnani koncentrace irbesartanu v médiich s glukézou u 8 vybranych kment oproti
blankiim byla pouZita jednocestnd ANOVA. Pro post-hoc porovnani jsme pouzili test Tukey
HSD. V médiich soctanem sodnym nebyly shodné variance, a proto jsme pouzili
neparametricky Kruskal-Wallistv test. V ptipadé, ze koncentrace irbesartanu v médiich byla
pod limitem kvantifikace, pouzili jsme pro statistické analyzy hodnotu limitu kvantifikace.
K ur€eni vlivu pfitomnosti irbesartanu a pfidavku glukézy nebo octanu sodného na optickou
hustotu ve vybéru 20 kmenil byla pouzita dvoucestnd ANOVA. K urceni vlivu pfitomnosti
irbesartanu a pridavku glukozy a acetatu ve vybéru 8 vzorkl byla pouzita tficestnd ANOVA
(kmen byl zahrnut jako dalsi faktor). Z testli s optickou hustotou jsme vyloucili druhy z roda
Streptomyces a Lentzea, protoZze v tekutém médiu tvotily kulicky nebo Zmolky a méfeni
optické hustoty by nevypovidalo o riistu bakterii. Za prikazné jsme povazovali vysledky

s hladinou vyznamnosti (p) <0,05.
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4 Vysledky

4. 1 Izolace bakterii a zatazeni do druhti

V Exp 1 a Exp 2 se povedlo izolovat 38 bakterii. Druhové urCeni bakterii bylo provedeno u
30 z nich (shoda > 99 %), pticemz jsme izolovali celkem 26 rGznych druhti bakterii. Kmeny
se shodou nad 97 % jsme zaradili do tfid podle NCBI, Taxonomy Browser. [zolované bakterie
spadaly do tfid: Actinobacteria, Bacilli, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria a Flavobacteria, z nichz byly nejvice zastoupené Actinobacteria.
Nejcastéjsi byly zastupci rodu Streptomyces, Bacillus a Pseudomonas, ale nejvice riiznych
druhii bylo z roda Streptomyces, Pseudomonas a Rhodococcus (shrnuji Tab. III a Tab. IV).
Zaznamenali jsme rozdil mezi pouzitymi izola¢nimi médii. Pii pouziti R2A pevného média
dominoval rod Streptomyces a pti pouziti M2 média dominoval rod Pseudomonas (viz Obr.

8).

U nékterych kment bakterii nebylo mozné urcit druhovou pfisluSnost, protoze nukleotidova
sekvence genu pro 16S rRNA vykazovala stejnou podobnost k riznym druhlim, napf.
Pseudomonas helmanticensis (99,44 %) / Pseudomonas baetica (99,44 %) (Tab. III a Tab.
IV). V téchto ptfipadech jsme v dal$im textu pouzili pro kmen oznaceni rodu a ¢islo napt.:

Pseudomonas sp. — kmen 25.

Nékteré bakterialni izolaty se nepovedlo déle kultivovat ¢i identifikovat. Kmeny 6 a 13 v Tab.
IIT ptfi preockovani z izolacniho agaru na R2A agar nenarostly, u kment 3 a 20 byla po
pfeockovani na R2A agar miska kontaminovana, a tak jsme s nimi dale nepracovali. U kmene
5 a 28 se nam nepovedlo ziskat kvalitni sekvenci nukleotidi. U obou kment jsme obdrzeli
Spatnou kvalitu sekvence nukleotidd, kterd méla v databazi na portdlu EZBioCloud nejblizsi
shodu 66,7 %, ptestoze 2x fedény 16S rDNA PCR produkt byl na gelu dobie viditelny a mél
spravnou velikost. U kmenu 29 se nam nepodafilo ziskat dobry PCR produkt, proto by bylo

potieba znovu izolovat genomickou DNA.
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Tab. III: Piehled vzorki z exp. 1, pida, ze které pochazeji, fedéni suspenze, kterou byly zaockovany a na jaky agar, velikost useku porovnavaného v EzBioCloud
a zafazeni kmene do druhu s mirou shody s danou sekvenci v databazi.

., Varianta | Narfedéni . .| Velikost , ) s
Cislo | , . Izola¢ni Nazev bakterie s nejvyssi shodou , . , o
upravy | pudyv sekvence . , Nézev kmene se stejnou mirou shody Ttida
vzorku . .| agar sekvence v EzBioCloud a mira shody
pudy | suspenzi (kb)
1|SC 107 R2A 1,097 | Rhodococcus erythropolis (99,91 %) - Actinobacteria
2|SC 10 R2A 1,103 | Bacillus simplex (100,0 %) - Bacilli
3(SC 107 R2A n. d. - - -
4|81 107 R2A 1,103 | Sphingobium scionense (100,0 %) - Alphaproteobacteria
51SI 107 R2A n. d. - - -
6(SI 107 R2A n. d. - - -
7SI 107 R2A 1,093 | Streptomyces omiyaensis (99,93 %) - Actinobacteria
8|SI 107 R2A 0,716 | Pseudomonas linyingensis (97,07 %) - Gammaproteobacteria
9|SI 107 R2A 1,093 | Bacillus altitudinis (99,77 %) - Bacilli
10|S1100 |10° R2A 1,089 | Streptomyces xantholiticus (99,15 %) - Actinobacteria
11|S1100 |10° R2A 1,096 | Bacillus paralicheniformis (99,78 %) - Bacilli
12{SI100 |10 R2A 1,092 | Azotobacter chroococcum (99,82 %) - Gammaproteobacteria
13|S1100 |10° R2A n. d. - - -
14 | SI 100 10° R2A 1,096 | Pseudomonas thivervalensis (99,63 %) - Gammaproteobacteria
15|S1100 |10* R2A 1,087 | Streptomyces coerulescens (99,57 %) Streptomyces bellus (99,57 %) Actinobacteria
16S1100 |10* R2A 1,080 | Pseudomonas brassicacearum (99,63 %) - Gammaproteobacteria
17|SC 10+ R2A 1,090 | Rhodococcus erythropolis (99,63 %) - Actinobacteria
18|SC 10 R2A 1,091 | Lentzea pudingi (99,43 %) - Actinobacteria
19|SC 10 R2A 0,945 | Bacillus simplex (95,13 %) Brevibacterium frigoritolerans (95,13 %) |n. d.
20 |SC 10+ R2A n. d. - - -
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Tab. IV: Piehled vzorki z exp. 2, piida, ze které pochézeji, fedéni suspenze, kterou byly zaockovany a na jaky agar, velikost tiseku porovnavaného v EzBioCloud
a zatfazeni kmene do druhu s mirou shody s danou sekvenci v databézi.

., Varianta | Nafedéni . .| Velikost , . s
Cislo | , . Izola¢ni Nazev bakterie s nejvyssi shodou sekvence v , . , ”
vzorku upfavy pudy V. agar sekvence EzBioCloud a mira shody Nazev kmene se stejnou mirou shody Ttida
pudy | suspenzi (kb)

21 [IRB100 |10+ M2 1,054 | Sphingopyxis chilensis (99,24 %) Sphingopyxis panaciterrae (99,24 %) | Alphaproteobacteria
22 [IRB100 |10 M2 0,997 | Pseudomonas lini (99,90 %) - Gammaproteobacteria
23 [IRB100 |10 M2 1,026 | Pseudomonas frederiksbergensis (99,02 %) - Gammaproteobacteria
24 |IRB100 |10 M2 1,082 | Nocardioides albus (99,93 %) - Actinobacteria
25[IRB10 |10* M2 1,078 | Pseudomonas helmanticensis (99,44 %) Pseudomonas baetica (99,44 %) Gammaproteobacteria
26 [IRB10 |10 M2 1,103 | Sphingopyxis chilensis (99,64 %) Sphingopyxis panaciterrae (99,64 %) | Alphaproteobacteria
27 |IRB100 |107 M2 1,073 | Streptomyces virginiae (100,0 %) Streptomyces cinnamonensis (100,0 %) | Actinobacteria
28 |[IRB100 |10 M2 n. d. - - -
29 [IRB100 |10 M2 n. d. - - -
30| IRB100 |10 M2 1,102 | Flavobacterium branchiicola (98,09 %) - Flavobacteriia
31 |IRBI0O 107 M2 1,096 | Bacillus simplex (100,0 %) - Bacilli
32|IRB10 |10 M2 1,099 | Brevundimonas mediterranea (99,82 %) - Alphaproteobacteria
33 |IRBI0 107 M2 1,089 | Bacillus zhangzhouensis (100,0 %) - Bacilli
34 | IRBI10 10 R2A 1,085 | Rhodococcus fascians (100,0 %) - Actinobacteria
35|IRB10 | 10* R2A 1,093 | Streptomyces europaeiscabiei (99,79 %) - Actinobacteria
36 [IRB10 107 R2A 0,674 | Variovorax paradoxus (87,18 %) - n. d.
37|IRB10 | 107 R2A 1,081 | Variovorax paradoxus (99,63 %) - Betaproteobacteria
38 | IRB100 | 107 R2A 1,071 | Variovorax paradoxus (99,63 %) - Betaproteobacteria
39 [IRB100 |10 R2A 0,652 | Variovorax paradoxus (94,02 %) - n. d.
40 | IRB100 |10* R2A 1,100 | Phyllobacterium ifrigiyense (100,0 %) - Alphaproteobacteria
41 |IRB100 |10* R2A 1,093 | Streptomyces puniceus (99,93 %) - Actinobacteria
42 [IRB100 |10 R2A 1,087 | Rhodococcus jostii (99,91 %) - Actinobacteria
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Pocet vyizolovanych kmen(

Obr. 8: Pocty kment podle ptislusnosti k rodu, izolované z R2A a M2 agaru.
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4.2 Transformace irbesartanu

Pro dalsi praci jsme vybrali 20 kmenl, z toho 6x kmeny z rodu Streptomyces, 6x
Pseudomonas, 3x Rhodococcus, 1x Lentzea, 1x Sphingobium, 1x Azotobacter, 1x Variovorax,
Ix Phyllobacterium. Dosazena opticka hustota v M9 médiu na konci kultivace (po 10 dnech)
a koncentrace irbesartanu je uvedena v Tab. V. M9 médium pouzité pro prvni cast
degradacniho experimentu (s 20 vzorky) bylo pfipraveno ve dvou varkach. Blank oznaceny
(1/2) pochazi z média pouzitého se vzorky: 4, 12, 14, 16, 17,22, 34,37, 41, 42, blank oznaceny
(2/2) se vzorky 7, 8, 10, 15, 18, 23, 25, 27, 35, 40.

Na zéklad¢ téchto vysledku (ibytku koncentraci irbesartanu) jsme vybrali 8 kment (z toho 3x
zrodu Streptomyces, 3x Pseudomonas, 1x Lentzea a 1x Phyllobacterium). V Tab. VL. je
uvedena optickd hustota a koncentrace irbesartanu pro vybranych 8 kment ve vSech (3)
biologickych opakovénich. Jako M9-10 jsou oznaCeny blanky, které byly tfepany a filtrovany,
M9 jsou média, kterd byla rovnou zamraZena, aniz by se kultivovala a filtrovala. U
nefiltrovanych médii se naméfené koncentrace blizi 10 000 ng/ml, coz je koncentrace, jaké
jsme chtéli dosdhnout. Namétené koncentrace se pohybuji se kolem 9 000 ng/ml. Koncentrace

blankd, které jsme tiepali a filtrovali je ale vyrazné€ niz$i, kolem 6 000 — 6 500 ng/ml.

Z rozmrazenych zbytkli médii z prvni Casti experimentu jsme tak déale odebirali v riznych
fazich ptipravy vzorky, abychom zjistili, v jaké fazi pfipravy se irbesartan ztraci. Pramér
koncentrace irbesartanu v Cerstvé rozmraZenych blancich (den 0) byl 10 300 ng/ml.
V blancich po deseti dnech tfepani (den 10 pted filtraci) byl 6 000 ng/ml. V blancich, které
pak byly prefiltrovany, byl 4 700 ng/ml (viz Obr. 9). Kmen 25 poskytl velmi variabilni data

pii prvnim méfent, a tak jsme méfeni opakovali (viz Tab. VII).
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Tab. V: Optické hustoty a kone¢né naméfené koncentrace irbesartanu v médiich u 20 vybranych
kment a blankti G = glukoéza, GI = glukdza a irbesartan, A = octan sodny (acetat), Al = octan sodny +
irbesartan, M9 = blank pted inkubaci (den 0), <500 = koncentrace irbesartanu pod limitem kvantifikace
(500 ng/ml)

Optickd | Koncentrace Optickd | Koncentrace
Oznaceni | hustota pfi | irbesartanu || Oznaceni hustota pfi | irbesartanu
vzorku | 600 nm [ng/ml] vzorku 600 nm [ng/ml]
4A 0,034 <5001(23A 0,010 <500
4A1 0,032 55001(23Al 0,025 3600
4G 0,041 <500123G 0,020 <500
4GI 0,044 6000 23GI 0,020 5200
TA n. d. <500(25A 0,009 <500
7AI n. d. 65001 25A1 0,022 4000
7G n. d. <500125G 0,021 <500
7GI n. d. 4600 25GI 0,027 4600
8A 0,028 <500127A n. d. <500
8AI 0,025 4100(27A1 n. d. 5100
8G 0,006 <500(27G n. d. <500
8GI 0,008 50001 27GI n. d. 5400
10A n. d. <500135A n. d. <500
10AI n. d. 52001 35A1 n. d. 5300
10G n. d. <500135G n. d. <500
10GI n. d. 2200(35GI n. d. 6500
12A 0,003 <5001 34A 0,017 <500
12A1 0,006 59001 34Al 0,022 5200
12G 0,005 <5001 34G 0,055 <500
12GI 0,006 7800 34GI 0,021 6200
14A 0,028 <50037A 0,027 <500
14A1 0,027 54001 37AI 0,036 4700
14G 0,038 <500137G 0,049 <500
14GI 0,039 7100 37GI 0,057 5400
15A n. d. <500|40A 0,023 <500
15A1 n. d. 3900 | 40AI 0,026 3400
15G n. d. <500140G 0,035 <500
15GI n. d. 3000 || 40GI 0,042 5000
16A 0,024 <500(41A n. d. <500
16A1 0,023 6600 | 41AI n. d. 5400
16G 0,036 <500141G n. d. <500
16GI 0,039 59001 41GI n. d. 6400
17A 0,050 <5001(42A 0,030 <500
17A1 0,039 6400 42A1 0,025 5700
17G 0,037 <500142G 0,044 <500
17GI 0,058 5600 || 42GI 0,064 6300
18A n. d. <500 M9+A(1/2) |n.d. <500
18AI n. d. <500 || M9+AI(1/2) | n. d. 8600
18G n. d. <500 M9+G(1/2) |n.d. <500
18GI n. d. <500 || M9+GI(1/2) | n. d. 9900
22A 0,042 <500 | M9+A (2/2) | n. d. <500
22A1 0,034 5300 || M9+AI(2/2) | n. d. 8600
22G 0,042 <500 M9+G(2/2) |n. d. <500
22GI 0,055 7600 | M9+GI(2/2 |n. d. 9100
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Tab. VI.: Optické hustoty a koncentrace irbesartanu 8 vybranych kment a blankti, G = glukédza, GI =
glukdza a irbesartan, A = octan sodny (acetat), Al = octan sodny + irbesartan, M9-10 = blank po
inkubaci (den 10), M9 = blank pied inkubaci (den 0), <100 = koncentrace irbesartanu pod limitem
kvantifikace (100 ng/ml).

Opticka Koncentrace Opticka Koncentrace
Oznaceni | hustota pii | irbesartanu || Oznaceni hustota pfi |irbesartanu
vzorku 600 nm [ng/ml] vzorku 600 nm [ng/ml]
7Ala n. d. 5900 | 23Ala 0,027 5200
7Alb n. d. 6200 || 23Alb 0,021 4700
7Alc n. d. 5000 | 23Alc 0,024 4400
TA n. d. <100 23A 0,021 <100
7Gla n. d. 6500 | 23Gla 0,043 6100
7GIb n. d. 5400 | 23GIb 0,046 6200
7Glc n. d. 6200 || 23Glc 0,044 6700
7G n. d. <100|23G 0,042 <100
8Ala 0,030 5700 25Ala 0,017 4200
8AIb 0,031 5000 || 25A1Ib 0,016 3400
8Alc 0,033 5000 || 25Alc 0,005 650
8A 0,020 <100 25A 0,021 <100
8Gla 0,011 4300(25Gla 0,007 1200
8GIb 0,015 5200 | 25GIb 0,025 4200
8Glc 0,015 4700(25Glc 0,025 4600
8G 0,015 <100 25G 0,028 <100
10Ala n. d. 5600 | 40Ala 0,004 4900
10AIb n. d. 5800 | 40ATb 0,016 4700
10Alc n. d. 5300 || 40Alc 0,005 4700
10A n. d. <100]40A 0,001 <100
10Gla n. d. 4800 40Gla 0,006 7100
10GIb n. d. 5600 | 40GIb 0,004 6500
10GlIc n. d. 4200(40Glc 0,011 6100
10G n. d. <100 40G 0,025 <100
15Ala n. d. 4900 | M9-10+Ala |n. d. 6400
15ATb n. d. 4700 (| M9-10+AlIb |n. d. 6900
15Alc n. d. 4500 M9-10+Alc |n. d. 6200
15A n. d. <100[|M9-10+A |n.d. <100
15Gla n. d. 5900 | M9-10+Gla |n. d. 5100
15GIb n. d. 5200 | M9-10+GIb |n. d. 7700
15GlIc n. d. 5400 M9-10+GI¢ |n. d. 5600
15G n. d. <100({M9-10+G _ |n. d. <100
18Ala n. d. <100 | M9+A n. d. <100
18AIb n. d. <100 || M9+AI n. d. 9300
18Alc n. d. <100 | M9+G n. d. <100
18A n. d. <100 | M9+GI n. d. 9900
18Gla n. d. <100
18GIb n. d. <100
18Glc n. d. <100
18G n. d. <100
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Tab. VII: Pfeméieni koncentrace irbesartanu v médiich kmene 25 a koncentrace irbesartanu v blancich
z prvni ¢asti experimentu v riznych fazich pokusu, G = glukéza, GI = glukdza a irbesartan, A = octan
sodny (acetat), Al = octan sodny + irbesartan, <100 = koncentrace irbesartanu pod limitem kvantifikace
(100 ng/ml).

., |Koncentrace
Oznacent | .
vzorku irbesartanu
[ng/ml]
25Ala 2400
25Alb 2600
25Alb 660
25A <100
25Gla 1200
25GIb 4000
25GlIc 4300
25G <100
12000,00
£ 10000,00
&
E 8000,00
g 6000,00 B Glukoza
'Z OOctan sodny
E 4000,00
é 2000,00
0,00

Den 0 Den 10 pred filtraci Den 10 po filtraci

Obr. 9: Pokles koncentrace irbesartanu v M9 médiu s gluk6zou nebo octanem sodnym po tiepani a

filtraci v abiotickych podminkach.

4.2.1 Vliv pridavkii a pritomnosti irbesartanu na rust bakterii

Kdyz jsme ve vybéru dvaceti kmenil porovnévali vliv pfidavkl octanu sodného, glukozy a
irbesartanu na rist bakterii méteny pomoci optické hustoty (viz. Obr. 10) vysel prikazny efekt
pfitomnosti glukozy a octanu sodného Fi 1= 5,3, p=0,025. Vliv irbesartanu na rist bakterii

nebyl prokazan.
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Obr. 10: Priméry optické hustoty pti 600 nm pro médium s octanem sodnym (n = 20) a s glukdzou (n

=20) s 95% konfiden¢nim intervalem.

Podle testu provadéného s vybérem osmi kmentl, kde jsme kmen ptidali jako dalsi faktor, mé&l
na optickou hustotu vliv kmen a pfidavek octanu nebo gluk6zy. Pfitomnost irbesartanu
v médiu opét nehrala roli (viz. Tab. IIX.) Prikazna byla i1 interakce ptidavku acetatu a glukozy
s ne/ptitomnosti irbesartanu. V médiich bez irbesartanu mél pfidavek glukézy a acetatu vliv
na optickou hustotu, ale v médiich s irbesartanem ne (viz. Obr. 11). VEtsi opticka hustota byla
v médiich s glukézou. Vyjimkou byl Pseudomonas linyingensis—kmen 8, ktery narostl do vétsi

optické hustoty v médiu s octanem sodnym (viz. Obr.12).
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Tab. IIX. Stupné¢ volnosti, hodnota testové statistiky, F, dosazenad hladina vyznamnosti, p (tu¢né:

p<0,05) M9+ ALLn=12,M9+GLn=12,M9+ A:n=4, M9 + G:n=4).

. | Hodnota Hladina
Stupné . , .
volnosti testove | vyznamnosti
statistiky F p
Kmen 3 17,3652 0,000028
Ptidavek octanu sodného/glukézy 1 9,9056 0,00623
Ptitomnost irbesartanu 1 0,4355 0,518692
Interakce: kmen*ptidavek octanu sodného/glukdzy 3 9,5542 0,000747
Interakce: kmen*ptitomnost irbesartanu 3 2,3928 0,106613
Interakce: ptidavek octanu sodného/glukozy* pritomnost
irbesartanu 1 5,1029 0,038199
Interakce: kmen*piidavek octanu
sodného/glukdzy*ptitomnost irbesartanu 3 1,9414 0,163628
0,040
0,035
0,030
1S
c
o
3
© 0,025
3
)
3
= 0,020}
X
S
a
o
0,015 ¢
0,010 ¢ -
0,005 . . =B M9 + acetat
bez irbesartanu s irbesartanem = M9 + glukosa

Obr. 11: Priméry optické hustoty pii 600 nm pro média s octanem sodnym a s glukdézou bez a
s ptidavkem irbesartanu s 95% konfiden¢nim intervalem, (M9 + Al: n=12, M9+ Gl: n =12, M9 + A:
n=4,M9+G:n=4).

33



0,06

0,05
0,04
S
c
o
3
> 0,037
©
ke
7]
2
No] 0,02 B
X
O
j<1
O
0,01
0,00
-®- kmen 8
&£F kmen 23
-0,01 : : =% kmen 25
M9 + octan sodny M9 + glukosa == kmen 40

Obr. 12: Priméry optické hustoty pii 600 nm pro média s octanem sodnym a s glukézou podle kmenil

s 95% konfiden¢nim intervalem (n=32).

4.2.2 Vliv bakterii na zménu koncentrace irbesartanu v kultivacnim médiu

Koncentrace irbesartanu v médiich s gluk6zou se mezi jednotlivymi kmeny (viz. Obr. 13)
lisila (Fg,17=16,5, p=0,000001). Nasledné testy ukazaly, Ze se od blanku vyznamné 1i8i Lentzea
pudingi — kmen 18, u néhoz byla koncentrace pod limitem kvantifikace (100 ng/ml) ve vSech
méfenich a Pseudomonas sp. — kmen 25 (p=0,022) s prumérnou koncentraci 3 333 ng/ml. U
kmene 25 byla velkd smérodatnd odchylka, zpiisobend velmi nizkou koncentraci u vzorku €.
25 Gla s koncentraci 1 200 ng/ml. Koncentrace blanku (M9-10+GI) byla v priméru 6 133
ng/ml.
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Obr. 13: Primérna koncentrace irbesartanu pro jednotlivé kmeny v médiich s glukézou + smérodatna
odchylka.

U médii s acetatem nebyl splnén pozadavek na homogenitu varianci, a tak byl pouzit
neparametricky test. Od blanku se liSila Lentzea pudingi — kmen 18 (p= 0,008), u n¢hoz byla
koncentrace pod limitem kvantifikace (100 ng/ml) ve vSech métenich a Pseudomonas sp. —

kmen 25 (p= 0,047) s pramérnou koncentraci 2 750 ng/ml (viz Obr. 14)

35



8000
7000 t
6000 t %
5000 | % %
4000 |
3000 t

2000 ¢

Koncentrace irbesartanu [ng/ml]

1000

-1000

7 8 10 15 18 23 25 40 blankA10 o Mean
Cislo kmene T Mean+SD

Obr. 14: Primérnd koncentrace irbesartanu pro jednotlivé kmeny v médiich s octanem sodnym =+

smérodatna odchylka.

Pokud bychom do testu nezahrnuli vzorek €. 25 Alc, ktery se vyrazné lisi od zbyvajicich dvou
mefeni, byla by splnénd homogenita varianci. Pomoci testu ANOVA bychom tak ziskali
prikazny rozdil viéi blanku (koncentrace 6 500 ng/ml) u dalSich vzorkd: Pseudomonas
linyingensis — kmen 8: p = 0,01, Streptomyces coerulescens — kmen 15: p=0,0005,
Pseudomonas frederiksbergensis — kmen 23: p=0,007 a Phyllobacterium ifrigiyense — kmen
40: p=0,0007.
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5 Diskuze

5.1 Izolace bakterii

Nejvice vyizolovanych kment bylo rodi Streptomyces a Pseudomonas. Streptomyces byl
nejpocetnéjsi rod na R2A pevném médiu, Pseudomonas na M2 pevném médiu. R2A pevné
médium obsahuje 6 riznych zdroji uhliku, ve velmi malych mnozstvich, a mineraly. M2
pevné medium obsahuje 3 rtizné zdroje uhliku ve zhruba 10x vétSich koncentracich a zadné
mineraly. R2ZA medium je koncentraci zdrojt uhliku blizsi M9 mediu, pouzitému k testovani
kmenii na schopnost rozkladdat irbesartan. Z kmenii s pritkaznym rozdilem koncentrace
irbesartanu oproti blanku byl jeden vypéstovan na M2 mediu a jeden na R2A mediu. Mezi
izolovanymi bakteriemi tedy pievladali zastupci tfid: Actinobacteria a Gammaproteobacteria,
dale Alphaproteobacteria a Bacilli a ojediné€le se objevili zastupci tfid: Betaproteobacteria a

Flavobacteriia.

Nékteré bakterialni kmeny byly identifikovany stejné (37 a 38: Variovorax paradoxus, 21, 26:
Sphingopyxis chilensis, 2, 19, 31: Bacillus simplex a 1, 17: Rhodococcus erythropolis). Kromé
kmenti 1 a 17, které vykazovali jistou podobnost, opakovanou izolaci stejného kmene bakterie
vyvratila analyza box-PCR. Pro degradacni experiment jsme vybrali zastupce rodi
Pseudomonas, Streptomyces, Rhodoccocus, Variovorax, Phyllobacterium, Lentzea,
Azotobacter, Sphingobium a Sphingopyxis. Kmen Sphingopyxis chilensis se nam bohuZel

nepodaftilo ani po vice pokusech oZivit z glycerolovych konzerv.

Rod Pseudomonas se spolu s rodem Rhodoccocus (ten jsme vyizolovali 4x, z toho ve dvou
ptipadech stejny druh) vyznacuje schopnosti degradovat Sirokou skdlu polutantii v prostiedi,
zejména syntetické organické slouceniny jako herbicidy, insekticidy nebo primyslova
rozpoustédla. Bakterie z rodu Pseudomonas rozkladaji naptiklad kaprolaktam, bromoxynil,
atrazin nebo parathion. Bakterie z rodu Rhodococcus mohou rozkladat tetrahydrofuran,
bromoxynil, atrazin nebo dibenzothiopen. Bakterie z rodu Azotobacter zase mohou degradovat
thiokyanat nebo kyselinu 2,4—fenoxyoctovou (Dworkin a kol., 2006). Variovorax dokaze
degradovat naptiklad estery ftalath (Prasad a Suresh, 2012) nebo 3—nitrotyrosin (Nishino a
Spain, 2006). Do rodu Sphingobium patii bakterie schopné biodegradace ibuprofenu a
bisfenolu A, do rodu Sphingopyxis bakterie degradujici ibuprofen a triklosan (Zhou a kol.,
2013).

Bakterie z rodu Streptomyces jsou zndmé pro svoji schopnost degradovat rizné komplexni
organické latky vcéetné xenobiotik. Ne&ktefi zastupci (zejména Streptomyces griseus a
Streptomyces griseolus) se nejlépe osveédcili v pokusu Alexandre a kol. (2004), ktery mél za
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cil za pomoci mikrobli vybranych ze sbirek pfipravit lidské metabolity irbesartanu. Ve
zminéné studii produkoval metabolity irbesartanu v mensim mnozstvi 1 Rhodococcus
erythropolis, ktery jsme také izolovali. Nicméné¢, v prvni ¢asti experimentu zamétené¢ho na
skrinink transformacniho potencidlu kmenti jsme u né& nezaznamenali vyrazny pokles

koncentrace irbesartanu a tak jsme s nim dale nepracovali.

5.2 Narust bakterii

NarGst bakterii jsme stanovovali pomoci méfeni optické hustoty pfi 600 nm. VEtsi nartst
bakterii byl v médiich s gluk6zou nez v médiich s octanem sodnym. Pouze u jednoho izolatu,
Pseudomonas linyingensis — kmen 8, tomu bylo naopak. Koncentrace ptidavka byly takové,
aby bylo v médiu stejné uhliku, ale glukdza je pravdépodobné snadnéji vyuzitelny zdroj uhliku
nez octan sodny. Podle vysledkti druhé ¢asti transformacniho experimentu, hraje ptidavek
octanu nebo glukozy roli jen v médiich bez irbesartanu (byla prikaznd interakce pfidavku
octanu sodného/gluko6zy a pfitomnosti irbesartanu). Samotny irbesartan vliv na narast bakterii

nemel.

Optickou hustotu nebylo mozné pouzit ke kvantifikaci nartistu bakterii, které v médiu tvoii
shluky (Lentzea, Streptomyces), proto bylo mnozstvi ziskanych dat omezené. PouZiti této
metody ma i jiné omezeni: i u druhtl, které shluky netvofi, mizeme pii stejném poctu bunék
naméfit rizné optické hustoty. Buiiky mohou mit jinou velikost a jinak rozptylovat svétlo.
Neptedpokladame, Ze by se schopnost bakterii rozptylovat nebo pohlcovat svétlo ménila
béhem kultivace, ale pro srovndni riznych kmenti mezi sebou jsou udaje o optické hustoté

spiSe orientacni.

5.3 Transformace irbesartanu

Koncentrace irbesartanu v blancich byla po deseti dnech tfepani a filtraci znacné nizsi nez
cilenych 10 000 ng/ml. V pokusu se zbylymi médii z prvni ¢asti transformacniho experimentu
byla primérné koncentrace 10 300 ng/ml v Cerstvé rozmrazenych médiich, po inkubaci pti 28
°C (bez filtrace) 6 000 ng/ml. Vice nez 40 % irbesartanu tedy bylo pfeménéno jen samotnou
inkubaci. Primérnd koncentrace v médiu po filtraci byla jest¢ niz§i: 4 700 ng/ml.
Ptedpokladame, ze se Cast irbesartanu zachytila na filtru. Tento krok by bylo tedy potieba
optimalizovat tim, Ze by se testovaly jiné vhodnéj$i membranové filtry. Ve vodném roztoku
pti 25 °C a pH 7,4, coz bylo i pH M9 média pouzitého v transformacnim experimentu, ma
podle Mbah (2004) irbesartan polocas rozkladu jen 28 hodin. Rychlostni konstanta reakce
navic rostla s teplotou: rozdil 10 °C zvysil rychlostni konstantu zhruba 2x (rozklad irbesartanu

odpovidal kinetice reakce 1. fadu). Rozklad byl také katalyzovan hydroxylovymi ionty a byl
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rychlej$i ve vy$§im pH. Jiné bazické ionty takovy efekt nemély. Ubytek irbesartanu
ve sterilnim kultivatnim médiu bychom tedy mohli vysvétlit abiotickym rozkladem ve
vodnim prostiedi. Nicmén¢, inokulace nekterymi bakteriemi méla zasadni vliv na pokles
koncentrace irbesartanu oproti hodnotam dosaZzenym v abiotickém prostiedi. Zejména se
jedna o Lentzeu pudingi — kmen 18, u n¢hoz byla koncentrace irbesartanu v médiu pokazdé

pod limitem kvantifikace.

Lentzea pudingi — kmen 18 je grampozitivni, aerobni bakterie s vétvenym vegetativnhim
myceliem a vzduSnym myceliem fragmentovanym do ty¢inkovitych spor. Je zajimavé, Ze byla
izolovany z pudy SC, tedy z pudy, ktera nebyla obohacena irbesartanem. Nase sekvence méla
shodu s Lentzea pudingi (99,43 %), Lentzea cavernae (99,01 %), Lentzea waywayandensis
(99,01 %) a Lentzea albida (99,00 %). Podle shody sekvence nukleotidi pro gen 16S rRNA,
byl typovy kmen L. pudingi popsan v praci Cao a kol. (2017) jako velmi ptibuzny druhtim
Lentzea albida (98.8 %) a Lentzea waywayandensis (98.5 %). Pro ujasnéni klasifikace by bylo

vhodné provést fylogenetickou analyzu kmene 18.

Lentzea patfi mezi aktinomycety, které produkuji velké mnozstvi bioaktivnich metabolitl
(antibiotika, imunosupresory, biopesticidy, fytotoxiny, enzymy degradujici komplexni
polymery) a mohly by byt uzite¢né v bioremediaci po znecisténi pesticidy a tézkymi kovy
(Alvarez a kol.,, 2017). Bakterie blizce pfibuzna naSemu izolatu ¢. 18, Lentzea
waywayandensis je schopna degradace polylaktidu na monomery (Tokiwa a Calabia, 2006.)
Do rodu Lentzea také patii nékteré kmeny schopné hydroxylaci pfeménovat
imunosupresivum, inhibitor histon deacetyldzy AS1387392, na ucinnéjsi AS1429716
(Sasamura a kol., 2010.) Patii sem také nékteré z kmen, které stereospecifickou hydroxylaci
pfeméiiuji lithocholovou kyselinu (LCA) na lé¢ivum, kyselinu ursodeoxycholovou (UDCA)

(Kollerov a kol., 2013).

Podle Alexandre a kol. (2004) mikroorganismy mohou produkovat metabolity irbesartanu,
které  byly identifikovany jako  diastereomerni  derivaty  hydroxylované v
spirocyklopentanovém kruhu, oteviené preskupené hydroxylované derivaty a pravdépodobné
N-glykosidovy konjugat irbesartanu. Podle Boix a kol. (2016b) mezi rozkladné produkty
irbesartanu patii slou¢eniny vzniklé hydroxylaci a hydrogenaci riznych ¢asti molekuly a latka,
ktera by mohla byt demethylovany irbesartan. Ddale byly detekovany produkty
stechiometrickym vzorcem odpovidajici oxidaci, nebo alkylaci irbesartanu a rovnéz oxidaci a

nasledné hydroxylaci jeho molekuly. Abychom zjistili, zda ndmi izolovany kmen pfeméiiuje
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irbesartan také hydroxylaci, ¢i diive popsanym procesem, potfebujeme analyzovat metabolity

irbesartanu v médiu. V soucasné dobé ¢ekame na vysledky téchto analyz.

Prikazny rozdil koncentrace od blanku byl také u Pseudomonas sp. — kmene 25. V médiu
s glukozou byla jeho primérna koncentrace 3 333 ng/ml a v médiu s octanem sodnym 2 750
ng/ml. U kmene 25 byla ale také znac¢né variabilita mezi koncentracemi naméfenymi v
biologickych opakovanich. Nechali jsme proto preméfit koncentrace v zamrazenych zbytcich
médii kmene 25 ze stejného experimentu, ale vysledky byly velmi podobné. U biologickych
opakovani s malou koncentraci jsme cekali vétSi narGst v médiu, ktery by rozdil mohl
vysvétlit, ale nartst bakterie v médiich s malou koncentraci irbesartanu byl naopak vyrazné
mensi (zhruba 3,5x). Ackoliv ndm ucinky metabolitl irbesartanu na mikroorganismy nejsou
znamy, nepfedpokladdme, ze by byly toxické tak aby dokazali nardst bakterii takto snizit.

Proto by bylo experiment vhodné zopakovat.

Kmen 25 ma nejblizsi shodu s Pseudomonas helmanticensis a Pseudomonas baetica. Pokud
je ndm znamo, u P. helmanticensis zatim nebyla zjisténa schopnost degradovat xenobiotika,
ale P. baetica by mohl byt jednim z druhii schopnych rozkladat uhlovodiky v ropé
(Korneykova a kol., 2018). U né€kterych kment byl prikazny rozdil v koncentraci irbesartanu
oproti blanku pouze v médiu s octanem sodnym, a to pouze pii vylouceni kmenu 25 s velkou
varianci, coz umozni pouziti silngjSiho testu ANOVA namisto neparametrického Kruskal—
Wallisova testu. Tyka se to Pseudomonas linyingensis — kmen 8, Streptomyces coerulescens
—kmen 15, Pseudomonas frederiksbergensis —kmen 23 a Phyllobacterium ifrigiyense —kmen
40. Z téchto kmenti je degradacni potencial zndm u Pseudomonas linyingensis, coZ je bakterie
poprvé izolovana z pidy dlouhodobé vystavené sulfonylmocovinovym herbicidim (He a kol.,
2012) schopna degradovat fenol (Mutlu a Poyraz, 2017) nebo u Pseudomonas
frederiksbergensis. Ten miiZze degradovat nékteré alkany (Abdel-Megeed, 2013).
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6 Zaveér

Z 0dajt dostupnych v literatufe mizeme shrnout, ze clovék ovliviiuje koncentraci irbesartanu
a jemu podobnych latek v prostiedi zejména vypousténim odpadnich vod &isténych v COV do
povrchovych vod a hnojenim Cistirenskymi kaly. Koncentrace irbesartanu v ¢istirenském kalu
je podle literatury zhruba 5-50x vys$si nez v pud¢. Koncentrace irbesartanu v odpadnich
vodach se pohybuje od desitek ng/l do desetitisicti ng/l a v povrchovych vodach od desetin po
stovky ng/l. Nékolik studii popsalo produkty mikrobidlni pfemény irbesartanu, pficemz

hlavnimi metabolity byly zejména hydroxylované derivaty irbesartanu.

Ze zem&délské pudy obohacené o irbesartan jsme izolovali 38 kment bakterii, z nichz u 30
jsme provedli druhové urceni. Z 26 riznych druhi bakterii byly nejpocetnéji zastoupeny rody

Streptomyces, Pseudomonas a Rhodoccocus.

Vybrané bakterie jsme testovali na schopnost transformovat irbesartan a zaroven jsme pomoci
meéteni optické hustoty hodnotili jejich nartist. VEtSi nartst bakterii byl v médiich, kde byla
zdrojem uhliku glukéza nez v médiich, kde byl zdrojem uhliku octan sodny. Pokud vSak byl
v médiu irbesartan, nemél zdroj uhliku na nartst bakterii vliv. Samotny irbesartan narast

bakterii neovlivnil.

Izolovali jsme jeden kmen zrodu Lentzea, ktery ve vSech vzorcich snizil koncentraci
irbesartanu pod limit kvantifikace. Déle koncentraci irbesartanu prikazné snizoval 1 zastupce
rodu Pseudomonas. Vzhledem k velké varianci koncentraci u tohoto kmene by bylo vhodné

experiment s timto kmenem zopakovat.
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8 Obrazova priloha

Obr. 15: Priklad misky s R2A agarem zaoCkované piidni suspenzi z ptdy SI (1,92 pg irbesartanu/g
vlhké pidy) nafedéné na 104,
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Obr. 16: Fotografie produkti Box-PCR na 2% agar6zovém gelu (20ul vzorku + 4ul Loading Dye,
zebticek 8 ul) v UV (invertované barvy), s ¢isly kment.

Obr. 17: Fotografie produkti Box-PCR na 1% agar6zovém gelu (3ul vzorku + 1ul Loading Dye,

zebticek 8 ul) v UV (invertované barvy), s Cisly kmenti.
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Obr. 19: Kmen 18 na R2A agaru po 4 dnech inkubace ve 28 °C.
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Obr. 20: Kmen 25 na M2 agaru po 4 dnech inkubace ve 28 °C.

Obr. 21: Kmen 25 na R2A agaru po 4 dnech inkubace ve 28 °C.
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Obr. 22: Kmen 18 v tekutém M9 médiu s glukdzou a irbesartanem po deseti dnech inkubace ve 28
°C a 180 RPM.
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