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ABSTRAKT

Farmaceutické latky predstavuji mikropolutanty, které se do zivotniho prostredi
dostavaji zejména pies ¢istirny odpadnich vod (COV). V této praci byla studovana
mikrobialni komunita v sedimentech potoka, ktery se nachazi v blizkosti COV a dochézi
k jeho kontaminaci témito latkami. Predmétem této prace bylo stanovit vyskyt
farmaceutickych latek a mikrobidlni komunity ve studované lokalité a poukdzat na mozné
vzdjemné vztahy mezi nimi. Ve studovaném potoku bylo identifikovdno
12 farmaceutickych latek v koncentracich ng/g. Tyto latky vytvari gradient, ktery klesa
s rostouci vzdalenosti od COV. Pro analyzu mikrobialni biomasy byla provedena analyza
fosfolipidovych mastnych kyselin a sekvenace DNA pro identifikaci mikrobialni
komunity. Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin poukéazala na klesajici mnoZstvi
mikrobialni biomasy s rostouci vzdalenosti od COV. Sekvenace DNA poukazala na velkou
mikrobidlni diverzitu ve studovaném sedimentu. Pro vyhodnoceni vztahii mezi pfitomnou
mikrobidlni komunitou byla vyuzita analyza hlavnich komponent (PCA). Vysledek PCA
ukazal, ze v sedimentu potoka, v hloubce 10-30 cm, Betaproteobacteria negativné koreluji

s triclosanem a Clostridia negativné koreluji s tramadolem.

Klicova slova: mikrobialni komunita, farmaka, mikropolutanty, biodegradace



ABSTRACT

Pharmaceuticals are micropollutants, that enter the environment mainly through
Wastewater Treatment Plants (WWTPs). In this work microbial community has been
studied in sediments of a stream, which is located near a WWTP. This sediment
is contaminated with pharmaceuticals. The subject of this thesis was to determine the
presence of pharmaceuticals and microbial community in this study site and to point out
possible relationships between these factors. Twelve pharmaceuticals were identified
at concentrations reaching levels of ng/g. The concentrations of the compounds form
a gradient that decreases with the distance from WWTP. Microbial biomass was estimated
using the analysis of phospholipid fatty acids and microbial community was described
using next-generation DNA sequencing. The analysis of phospholipid fatty acids pointed
out, that with the increasing distance from WWTP the amount of microbial biomass
decreases. DNA sequencing revealed large microbial diversity in the studied sediment. For
evaluation of the relationship between the microbial community and pharmaceuticals in the
stream sediment, Principal Component Analysis (PCA) was used. The result of PCA
showed, that in the stream sediment (depth 10-30 cm), Betaproteobacteria negatively

correlated with triclosan and Clostridia negatively correlated with tramadol.

Keywords: microbial community, pharmaceuticals, micropollutants, biodegradation
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UvVOD

Globalni  znecisténi  zivotniho prostiedi je jednim 2z nejvyznamnéjsich
environmentalnich probléma dnesni doby, ktery ovliviiuje vSechny slozky v prostiedi
(Fazekas a kol. 2019). Velkou pozornost vefejnosti si zaslouzila pfitomnost
farmaceutickych sloucenin a jejich metaboliti. Farmaceutické latky jsou nezbytné pro
udrzeni vefejného zdravi a kvality zivota (Caracciolo a kol. 2015). Tisice riiznych
1é¢ivych latek je v dnesSni dobé& pouzivano ve velkém mnozstvi k 1é€bé €1 prevenci chorob
u lidi a zvitat. Nicméné v poslednich 20 letech, diky zvySené schopnosti detekce pomoci
pokroc€ilych chemickych analyz, byly také nalezeny jako mikrokontaminanty ve vodnich
a v ptudnich ekosystémech (Grenni a kol. 2018). Nedavné studie prokazaly, Ze mnoho
1égivych latek neni v &istirnach odpadnich vod (COV) uplné eliminovéano, takze riizné
latky mohou byt v nezménéném stavu, popiipadé jako aktivni metabolity, vypousStény
do zivotniho prostiedi. Léciva mohou mit v prostiedi delSi poloCas rozpadu, a tak
se mohou akumulovat a dosahovat detekovatelnych a biologicky aktivnich hladin (Sayadi
a kol. 2010). Vétsina téchto 1éCiv, které se dostanou do Zivotniho prostfedi mohou také
riznymi zpusoby ovliviiovat strukturu a c¢innost mikrobidlni komunity (Caracciolo
a kol. 2015).

Environmentalni mikroorganismy hraji v Zivotnim prostfedi velmi vyznamnou roli.
Jsou dulezité v zakladnich ekologickych procesech, mezi které patii napt. ti€ast v kolobéhu
prvki (Caracciolo a kol. 2015), produkce kysliku, regulace biomasy a odstranovani zbytkt
odumfelych organisml (Zhou a kol. 2009). Kromé¢ téchto dtilezitych procesi mohou také
prispét k degradaci organickych kontaminantti. Diky témto schopnostem jsou mikrobiadlni

komunity nezbytné pro udrzeni fungujiciho ekosystému (Caracciolo a kol. 2015).
Cile diplomové prace
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Farmaceutické latky ptitomné v sedimentech potoka mohou interagovat s pritomnou

mikrobialni komunitou.



1 ULOHA MIKROORGANISMU V ZIVOTNIM
PROSTREDI

Mikroorganismy jsou vSudypiitomné, mimoradné rozmanité a plni specializované role
v Zivotnim prostiedi (Das a kol. 2014). Radi se k nejpodetngjsi skupiné organismi, nebot’
prevysuji vSechny ostatni organismy jak v biomase, tak v rozmanitosti (Zhou a kol. 2009).
Mikroorganismy tak lze ve vSech jejich formach oznalit doslova jako ,neviditelna
vét§ina“. V 1 g pudy ¢&i sedimentu se vyskytuje asi 10° prokaryotickych bunék a v 1 ml
motské ¢&i jezerni vody se vyskytuje piiblizné 10° prokaryotickych bun&k (Gray a Head
2008). Jsou hlavni soucasti globalnich ekosystémovych sluzeb a ptirodniho kapitalu
na svéte¢ a spolu s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi prostiedi, ve kterém se vyskytuji,

predstavuji vzajemné propojeny komplexni systém (Zhou a kol. 2009).

Mikroorganismy jsou zivotné dulezit¢ pro fungovéani vSech ekosystéml (Tyson
a kol. 2004). Maji hlavni vliv na ekologické procesy napti¢ prostorem i ¢asu zejména diky
tomu, Ze predstavuji v pfirodé nejbohatsi molekularni a chemickou diverzitu a také diky
jejich schopnosti interagovat a udrZzovat dynamické vztahy mezi sebou 1 s vySSimi
organismy. Zprostiedkovavaji nezbytné ekosystémové procesy jako je primarni produkce,
dekompozice, kolobéh zivin, regulace klimatu, uklddani uhliku a transformace
znecistujicich latek (Esacalas a kol. 2019). Mikroorganismy piitomné v Zivotnim prostiedi,
které maji schopnost degradace znecistujicich latek, tak napomahaji k Cisténi zivotniho
prostiedi a diky jejich vSudypfitomnosti mohou také piedstavovat velmi vyznamné
indikatory znecisténi (Van Beelen a Doelman 1997). Metabolické aktivity mikroorganismt
jsou rozséhlé a mohou byt do jisté miry rychle ptizptisobeny podminkdm daného prostiedi
(Uhlik a kol. 2008). V disledku toho vSeho jsou mikroorganismy zasadni pro procesy,
které ptispivaji ke kvalité stavu ptirodniho ekosystému (Caracciolo a kol. 2015) a mohou
pfedstavovat také vyznamny zdroj pro zemédélstvi, zpracovani potravin, pramyslovou
vyrobu, biotechnologii a medicinu (Gray a Head 2008). Nicméné jsou to také velmi malo

znamé druhy organismi (Zhou a kol. 2009).

1.1 Diverzita mikroorganismu

Hlavni podil biologické diverzity na Zemi piedstavuji mikroorganismy (Das
a kol. 2014). Biologickou diverzitu lze definovat jako Skalu rozdilnych druhti organismi

a jejich relativni hojnost v urcitém souboru. Mikrobidlni diverzita jednozna¢né poukazuje
10



na biologickou rozmanitost na tfech urovnich: v rdmci druhu (genetickd), v zavislosti
na poc¢tu druhti (druhovd) a v rdmci komunity (ekologickd). Druhové rozmanitost se sklada
ze dvou c¢asti. Prvni ¢ast tvoii celkovy pocet pritomnych druhd, kterou lze oznacit také jako
druhova bohatost. Vztahuje se tedy ke kvantitativni variaci mezi druhy. Druhou ¢&ast
predstavuje distribuce jednotlivel mezi t€émito druhy, kterd mize byt oznacena také jako

vyrovnanost (Fakruddin a kol. 2013).

Diverzita mikroorganismli hraje velmi vyznamnou roli v udrZovani biosféry (Zhou
a kol. 2009) a v zivotnim prostiedi hraje klicovou roli v biogeochemickych procesech.
Slozeni anebo aktivita mikrobidlni komunity mize indikovat, jak dobfe dany ekosystém
funguje a diky dalezitosti mikroorganismli v pifeméné energie a uhliku se jejich diverzita
stala velmi dilezitym tématem (Torsvik a kol. 1996). Znalost struktury a diverzity
mikrobidlni komunity je nezbytna pro pochopeni vztahu mezi faktory Zivotniho prostiedi
a funkci ekosystému. Tyto znalosti mohou byt vyuZzity k posouzeni dopadu stresovych
faktori a odchylek v Zivotnim prostfedi (napf. zne€isténi riiznymi polutanty nebo globalni

zmény) na ekosystém (Roose-Amsaleg a kol. 2001).

Mikroorganismy se byly schopny pfizptsobit nejriiznéjSim prostiedim a vyvinuly
si rozsahlou Skalu metabolickych drah. Metabolické bohatstvi mikroorganismi je tradicné
vyuzivano lidmi. Lidé vyuzivali mikroorganismy uz v procesech fermentace, produkce
antibiotik, ale v posledni dobé¢ také pro bioprodukci novych i1 obtizn¢ syntetizovatelnych
slouc¢enin a biodegradaci xenobiotik (Jain a kol. 2005). Navzdory jejich dilezitosti ale
v soucasné dob¢ ani nezname rozsah mikrobidlni diverzity ve vétSin€ ekosystému (Torsvik
a kol. 1996). Se studiem bakteridlni ¢i houbové diverzity je spojeno nékolik problémi.
Tyto problémy vyplyvaji nejen zomezeni metodiky, ale také znedostatku znalosti
taxonomie. Je obtizné studovat diverzitu mikroorganismii, pokud neni znadmo, jak tfidit
nebo identifikovat pfitomné druhy. Mezi hlavni problémy patii napt. prostorova
heterogenita, neschopnost kultivace vétSiny mikroorganismi, limitace molekuldrnich

metod a taxonomicka nejednoznaénost mikroorganismi (Kirk a kol. 2004).

1.1.1 Diverzita mikroorganismii v piidé a v sedimentech

Zajem o biologickou rozmanitost piid a sedimentl roste, nebot’ se ukazalo, ze v téchto
lokalitdch Zzije obrovské mnozstvi druht (Groffman a Bohlen 1999) a mikrobidlni

rozmanitost sedimentil je srovnatelna s mikrobidlni rozmanitosti ptidy (Costa a kol. 2015).

11



Mikroorganismy nachdzejici se v pude jsou rozhodujici pro zachovani jeji funkce
v prirodnich i spravovanych zemédé€lskych ptidach (Garbeva a kol. 2004). V pudé patii
mezi nejhojnéjsi skupiny mikroorganismi bakterie a houby. Pidni mikroorganismy hraji
rizné role v regula¢nich mikrobidlnich aktivitach (napf. specificka enzymova aktivita
a pudni mikrobidlni biomasa), aby provadély mineralizaci komplexnich organickych
slouc¢enin, kontrolu kolob&hu zivin a ukladani uhliku v ptidé. Nicméné je diverzita pidnich
bakterii a hub, stejn¢ jako mikrobiologicka aktivita, a tim fungovani pidniho ekosystému,

siln€ ovlivnéna lidskou ¢innosti a klimatickymi zménami (Zhang a kol. 2017).

Sedimenty potokl jsou velmi dulezit¢é komponenty vodnich ekosystémt (Rees
akol. 2006). Charakteristiky sedimentd urcuji jejich biologickou rozmanitost
a ekologickou rovnovahu (Costa a kol. 2015). Mikrobidlni spolecenstva jsou zodpoveédna
za veétSinu metabolické aktivity v sedimentech (Gibbons a kol. 2014) a mohou také
informovat o stavu vodnich ekosystémti. Mikroorganismy nachéazejici se ve vodnim
ekosystému provadi rozkladani organického materidlu, recyklaci zivin (Widenfalk
a kol. 2008), bakterie jsou zodpoveédné za biogeochemické transformace, jako je nitrifikace
a denitrifikace (Wakelin 2008), a navic mohou byt mikroorganismy schopné detoxifikace
nebo degradace organickych znecist'ujicich latek asociovanych se sedimenty. Nicméné
1 pfitomné polutanty mohou mit nepfiznivé ucinky na mikroorganismy nachazejici
se v sedimentech (Widenfalk a kol. 2008). U¢inek stresu a naruseni mikrobialni komunity
muze mit dopad na procesy probihajici v ekosystému, stejn¢ tak jako na biologickou
rozmanitost a strukturu vodniho spolecenstva (Wakelin 2008). Vzhledem ke slozitosti
detekce ucinki téchto latek na mikroorganismy se timto zabyvalo pouze nékolik studii
(Widenfalk a kol. 2008). Vliv na mikroorganismy piitomné v sedimentech mtze mit také
vypousténi  pieCisténé odpadni vody zCOV. Voda vypousténa zCOV mize
do pfijimanych vodnich tokl ukladdat velké mnozstvi organickych latek a Zivin. ZvySené
mnozstvi organickych latek muze pozménit energetické vztahy v potocich, narusit
strukturu a funkci biotické komunity. VypousSténi upravenych vod miize také vést
k ukladani pisku a Stérku ve vodnich ekosystémech, coz mize ovliviiovat fyzikalni

vlastnosti sedimentu (Wakelin 2008).
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2 METODY PRO STUDIUM MIKROBIALNI DIVERZITY
A IDENTIFIKACI MIKROORGANISMU V ZIVOTNIM
PROSTREDI

Identifikace mikroorganismi je klicovym prvkem pro vSechny odvétvi mikrobiologie.
Pfifazeni jména k mikrobidlnimu kmenu ptinasi urcité predpoklady a dasledky spojené
s timto organismem (Moore a kol. 2010). Klasifikace a identifikace patii mezi hlavni
védecké discipliny, které jsou relevantni jak pro zdkladni, tak pro aplikovanou
mikrobiologii  (Goodfelow  2000). Identifikace  mikroorganismi je  dilezita
napf. 1 v biotechnologickém vyzkumu, kdy ptidéleni mikroorganismu do rizikové skupiny
bude mit dalsi disledky ohledné bezpecnosti, ale také ohledné ndkladii spojenych

s nakladdnim s mikroorganismy (Moore a kol. 2010).

Ke zjisténi mikrobialni diverzity a biomasy se vyuzivaji metody vazané ¢i nevazané
na kultivaci téchto mikroorganismi (Fan a kol. 2017). Kultiva¢ni techniky, které byly jako
prvni pouzity pro posouzeni mikrobidlni diverzity, jsou zalozené na kultivaci na plotnach
nebo na méfeni metabolické aktivity mikroorganismii a pomohly ke znacnym pokrokim
v mikrobialni ekologii. Nicméng¢, tyto techniky nedocenu;ji velkou mikrobidlni rozmanitost
enviromentalnich vzorkli (Roose-Amsaleg a kol. 2001). Pouzitim klasickych kultiva¢nich
metod lze v laboratoii izolovat a identifikovat pouze malou ¢ast mikroorganismu skute¢né
pritomnych v zivotnim prostiedi (Uhlik a kol. 2008). Limitace pi1 kultivaci
mikroorganismil zahrnuji piedev§im obtiznost uvolnéni bakterii ¢i spor z pidnich ¢astic
nebo biofilmu, vybér vhodného rastového média, podminky ristu (teplota, pH, svétlo),
neschopnost kultivace velkého poctu bakteridlnich a houbovych druhi soucasnymi
technikami a potencidl pro vzajemnou inhibici kolonii. Mimoto, kultivace mikroorganismil
na plotndch zvyhodiiuje ty mikroorganismy, které jsou schopny rychlého ristu
a ty houbové druhy, které produkuji velké mmnozstvi spor (Kirk a kol. 2004). Metody

nevazané na kultivaci poskytuji oproti kultivacnim metoddm ur¢ité vyhody.

Analyza sloZeni mikrobialniho spolecenstva pomoci metod nezavislych na kultivaci
obecné zahrnuji extrakci markerovych slou€enin z organismu. Slou€eniny, které by mohly
slouzit jako uZitecné biomarkery, by mély byt v organismech pfitomny v relativné
stabilnim mnozstvi a ithned degradovany v pidé po bunétné smrti organismu (Leckie

2005). Z divodu chemické rozmanitosti a bohatstvi buné€k jsou lipidy a nukleové kyseliny
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(DNA i RNA) mimotadné slibné slozky vyuzivané pro zkoumdni a charakterizaci
mikrobidlnich komunit (Drenovsky a kol. 2004). V této kapitole jsou popsany vybrané
kultivaéné nezavislé metody pro stanoveni mikrobidlni biomasy v environmentalnich

vzorcich.

2.1 Biochemické metody
2.1.1 Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA)

V prostfedi jako je plida a sedimenty jsou kultivaéni metody pro rozliSeni
mikrobialni diverzity nedostacujici nebo neefektivni, kvili znaéné mikrobialni diverzité
a obtiznosti kultivace pfirozenych mikroorganismi. V tomto prostiedi se tedy staly vedle
nukleovych kyselin dualezitym ekologickym ndastrojem analyza lipidi (Macalady
a kol. 2000). Lipidy, jakoZto hlavni bunéénd komponenta, tvoii Sirokou Skéalu strukturné
a funkéné rozmanitych sloucenin. Tyto variace ve slozeni mastnych kyselin mezi
mikroorganismy lze vyuZit a odhalit rozdily mezi jednotlivymi mikrobidlnimi komunitami.
Navic jsou n€které mastné kyseliny povaZzovany za biomarkery pro specifické skupiny
mikroorganismi, na zakladé¢ jejich lipidovych profili cistych kultur (Drenovsky
a kol. 2004).

Analyza esterové vazanych fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA, phospholipid
fatty acid) je pouzivand biochemickd metoda pro charakterizaci mikrobialni komunity
(Palojarvi 2006). PLFA jsou Siroce pouzivany jako biomarkery k charakterizaci
mikroorganismil nejen v pudé, ale také v pitnych a podzemnich vodach a sedimentech (Fan
a kol. 2017). Ke studiu celého profilu mastnych kyselin mikrobialni komunity je nicméné
nezbytné znat slozeni mastnych kyselin jednotlivych druhti, které danou komunitu tvofi
(Zelles 1997). PLFA jsou hlavni sloZkou bunééné membrany u domén Bacteria a Eukarya
(Quideau a kol. 2016). Jejich polarni skupiny a esterové vazané vedlejsi fetézce se lisi
ve slozeni mezi eukaryoty a prokaryoty, stejné¢ tak jako v ramci jednotlivych
prokaryotickych skupin (Drenovsky a kol. 2004). Za PLFA bakteridlniho a fungalniho
puvodu jsou povazovany PLFA ptevazné s délkou ftetézce 14-20 atomt uhliku.
Mikroorganismy produkuji rizné PLFA jako prostfedky k udrZeni integrity bunécné
membrany a bunéénych funkci vreakci na bezprostfedni podminky prostredi.
Ve smiSenych kulturdch nelze analyzu PLFA pouzit pro identifikaci jednotlivych
mikrobidlnich druhti, ale muize poskytnout celkovy profil mikrobidlnich komunit

pfitomnych v pud¢é (Fan a kol. 2017). Navic, protoZe jsou PLFA rychle degradovany
14



po bunécné smrti, mohou byt povazovany za zastupce zivotaschopné mikrobialni komunity

(Quideau a kol. 2016).

Analyza PLFA zahrnuje extrakci lipidi z pidy nebo sedimentu za pomoci
organickych rozpoustédel zaloZzend na protokolu Bligh a Dyer (1959), dale néasleduje
separace fosfolipidii od ostatnich lipidd na zaklad¢ jejich polarity pomoci extrakce
na pevné fazi. PLFA jsou poté pfevedeny na methylestery mastnych kyselin (FAME, fatty
acid methyl ester), které jsou analyzovany plynovou chromatografii za u¢elem stanoveni
jejich typu a mnozstvi. Nékteré PLFA se poté pouzivaji jako markery jednotlivych
specifickych skupin organismil. Pro urceni jednotlivych bakteridlnich skupin se vyuziva
nekolik typl, zatimco pro urceni hub se pouziva pouze jeden hlavni (Leckie 2005).

Jednotlivé typy PLFA vyuzivané jako markery jsou znazornény v tab. 2.1.

Typy PLFA Mikroorganismy

16:1w5¢c, 16:1w7c, 16:107t, 16:1w9¢, al16:0, cy17:0,

18:105¢, 18:107c, 18:1ote, 18:109¢, cyl9:0a Gramnegativni bakterie

114:0,115:0, al15:0, 116:0, a17:0, 117:0, 118:0 10Me16:0 Grampozitivni bakterie
14:0, 16:0, 18:0 Bakterie (nespecifické)
18:2w6 (18:1w9c¢, 18:3w3) Houby
10Me16:0,10Mel17:0,10Me18:0 Aktinobakterie

Tab. 2.1: PLFA bézné vyuzivané jako biomarkery pro specifické skupiny mikroorganismu (Leckie 2005)

Hlavni vyhodou této metody je moznost analyzy mikrobialniho spolecenstvi,
protoze rozdilné skupiny organismu obsahuji PLFA, které se vyskytuji prevazné v radmci
této skupiny v ur¢itém prostredi (Klamer a Baath 2004). Analyza PLFA ma potencial stat
se levnou kvantitativni metodou pro mikrobidlni profilovani velkého mnozstvi

komplexnich vzorkl (Fan a kol. 2017).
2.2 Molekuldarni metody

Na DNA =zalozené identifikujici metody, které fylogeneticky analyzuji mikrobidlni
spolecenstva, vyrazné zvysily nase porozuméni mikrobidlni diverzity. Tyto metody se staly
nepostradatelnymi nastroji nejen v klasické ekologii mikroorganismii, ale také v jinych
oblastech vyzkumu, nebot’ je dnes zndmo, Ze mnoho vlastnosti jednotlivych druhil lze
vysvétlit pouze v kontextu komunity (Nocker a kol. 2007). Extrakce nukleovych kyselin
a jejich naslednd amplifikace polymerazovou fetézovou reakci (PCR) se ukdzala velmi
uzite¢na pii hodnoceni zmén ve struktufe mikrobidlnich komunit pomoci né€kolika technik

profilovani mikrobidlni komunity (Malik a kol. 2008).
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DNA je pritomna ve vSech organismech a je v ni uloZena fylogenetickd informace,
a proto je tato latka vhodnym kandidatem pro studium mikrobidlniho spoleCenstva. Hlavni
ptistupy k ziskani DNA je bud’ separace bunék z piidy a nésledna extrakce DNA z bun¢k
anebo piimé lyze bunék v pudé pro extrakci DNA. Piima lyze bunék je v dneSni dobé
obecné preferovana, protoze poskytuje vyssi vytéznost DNA a DNA je povazovana
za reprezentativnéjsi pro celé spolecenstvi. Pfimé extrakce DNA ze vzorku zahrnuje jeden
nebo vice zpiisobu 1yze bunck, které mohou byt chemické (napt. detergenty), enzymatické
(napt. lysozym) nebo mechanické (napt. za pomoci malych sklenénych kulicek) (Leckie
2005). Na extrakci a nasledné purifikaci nukleovych kyselin je zavisla nasledna PCR
amplifikace, nebot’ nedostatecnad lyze bunék muze vést k prednostni extrakci DNA
gramnegativnich bakterii nebo pfili§ drsné oSetfeni miize vést ke Stépeni DNA snadno

lyzovanych bunék (Malik a kol. 2008).

PCR ma schopnost produkce milionii kopii ¢asti pozadovaného genu, celého genu
nebo genovych klastri (Malik a kol. 2008). Je to nejrozsifencj$i metoda pro amplifikaci
DNA pro studium mikrobidlni komunity (Liu a kol. 2006). Bézné se pro studium
mikroorganismil vyuzivaji ribozomalni genové markery (Cuscé a kol. 2019). Pro studium
mikrobidlni komunity se jako prvni vyuzival gen 5S rRNA, ale kviili malé velikosti (120
nukleotidll) a tudiz nizkému obsahu informaci se jiz nevyuziva. Dnes se pro studium
bakterialni komunity vyuzivaji geny 16S (obsahujici 9 hypervariabilnich regionti V1-V9)
nebo 23S rRNA, které jsou dostatecné¢ dlouhé (Vondracek a kol. 2012). Pro studium
fungalni komunity se nejCastéji pouzivaji vnitini piepisované mezerniky (ITS, Internal
Transcribed Spacer) a geny 28S a 18S rRNA (Yarza a kol. 2017). Cilova DNA
je amplifikovdna pomoci specifickych primerd (Liu a kol. 2006). Pro detekci
mikroorganisml nebo genti z kontaminovaného prostiedi se ¢asto vyuzivaji dvé techniky
PCR: jednoducha a multiplexni. Jednoducha PCR vyuzivda par primerd v jediné
amplifikaéni reakci, zatimco multiplexni vyuzivd nékolik part primerit soucasné
k amplifikaci n€kolika gend v jedné reakci. Kromé téchto dvou technik se vyuZziva takeé
tzv. real-time PCR (Malik a kol. 2008). Princip tzv. real-time PCR spocivd v méfeni
fluorescence po kazdém cyklu a intenzita fluorescen¢niho signalu odpovidd momentalnimu
mnozstvi DNA amplikonil pfitomnych ve vzorku v daném case. V pocatecnich cyklech
je fluorescence nizka a postupné se zvysuje, az dojde do bodu, kdy intenzita fluorescence
je vys8i nez hladina detekce a tento bod se nazyva kvantifikaéni cyklus a umoZziuje

stanovit celkovou koncentraci DNA ve vzorku pomoci kalibra¢ni kiivky. Pro vizualizaci
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amplifikovanych fragmenti DNA mohou byt vyuzita nespecifickd fluorescencni barviva
DNA nebo fluorescen¢né znacené oligonukleotidové sondy. Hlavni vyhody real-time PCR
spocivaji v tom, ze poskytuje rychlou a vysoce U¢innou detekci a kvantifikaci cilovych

sekvenci DNA (Kralik a Ricchi 2017).

2.2.1 T-RFLP

Analyza polymorfismu délky terminélnich restrikénich fragment (T-RFLP, Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism) je fingerprintovd metoda zalozend na PCR,
ktera se bézné¢ vyuziva pro analyzu mikrobidlniho spolecenstva. Tuto metodu lze vyuzit
k analyze spolecenstev bakterii, archea, hub, a jinych fylogenetickych skupin, stejné tak
1 funkénich gent (Thies 2007). Nejcastéji se vSak tato metoda vyuziva k amplifikaci
malych podjednotek (16S a 18S) rRNA genl pomoci PCR, pficemZ jeden nebo oba pouZité
primery jsou fluorescencné znaceny. Vysledna smés amplikonii rRNA genu je poté Stépena
jednim nebo vice restrikénimi enzymy, a velikost a relativni Cetnost fluorescencné
znaCenych restrikénich fragmenti je poté stanovena pomoci DNA sekvenatoru. Rozdily
v délce téchto fragmentl souvisi s rozdily v sekvencich 16S rRNA gentl, a umoziuje tak
rozlisit fylogeneticky rozdilné organismy (Schiitte a kol. 2008). Vyhodou této metody je,
ze je rychla, vysoce reprodukovatelnd a casto poskytuje veétSi mnozstvi operacnich
taxonomickych jednotek (OTU, operational taxonomic units) nez ostatni na PCR zavislé

fingerprintové metody (Thies 2007).
2.2.2 Hybridizace DNA

Nejjednodussim zplsobem detekce specifickych sekvenci nukleové kyseliny
je metoda primé hybridizace sondy na extrakty mikrobialni nukleové kyseliny. Bunécna
DNA ¢i RNA je pfimo extrahovéana z environmentéalniho vzorku a fixovana na nylonovou
nebo nitroceluldzovou membranu. Na membranu mohou byt pfeneseny také bakteridlni
kolonie a jejich nukleové kyseliny jsou po lyzi vystaveny nasledné hybridizaci (in situ).
Tyto hybridizaéni techniky se spoléhaji na specifickou vazbu specifické sondy
ke komplementarni DNA ¢i RNA. Tyto sondy jsou jednovldknové nukleové kyseliny
s potencidlem nést detekovatelné markerové molekuly vysoce specifické pro
komplementarni cilovou sekvenci. Jako sondy nukleovych kyselin se nejcastéji pouZzivaji

DNA sondy (Theron a Cloete 2000).
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2.2.3 Sekvenace DNA

Pomoci sekvenace DNA se urcuje poradi nukleotidi v molekule DNA a tato
metoda patfi v souCasnosti mezi nejrozsifenéj$i zplisoby analyzovani biologického

materidlu (Kolisko 2017).

Pred 40 lety se stala revolucni Sangerova metoda sekvenovani (Van Dijk
a kol. 2018), ktera je zaloZzena na syntéze DNA se zaclenénim nukleotidovych analogti
ddNTP, které predCasné pierusi syntézu nove vznikajici molekuly DNA a fragmenty jsou
nasledné analyzovany (Ahmadian a kol. 2006). Tato metoda umoznila poprvé rozlusténi
kompletni genomové sekvence. Druha revoluce pfisla s pfichodem sekvencnich metod tzv.
nové generace (NGS, next generation sequencing), diky kterym bylo genomové
sekvenovani mnohem rychlejsi a levnéjsi (Van Dijk a kol. 2018). Zakladem metod NGS
je tzv. masivné paralelni sekvenovani, pii kterém je béhem jednoho experimentu v jednom
okamziku sekvenovano velké mnozstvi samostatnych molekul (Krej¢i a kol. 2015). Mezi
platformy pattici do skupiny tzv. druhé generace sekvenovani patii napt. Roche/454 FLX,
ktera byla prvni komer¢né vyuzivanou platformou sekvenovani druhé generace a dnes
se jiz nevyuziva, nasledovala Illumina/Solexa Genome Analyzer, didle SOLiD sekvenator
a lon Torrent. VSechny tyto platformy se liSi pfedev§im chemii sekvenovani, kterda vede
k rozdilnym hodnotam propustnosti, délkdm cteni, mirdm chyb, riznému pokryti genomu
a nakladim (Ambardar a kol. 2016).

Ackoliv maji jednotlivé komeréné dostupné platformy rtznou biochemii, tak pfi
sekvenovani jsou vyuzivany podobné kroky: (1) extrakce DNA (2) pfiprava knihovny,
ktera obvykle zahrnuje mechanické ¢i enzymatické st€peni DNA, pfidani adaptéra (kratké
molekuly DNA o pfesné¢ dané sekvenci) a ,,barcodes*/indexti a amplifikace (vznik klastru
identickych molekul DNA koncentrovanych v jednom misté), (3) pfiprava templatu bud’

pomoci ,,mustkové” nebo emulzni PCR, (4) automatické sekvenovani (Besser a kol. 2018).

Princip emulzni PCR (emPCR, obr. 2.1) spociva v fedéni a kompartmentalizace
molekul templatu v kapickach vody v emulzi voda-olej. V idealnim piipadé€, probiha fedéni
do takové miry, aby kazda kapicka obsahovala jednu molekulu templatu a funguje jako
mikro-PCR reaktor (Kanagal-Shamanna 2016). Tato PCR je vyuzivana napf.
u sekvenovani typu 454 (Roche), SOLiD (Thermo Fisher), Ion Torrent (Thermo Fisher)
(Goodwin a kol. 2016).
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Emulze Amplifikace na kulickach Finalni produkt
Zkumavka s kapickami micel, na kterych Templat a primery vazané na kulickach spolu hybridizuji a jsou 100-200 milionu kulicek s tisici
jsou navazany templat, primery, amplifikovany; po amplifikaci dochazi k disociaci kopiemi stejné sekvence DNA
polymeraza a dNTP. komplementarniho fetézce a na kulickach ziistava vazan
ssDNA templat.

Obr. 2.1: Schématické znazornéni prubehu emPCR (upraveno podle Goodwin a kol. 2016)

Princip ,,mistkové” (bridge) PCR (obr. 2.2) spociva v piipojeni DNA fragmentu
k sekvencim adaptérti a naslednd vazba na primer, ktery je imobilizovan na pevném nosici
(,,flow cell). Volny konec DNA fragmentu muze interagovat s blizkymi primery
a vytvafet strukturu ,mustek”. PCR je vyuzivdna pro tvorbu druhého ftetézce DNA
z imobolizovaného primeru a nevazana DNA je odstranéna. ,,Mistkova“ PCR je vyuzivana

napf. u platformy Illumina (Goodwin a kol. 2016).

Mustkova ("bridge™) PCR

Navazani templatu DNA

\Hibridizace templatu s adaptéry

Amplifikace Vytvareni shluki (Cluster generation)
Konec hybridizovaného templatu Po nékolika amplifikaci se vytvori 100-200
interaguje s blizkymi primery, kde miliond klonalnich klastra.

muze dojit k amplifikaci

Amplifikacni desticka
("flow cell”)
Mikrojamky na amplifikacni
desti¢ce zvysuji hustotu
klastrd.

Obr. 2.2: Schématické znazornéni ,,mustkové™ PCR (upraveno podle Goodwin a kol. 2016)

Hlavni vyhody téchto NGS predstavuji to, Ze nevyzaduji bakteridlni klonovani
fragmenti DNA a elektroforetickou separaci sekvencnich produkti. Nicméné, metody
NGS maji i nékolik nedostatki. Jednim z hlavnich omezeni je jejich relativné kratké cteni.
Genom obvykle obsahuje mnoho repetitivnich sekvenci, které jsou delsi nez Cteci ramec

NGS. Kromé¢ omezeni, které vyplyvaji z kratkého cteni se také metody NGS spoléhaji
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na PCR, coz muze zpiisobit obtize s regiony s velkym poctem GC pb, nebot’ jsou pomoci

PCR netcinné amplifikovany (Van Dijk a kol. 2018).
Sekvenovani pomoci syntézy

Sekvenovani pomoci syntézy zahrnuje tfi hlavni typy sekvencni chemie: (1)
pyrosekvenovani, (2) sekvenovani reverzibilnim ukoncenim a (3) sekvenovani detekci

vodikovych iontd.

1. Pyrosekvenovani (454 (Roche))

Principem pyrosekvenovani je detekce pyrofosfatu (PPi), ktery je uvoliiovan béhem
polymeracni reakce DNA a vyuZit jako indikéator inkorporace specifické baze (Obr. 2.3).
Zahrnuje detekci inkorporované baze do dcefiné DNA pomoci DNA polymerazy
s postupnym piidavanim a odstraiiovanim vsech 4 bazi a detekci uvolnovaného pyrofosfatu
kaskddou enzymu, které emituji svétlo. Hlavni limitaci pyrosekvenovani je nepiesné
homopolymerni sekvenovéni, kdy ptidani vice nez péti identickych nukleotidli nelze
ucinné detekovat (Ambardar a kol. 2016). Dalsi problémy nastavaji pii sekvenovani
templatt bohatych na GC pary bazi (Ari a Arikan 2016). Ackoliv bylo pyrosekvenovani
prukopnikem v NGS, tak se jiz nevyuziva (Ambardar a kol. 2016).

T T
: OH OH
aatr | 4GTF |

Apyriza ! Apyriza i
@AMP | @WAMP

PPi

ATP-sulfuryliza ||

Luciferin

Luciferiza

Oxyluciferin , g

Emise svétla Bez emise svétla

a b

Obr. 2.3: Schématické znazornéni enzymatickych reakei probihajicich pti pyrosekvenovani a) béhem
inkorporace komplementarniho nukleotidu a b) pokud nukleotid neni inkorporovan (upraveno podle
Ambardar a kol. 2016)

2. Sekvenovani za pomoci reverzibilnich terminatoru (Illumina)

Obecny mechanismus sekvenace zalozené na reverzibilnich terminatorech se sklada
ze tf1 hlavnich krokii: pfiprava knihovny, klonalni amplifikace a sekvenace syntézou (Ari
a Arikan 2016). Princip metody sekvenovani reverzibilnimi terminétory spoc¢iva v pridani
smési Ctyf fluorescenéné znaCenych nukleotidii pro Ctyfi baze jako reverzibilnich

terminatort reakce a specidlniho enzymu DNA polymerdzy, ktery je mize inkorporovat
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k templatu (Bentley 2006). K sekvenovani reverzibilni terminaci se fadi platforma Illumina
(Ambardar a kol. 2016). U této platformy jsou na oba konce DNA fragmenti
ligovany adaptery a po denaturaci jsou imobilizovany na pevny nosi¢, ktery je husté pokryt
oligonukleotidy komplementarni k adapteriim na koncich studovanych amplikond. Kazdy
imobilizovany jednovldknovy fragment potom vytvari, hybridizaci svym volnym koncem
a komplementarni sekvenci na povrchu nosice, strukturu ,mustek” (Obr. 2.4).
Komplementarni adaptéry na povrchu funguji jako primery pro néslednou PCR
amplifikaci, ktera je nezbytnd pro ziskdni dostatecné intenzity svételného signélu pro
spolehlivou detekci ptidanych bazi. Po n¢kolika PCR cyklech se ziska okolo 1000 kopii
jednovldknovych fragmenti DNA. Poté se piida reakéni smées (primery, 4 reverzibilni
terminatorové nukleotidy a DNA polymeraza), ktera je dilezitd pro sekvenéni reakci
a syntézu DNA. Terminatorovy nukleotid, stejn¢ jako jeho poloha, je poté detekovan
a identifikovan pomoci fluorescenniho barviva (obr. 2.5). Reverzibilni termindtor na 3°‘-
konci, stejné jako fluorescencni barvivo jsou poté odstranény a mize dojit k zaclenéni dalsi

baze (Ansorge 2009).

Sekvenator MiSeq (Illumina) je jednim z nejmensich stolnich sekvenatort, ktery mize
v jednom cyklu provadét generovani klastri, amplifikaci, sekvenovani genomické DNA
a analyzu dat (Ravi a kol. 2018). Lze si pfizptisobovat délku c¢teni, sekvenovanou oblast
nebo zajistit jednostranné ¢i oboustranné cteni (Ansorge 2009). Mezi dalsi platformy
spolecnosti Illumina patii 1 HiSeq, ktera je vhodnd pro sekvenovani celého genomu
organismu, které maji relativné velké genomy, nebo platforma NextSeq (Ari a Arikan

2016).

Obr. 2.4: Struktura ,,miistek® vznikajici pti amplifikaci fragmentd DNA, (A) fragment DNA opatfeny na
obou koncich adaptory imobilizovany na pevném nosici, (B) hybridizace volného konce s navazanym
oligonukleotidem, (C) isotermalni amplifikace, (D) pfipojeni sekvena¢niho primeru ke kazdému fragmentu
DNA (pted samotnou sekvenaci) (upraveno podle Ansorge 2009)
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Obr. 2.5: (E) inkorporace fluorescenéné znac¢eného nukleotidu s navazanym reverzibilnim terminatorem do
fetézce, (F) odstranéni blokujici skupiny, pokracovani syntézy na konec fetézce, (G) intenzita fluorescence
detekovana CCD kamerou (upraveno podle Ansorge 2009).

3. Sekvenovani detekci vodikovych ionti

Tato metoda sekvenovani, zndma taky jako Ion Torrent, je prvni, ktera nevyuziva
fluorescenci ani luminiscenci (Heather a Chain 2016). Tato metoda je zalozena na detekci
vodikovych ionti uvolnénych pii inkorporaci kazdého nukleotidu (obr. 2.6). Templatova
DNA je navadzana na iontové Castice v mikrojamce tak, ze kazd4d mikrojamka obsahuje
jednu iontovou castici. Do mikrojamky se ptfida jeden typ dNTP ajeho inkorporace
je detekovana uvolnénim vodikového iontu, ktery spousti iontovy senzor ISFET (Ion
Sensitive Field Effect Transistor). Tim dojde ke zméné¢ pH, ktera je detekovana snimaci
vrstvou jamky, kterd pievede chemicky signal na digitdlni (Ambardar a kol. 2016). Tato
technologie umoziuje velmi rychlé¢ sekvenovani béhem detekéni faze, ale neni pfilis
schopna snadné interpretace homopolymernich sekvenci kvili ztraté signalu diky

inkorporaci vice shodnych dANTP (Heather a Chain 2016).

Polymeriza
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PPi

Zména pH

Detektor |

Zvy$eni napéti

l

Zaclenéni bize *A’
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" Bez zmény napéti

Bez zaclenéni hize

Obr. 2.6: Schématické znazornéni zmény pH pfi Sekvenovani detekci vodikovych iontid a) béhem zaclenéni
komplementarniho nukleotidu a b) pokud nukleotid neni zaclenén (upraveno podle Ambardar a kol. 2016)
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Sekvenovani pomoci hybridizace a ligace

Sekvenovani ligdzou (obr. 2.7) vyuziva ke stanoveni nukleotidové sekvence
cilové DNA enzym DNA ligdzu. Princip této metody spociva v konstrukci knihovny
parovych bazi znacenim fragmenti DNA, amplifikace pomoci emPCR na povrchu kulicek
a konstrukce tzv. ,,polonies®, imobilizace v polyakrylamidovém gelu na mikroskopickém
sklicku, sekvenace kratkych znacenych imobilizovanych fragmentti DNA a fluorescen¢ni
zobrazovani diky specifickému znaceni nukleotidli na sekvenénim povrchu (Ari

a Arikan 2016).

Komeréné dostupna platforma zaloZena na sekvenaci pomoci ligace je napt. SOLiD
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) (Heather a Chain 2016). Ptiprava
templatu zahrnuje jeho fragmentaci a navadzani adaptéru o zndmé sekvenci. Adaptéry
piipojené k fragmentim DNA jsou poté piipojeny k paramagnetickym kulickdm
o velikosti 1 uym a amplifikovany pomoci emPCR (Cao a kol. 2017). Po amplifikaci jsou
kulicky kovalentné¢ navazadny na sklenénou desticku. VeSkerd chemie v sekvencni
technologii SOLiD je zaloZena na hybridizaci a ligaci n¢kolika riznych sond k templatu.
Sonda je dlouha 8-9 bazi a obsahuje 1 nebo 2 baze, které jsou nasledovany tfemi
degenerovanymi a tfemi univerzalnimi bazemi, na které je pfipojena fluorescencni znacka.
Kratky primer spolu se smeési fluorescencnich oligonukleotidovych sond nasedaji
na cilovou komplementarni DNA. Sondy jsou ligovany s primery pomoci enzymu DNA
ligdzy a detekovany pomoci fluorescenéniho zobrazeni. Nenavdzané sondy jsou
odstranény. Fluorescen¢ni znacka oligonukleotidové sondy muze byt po detekci odStépena,
¢imz se systém piipravi pro dalsi cyklus ligace. Cely tento cyklus se n¢kolikrat opakuje pro

dosazeni kompletni sekvenace cilové DNA (Ambardar a kol. 2016).
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Obr. 2.7: Schématické zobrazeni SOLiD sekvenovani (pfevzato z www.atdbio.com)
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Kratce po vzniku NGS se objevila tieti generace sekvenovani (TGS, Third
Generation Sequencing). TGS se charakterizuje jako technologie schopné sekvenace
jednotlivych molekul (SMS, Single Molecule Sequencing), tedy bez pozadavku
na predchozi amplifikaci DNA, ktera se vyskytuje u predchozich generaci (Heather
a Chain 2016). TGS maji schopnost zajistit tak nizké naklady sekvenovani a jednoduchou
ptipravu vzorkl bez nutnosti pfedchozi PCR amplifikace v mnohem krat§Sim case nez
u NGS. Navic jsou TGS schopny produkce dlouhych ¢teni, coz umozni feSeni problémi
spojenych se sestavovanim a repetitivnimi oblastmi komplexnich genomt (Kchouk
a kol. 2017). Komercné dostupné technologie TGS jsou napiiklad Pacific Biosciences
(PacBio) Single Molecule Real Time (SMRT) sekvenovani, Illumina Tru-Seq Synthetic
Long-Read technologie a platforma the Oxford Nanopore Technologies (Lee a kol. 2016).

Single Molecule Real-Time (SMRT) sekvenovani (PacBio)

Mezi nejzavedené]si technologie TGS patii sekvenovani metodou SMRT (obr. 2.8)
pomoci PacBio RSII nebo Sequel sekvenatori, ktera byla piedstavena jiz v roce 2010.
Princip SMRT sekvenovani spociva v sekvenovani DNA pomoci sekvencni syntézy a
nasledn¢ dochazi k optickému zobrazeni fluorescenéné znacenych nukleotidi, které jsou

zaclenény do jednotlivych templatovych molekul (Lee a kol. 2016).

Pfed samotnym =zahdjenim SMRT sekvenace je nutné vytvoifit knihovnu
z dvouvlaknové DNA, kterda slouzi jako vstupni materidl. Pfiprava knihovny spociva
v ligaci vlasenkovych adaptéri na molekuly DNA, ¢imz se vytvoii uzaviené kruhové
molekuly DNA (tzv. ,,SMRT bell*) (Ardui a kol. 2018). Pfedbézna ptiprava sekvencniho
templatu spoCivd v nasednuti sekvencniho primeru na ssDNA oblast SMRT adaptért,
nacez dochéazi knavazani DNA polymerazy za vzniku aktivniho polymeriza¢niho
komplexu (Buermans a den Dunnen 2014). Kazda sekvencni reakce poté probihéd uvnitt asi
150 000 jamek tzv. ZMW (Zero Mode Waveguides) (Ardui a kol. 2018). ZMW jsou malé
reakéni jamky, z nichZ kazdd obsahuje idealné jeden komplex skladajici se z templatové
molekuly, sekvenéniho primeru a DNA polymerdzy navdzaného na dn¢ ZMW (Buermans
a den Dunnen 2014). Béhem sekvenace se komplementarni vldkno syntetizuje pomoci
DNA polymerdzy. Fluorescencni znaCka je umisténa na fosfatové skupiné nukleotidu
(Koubkova a kol. 2014) a pfi zaclenéni nukleotidu do templatu dochézi k emisi
fluorescencniho signalu (Ardui a kol. 2018). Fluorescencni signdl je poté zaznamenan

v redlném cCase rychlosti 75 snimkl za sekundu pro jednotlivé ZMW. Toho je dosazeno
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diky vykonnému optickému systému, ktery osvétluje zespoda jednotlivé ZMW jamky
Gervenymi a zelenymi laserovymi paprsky a paralelné dochazi k detekci signalu. Siika
ZMW jamky je volena vzhledem k vinové délce paprsku tak, ze svétlo nemize prochdzet
skrz ZMW, ale ve spodni ¢asti ZMW, kde je vazan polymerazovy komplex, je vytvoiena
osvétlovaci zona velikosti zeptolitru (Buermans a den Dunnen 2014).

Diky tomu, Ze je reakce fizena pomoci DNA polymerazy, a protoze jsou v téhle
technologii zobrazeny jednotlivé molekuly, tak v pribéhu ¢asu nedochazi ke zhorSeni
signalu. Reakce probihd, dokud se templat a DNA polymeraza nedisociuji a primérna
délka cteni u soucasného pristroje PacBio RSII je okolo 12 kbp a u novéjsiho je praimérna
délka c¢teni okolo 20 kbp. Tyto hodnoty jsou asi 200x del$i nez hodnoty, které lze ziskat
ubéznych NGS pfistroji. Diky témto velmi dlouhym c¢tecim délkdm bylo SMRT
sekvenovani vyuzito napf. pii stanoveni genomovych sekvenci standardni délky u bakterii,
metagenomovée analyze bakterii a virti nebo pfi stanoveni uplné lidské genomové sekvence

(Takeda a kol. 2019).

Pacific Bioscienes

Templat “SMRTbell"
Dva vlasenkové adaptéry

umoznuji kontinualni
cirkularni sekvenovani.

/*;#T‘: —1/"‘-—1
Jamky ZMW) p "‘Ef&eﬁf\
V jamkach (ZMW) | "“‘%y 4 § | ]

dochazi k sekvenovani. — —

R
Znacené nukltet:ntid,(—'£‘~——’J u

Vsechny ctyri dNTP
nukleotidy jsou znaceny a
dostupné pro inkorporaci.

Modifikovana polymeraza
Jakmile je nukleotid
inkorporovan pomoci
polymerazy, tak kamera
zaznamena emitované svétlo.

PacBio vystup

Kamera zaznamenava zménu
barvy ze viech jamek a kazda
zmeéna barvy odpovida jedné
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Obr. 2.8: Schéma SMRT sekvenovani od Pacific Bioscienes (upraveno podle Goodwin a kol. 2016)
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Sekvenace zaloZena na nanoporech

Princip detekce sekvenace zaloZzené na nanoporech spoc¢ivd na iontovém proudu,
ktery se vytvari, kdyz molekula DNA prochazi pérem v membrané (obr. 2.9). Membrana
oddéluje dvé komory, které¢ jsou naplnény vodivym elektrolytem. Diky napéti prochazi
DNA skrz pér, coz ma za nasledek zménu iontového proudu. Ctyii rozdilné baze by mély
vyvolat rozdilné hodnoty iontového proudu, coz miize byt pouzito pro sekvenovani fetézce
DNA. Transport skrz membranu je obvykle realizovan pomoci a-hemolysinu. K poram
je také pripojen motoricky a transportni protein, ktery zajiStuje translokaci DNA

(denaturace dsDNA na ssDNA) skrz por (Bruijns a kol. 2018).

Oxford Nanopore Technologie
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Vedouci sekvence interaguje s
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mer.
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Obr. 2.9: Schématické zobrazeni principu sekvenovani pomoci nanoporu (upraveno podle Goodwin a kol.
2016)

Firma Oxford Nanopore Technologies vyvinula zatfizeni MinlON, které se jako
dalsi fadi mezi platformy s dlouhou délkou c¢teni a patfi mezi nejmensi dostupné sekvencni
zafizeni. Princip tohoto zafizeni spociva v identifikaci DNA bazi méfenim zmén elektrické
vodivosti vytvafené pii prichodu DNA vldken skrz biologicky por. Profil délky cteni
je u zafizeni Minlon podobné jako u PacBio, ale chybovost je jeste vyssi (12-38 %)

(Besser a kol. 2018).
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Hlavni vyhody této metody sekvenovani jsou, Ze nevyzaduji zobrazovaci zafizeni
pro detekci nukleotidii, ndklady na zatizeni MinION jsou mnohem mensi a lze jej napdjet
pres USB (Universal Serial Bus) port pfenosnych pocitact, takze sekvenovani lze provadét
kdekoliv, dokonce i v terénu. Dalsi vyhodou, jelikoz sekvenovani Nanopore piimo
detekuje molekulu DNA bez jeji ptedchozi amplifikace nebo syntézy, tak zde neni limit
pro délku DNA, kterd mtze byt osekvenovana. A navic detekce zmény iontového proudu,
ktera je zplsobena prichodem nukleotidii skrz nanopdr, neni omezena na bézné Ctyti
nukleové baze adenin, guanin, cytozin a tymin. Sekvenovani pomoci nanopéru mize piimo
pozorovat modifikace bazi jako je napt. methylace a dokonce pifimo sekvenovat molekulu
RNA obsahujici bdze wuracilu. Hlavni nevyhodou sekvenovani pomoci nanopdri
je relativné vysoka mira chyb (5-20 %) ve srovnani se sekvenovanim kratkého ¢teni (Kono

a Arakawa 2019).

Sekvenéni analyza umoznila novy pohled na sloZzeni mikrobialnich spolecenstev.
Vzhledem k velké diverzit¢ padnich mikroorganismii v§ak mnoho sekvenci vykazuje jen
malou podobnost se sekvencemi v databazi a jsou piidany do databaze jako neznamé

(Leckie 2005).
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3 FARMACEUTICKE LATKY A JEJICH BIODEGRADACE

Farmaceutické latky patii mezi takzvané ,,nové se objevujici kontaminanty* (Kraigher
a kol. 2008) a zahrnuji Sirokou $kalu chemikalii s velmi odliSnymi strukturami, funkcemi,
vlastnostmi a aktivitou (Gauthier a kol. 2010). Pfestoze cilem farmaceutickych latek
je obecné jedineénym zpisobem pozitivné ovlivnit zdravi ¢lovéka a zvirat, tak casto mivaji
také nepfiznivé U€inky na zivotni prostfedi (Lonappan a kol. 2016). Tyto latky tak ziskaly
velkou pozornost vetejnosti, nebot’ piedstavuji dilezity problém v otazce znecisténi
zivotniho prostfedi. Jsou vyrdbény nepfetrzité, Siroce aplikovany a uvolilovany
do prostiedi, ¢imz dochazi ke kontaminaci podzemnich i1 povrchovych vod (Kraigher
a kol. 2008). Proces ¢isténi odpadni vody nezaruCuje uplnou eliminaci farmaceutickych
latek z findlniho odpadu, a proto se tyto latky mohou akumulovat i1 v Cistirenském kalu
a biosolidech (Pino-Otin a kol. 2017). Z tohoto diivodu se tak mohou dostavat do Zivotniho
prostiedi a urCitym zpusobem ovliviiovat floru a faunu (Gauthier a kol. 2010). Pfiblizné
70 % podanych 1éciv se do Zivotniho prostiedi dostava v nezménéné podobe, coz by mohlo
vysvétlovat stale vzristajici pritomnost farmaceutickych latek v zivotnim prostiedi (Pino-
Otin a kol. 2017).
Farmaceutické latky jsou obzvlasté zajimavé kvili jejich farmakologické aktivité
a celkové spotiebé (Kraigher a kol. 2008). Od ostatnich konvenc¢nich polutanti
se farmaceutické latky liSi pfedevSim potencidlni ekotoxikologii (Caracciolo a kol. 2015),
nebot’ jsou navrzeny tak, aby interferovaly s biologickymi procesy jiz v malych
koncentracich prostiednictvim specifického tcinku a pietrvavaly v Zivoc¢isném ¢i lidském
téle (Pino-Otin a kol. 2017). Mimoto, Casto pisobi na specificky cil, ktery se muize
nachazet napfi¢ rtiznymi organismy. Proto mohou byt farmaceutické latky ptitomné
v zivotnim prostfedi znepokojivé, ackoliv environmentdlni koncentrace byvaji pomérné
nizké (ng-pg/l), protoze mohou mit v nékterych ptipadech efekt i na necilové organismy

(Caracciolo a kol. 2015).

Osud farmaceutickych latek v prostedi je zavisly na mnoha faktorech, vcetné jejich
vlastnich fyzikalné-chemickych vlastnostech (napf. lipofilita, rozpustnost ve vodg).
Fyzikaln&-chemické vlastnosti ovliviiujici farmaceutické latky jsou napi. teplota,
dopadajici zafeni nebo pH. Velmi dilezitou roli ale také hraje pfitomnost a aktivita
mikroorganismi, které mohou mit schopnost danou latku degradovat (Caracciolo

a kol. 2015). Schopnost degradace kontaminantl je pfevazné zaloZena na metabolické
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vétSiny xenobiotik, vcetné¢ farmaceutickych latek ze Zivotniho prostiedi (Pino-Otin
a kol. 2017).

Schopnost mikroorganismti degradovat uréitd xenobiotika zavisi na mnoha
environmentalnich faktorech, které ovliviiuji degrada¢ni proces. Je vSeobecné znamo,
ze teplota hraje velmi dilezitou roli v degradaci xenobiotik tim, Ze ovliviiuje fyziologii
bakterii a rychlost enzymatickych reakci. Maximalni rychlost degradace xenobiotik
se pohybuje vrozmezi 30-40 °C. Pii niZSich teplotich se stava bakteridlni membréana
pevnéj§i a naopak pii vysoké teploté je cCasto branéno membranovému transportu
v disledku denaturace proteinti asociovanych s membranou. DalSim vyznamnym faktorem
ovliviiujici degradaci xenobiotik je pH, které mize ovliviiovat bunéénou morfologii,
aktivitu a vlastnosti membrany. Dal$imi dilezitymi faktory je také napt. pfitomnost dalsiho
zdroje uhliku a piiméfené koncentrace xenobiotik k indukci vhodnych enzyml (Zur
a kol. 2018). Biodegradace sloucCeniny bude také zaviset na toxicité, struktuie
a koncentraci dané slouceniny, pritomnosti dalSich sloucenin a jejich koncentrace (Edrees
a kol. 2017).

Nasledné jsou popsany farmaceutické latky, které jsou velmi casto nachazeny
v zivotnim prostiedi a které byly nalezeny v sedimentech potoka studovaného

v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

3.1 Tramadol

~n

Obr. 3.1: Chemicka struktura tramadolu (pfevzato z Bergheim a kol. 2012)

Tramadol (TRAM) je syntetické opiové analgetikum, které je vzhledem k jeho vysoké
ucinnosti a malé pravdépodobnosti ndvykovosti, Siroce piedepisovan k tlevé od bolesti.
TRAM je metabolizovan fadou cest a mohou vznikat specifické metabolity (Bergheim
a kol. 2012). Mezi klicové metabolity TRAM patii riizny podil O-desmethyltramadolu, N-
desmethyltramadolu, N,O-didesmethyltramadolu, N,N-didesmetyltramadolu a N,N,O-

tridesmethyltramadolu bud’ ve volné nebo konjugované formé (Kostanjevecki a kol. 2019).
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Nicméné, az 30 % konzumované ddvky TRAM se vylucuje v nezménéné forme (Bergheim
a kol. 2012).

TRAM je obecné povazovan za vysoce rekalcitrantni vodni kontaminant, nebot
Gginnost jeho odstranéni v klasické biologicko-mechanické COV je velmi nizka
a odstranéni TRAM ze zivotniho prostfedi je obtizné (Kostanjevecki a kol. 2019).
K ziskdni vétStho mnozstvi informaci o biologické rozlozitelnosti tramadolu vyuzili
Bergheim a kol. (2012) tf1 nejrozsifenéjsi OECD biodegradacni testy (test v uzavienych
lahvi, manometrické respiracni testy a modifikovanou verzi Zahn-Wellnesova testu).
Nicméné, uspéSné degradace nebylo dosazeno ani jednim ze tii zkouSenych testil
(Bergheim a kol. 2012). Ve studii o aerobni degradaci TRAM pomoci adaptované kultury
aktivovaného kalu, bylo zji$téno, Ze biodegradace TRAM lze dosdhnout pouze peclivé
obohacenymi mikrobialnimi kulturami. Experimenty, které byly ve studii provedeny
naznacuji, Ze nékolik rodid kmene Firmicutes mohou hrat roli v biotransformaci TRAM.
Vysledky studie také naznacuji, ze k transformaci dochazi primarné za kometabolickych
podminek v pfitomnosti snadno degradovatelnych organickych latek, které podporuji
vysokou koncentraci biomasy. Z tohoto duvodu také neni pravdépodobna rozsahla
oxidativni mikrobidlni transformace v realném vodnim prostfedi, jako jsou napf.
povrchové vody. Mimoto, biotransformace nevede ke kompletni mineralizaci TRAM
na CO; a vodu, ale k tvorbé transformacnim produktiim, které jsou za aerobnich podminek

pomeérné stabilni (Kostanjevecki a kol. 2019).

3.2 Karbamazepin
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Obr. 3.2: Struktura karbamazepinu (pfevzato z Nasir a kol. 2017)

Karbamazepin (CBZ) je 1€k, ktery patii mezi antiepileptika, bézné vyZzivany pro 1écbu
epilepsie, bipolarni poruchy a schizofrenie (Nasir a kol. 2017). Jeho struktura je tvofena
dvéma benzenovymi jadry sloucenych do azepinového kruhu, ktery je spojen s amidovou
skupinou (Ungureanu a kol. 2015). CBZ je dobfe zndm pro jeho odolnost vuci
biodegradaci. V konvenénich COV je CBZ odstraiiovan pomoci biologického ¢isténi jen

velmi malo (0-8 %) (Bessa a kol. 2017). Nizk4 ucinnost odstraniovani karbamazepinu
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v COV je dana rezistenci této molekuly k biodegradaci pfi nizkych koncentraci a nizkou
vazbou na kal (Ungureanu a kol. 2015). V disledku toho se CBZ ¢asto nachazi ve vyssich
koncentracich v jiz precisténé odpadni vodé (Bessa a kol. 2017). Ackoliv je vyskyt
karbamazepinu v zZivotnim prostfedi velmi bézny, tak je velmi malo znamo

o mikroorganismech schopnych jeho degradace (Thelusmond a kol. 2016).

Pro biodegradaci CBZ mohou byt vyuzity houby, jelikoz maji schopnost degradace
perzistentnich polutanti. Mezi houbové druhy, které jsou schopny této degradace, patii
napt. Trichoderma harzianum nebo Pleurotus ostreatus a ucinnost degradace zavisi
na pouzité metode. Trichoderma harzianum a Pleurotus ostreatus byly schopny
degradovat 72 % a 68 9% karbamazepinu béhem 15 dnl ve stejnych podminkach
v Murashige a Skoog médiu béhem vsadkové kultivace (Nasir a kol. 2017).

Doposud byly pouze v nekterych studiich identifikovany bakterie, které maji schopnost
degradace CBZ. Napt. Rhodococcus rhodochrous byla identifikovana jako bakterie
schopnd degradovat 15 % karbamazepinu, pokud je vystavena koncentraci 10 mg/l.
Nicméné informace o mikroorganismech, které by mohly byt odpovédné za degradaci CBZ
v pud€ neexistuji a nejsou dostupna zadnéd data, kterd by spojovala specifické bakterie
k degradaci CBZ pro koncentrace relevantni pro zivotni prostiedi (Thelusmond

a kol. 2016).

3.3 Sulfamethoxazol a sulffamethazin
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Obr. 3.3: Struktura SMX (prevzato z Martins a kol. 2017) a SMZ (ptevzato z Xiong a kol. 2019)
Sulfamethoxazol (SMX) a sulfamethazin (SMZ) patii mezi sulfonamidy, tedy
antibiotika, ktera byla v minulosti pouzivana zejména pro lécbu lidi. V dneSni dobé
jejejich vyuzivani omezovano zdivodi rostouci bakteridlni rezistence, mozZnych
nezaddoucich U¢inkti a dostupnosti aktivnéjSich antibiotik. Nicméng, se stale hojné
vyuzivaji k l1é€bé bakteridlnich onemocnénich u dobytka (Vila-Costa a kol. 2017).
Sulfonamidova antibiotika (SA) maji Siroké spektrum Uc¢inku a jsou ucinnd proti vétsing

grampozitivnich a mnoha gramnegativnich baterii (Yang a kol. 2016). Jejich ucinek
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spoc¢iva v inhibici proliferace bakterii pisobenim inhibice syntézy kyseliny listové, ktera je

pro bakterie nezbytna (Martins a kol. 2017).

Konvenéni COV nejsou obvykle schopny G&inné odstrafiovat zbytky SA (Yang a kol.
2016). SA se bézné vyskytuji v odpadnich vodéach, v podzemni i povrchové vodé a v pidé.
Ackoliv se koncentrace SA v Zivotnim prostedi pohybuji v rozmezi ng-pg/l, mnoho studii
naznacilo, ze SA mohou vyvolat nepfiznivé ekologické ucinky na cilové i necilové
organismy: zmeény v mikrobidlnich komunitach, inhibice mikrobidlniho ristu, snizeni
mikrobialni aktivity a mtze mit také nepiiznivy dopad na denitrifikaci bakterii (Xiong
akol. 2019). Navic antibiotické slouCeniny obecné piedstavuji jeden z nejvétSich
problémt, protoze se predpokladd, Ze jejich ptitomnost povede ke vzniku rezistenci
u bakterii ptitomnych v COV (aktivovany kal) a v Zivotnim prostiedi (Larcher

a Yargeau 2011).

Vétsina studii vénovanych biodegradaci SMX se zabyvala jeho odstranénim pomoci
aktivovan¢ho kalu a pouze nékolik studii identifikovala bakteridlni kmeny, které byly
zapojeny do procesu (Reis a kol. 2014). Schopnost degradace SMX byla studovana napf.
pomoci jednotlivych bakteridlnich druhi, které jsou typické pro aktivovany kal (napf.
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeuruginosa, P. putida, Rhodococcus rhodocrous, R. equi
a R. zopfii). R. equi byla jedina bakterie, kterd u¢inné dokéazala odstranit od 15 % do 29 %
SMX (s pfidavkem glukézy). U ostatnich bakterii doSlo pouze k mirnému (0-6,6 %)
odstranéni SMX (Larcher a Yargeau 2011). Mezi dalsi bakterie, které jsou schopné
degradace SMX patii napt. Acinetobacter sp. a Microbacterium sp. Tyto bakterie jsou
schopny uplné degradace SMX pii koncentraci 240 a 10 mg/l. Kromé bakterii mohou
degradovat SMX také houby (napf. houby bilé hniloby). Degradace organickych latek
pomoci hub bil¢ hniloby zdvisi zejména na extracelularnich ligninolytickych enzymech
(napt. lakdza, lignin peroxiddza a manganovad peroxiddza). Mezi houby bilé¢ hniloby
schopné degradace SMX patii napt. Pleurotus ostreatus a Tramates sp. (Wang

a Wang 2018).
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3.4 Diklofenak

Cl OH
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Obr. 3.4: Struktura diklofenaku (pfevzato z Lonappan a kol. 2016)

Diklofenak (DF) patfi mezi pravidelné vyuZzivané analgetické a antirevmatické
nesteroidni protizanétlivé léky (Stylianou a kol. 2018). Nazev DF je odvozen
od chemického nazvu: kyselina 2-(2,6-dichloranilin) fenyloctova. BéZné je DF pouzivan
k redukci zanétu nebo zmirnéni bolesti. DF neni &asto uplné rozlozen v COV diky jeho
nizké rozlozitelnosti a vysSi mife spotifeby (Lonappan a kol. 2016). Po expozici DF
o koncentraci 50 pg/l také bylo zaznamenana trvald zména ve slozeni mikrobidlniho
spoleGenstva v bioreaktoru pro ¢&isténi odpadnich vod. Uginnost odstranéni DF v COV
byva riznd a DF byva odstranén v rozmezi 5 az 81 % (Stylianou a kol. 2018). Z téchto
davodi je DF casto detekovan v fekach, sedimentech a kalech (Lonappan a kol. 2016).
Rozsahlé celosvétové vyuzivani diklofenaku a jeho neustdlé uvoliiovani do Zivotniho
prostiedi, vyvolalo vazné obavy ohledn¢ mozného dopadu na piirodu a zdravi lidi a zvirat
(Facey a kol. 2018). DF mlze mit také nepfiznivé uclinky na mikroorganismy.
Ve vysokych koncentracich (50-100 mg/l) inhibuje riist gramnegativnich 1 grampozitivnich

bakterii inhibici syntézy DNA (Caracciolo a kol. 2015).

Dobfe znamy mechanismus odstraiiovani polutanti v padach zahrnuji jejich degradaci
pudnimi bakteriemi. Nicmén¢ doposud vétSina informaci ohledné bakterii degradujicich
DF pfevladala zjinych mikrobialnich zdroji/inokul, nez ze zemédélskych pid a tyto
experimenty byly provddény za aerobnich podminek. Napt. Enterobacter cloacae
(z doméciho kompostu) byla schopna transformovat DF (Thelusmond a kol. 2018).
Z aktivovan¢ho kalu byla také izolovdna bakterie Brevibacterium sp. D4, ktera byla
schopna degradace 90 % DF o koncentraci 10 mg/l pti periodickém dopliiovani acetatu
jako doplitkkového zdroje uhliku (Bessa a kol. 2017). Studium biodegradace DF
v zemédélskych ptidach naznadilo, ze DF je snadno pfistupny pro aerobni biodegradaci
v pudé€. Houba bilé hniloby Phanerochaete sordida rychle degradovala DF a transformac¢ni
produkty, hydroxylované v jednom benzylovém jadfe, byly detekovany v pouZitém
kultivaénim médiu. Rovnéz bakterie kmene Actinoplanes sp. byly schopné hydroxylace DF

na ruzné produkty pomoci cytochromu P450 (Al-Rajab a kol. 2010).
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3.5 Paracetamol

OH
s (T
Hac)I\ﬁ

Obr. 3.5: Chemicka struktura paracetamolu (pfevzato z Edrees a kol. 2017)

Paracetamol (PAR), také znam jako 4-acetaminophenol nebo N-(4-hydroxyphenyl)
acetamid, se sestava z benzenového jadra substituovaného jednou hydroxylovou skupinou
a atomem dusiku amidové skupiny navzajem v poloze para (Zur a kol. 2018). Paracetamol
je velmi bézné analgetikum pouzivané pii horecce, bolestech hlavy a jinych menSich
bolestech (Wu a kol. 2012) a patii mezi jeden z nejcastéji uzivanych 1€kl na svété (Edrees
a kol. 2017). Ne&kolik vyzkumi o odstranéni PAR v COV bylo zaméfeno na biologické
procesy cCisténi. Podle tohoto vyzkumu vykazuje PAR vysokou uc¢innost odstranéni diky
jeho vysoké odbouratelnosti (Edrees a kol. 2017). U¢innost odstranéni PAR v COV se
odhaduje okolo 86 %. Pfesto jsou znalosti o dal§im osudu PAR v zivotnim prostiedi stale
omezené (Zur a kol. 2018). Ackoliv PAR nepatii mezi latky, které byvaji vysoce
perzistentni, tak jej Ize v zivotnim prostiedi nalézt ve zvySenych koncentracich. Neustalé
zavadéni paracetamolu do prostiedi muze prevysit vysokou rychlost jeho transformace
(Wu a kol. 2012).

Doposud bylo izolovano nékolik bakterialnich kment, které jsou schopny degradace
PAR a vyuzivat ho jako zdroj uhliku a energie. Metabolické cesty biodegradace jsou jen
malo charakterizovany, ale byly identifikovany dva klicové metabolity, které se vytvareji
béhem mikrobialni degradace PAR - 4-aminophenol a hydrochinon (Zur a kol. 2018). Mezi
houbové druhy, které jsou schopny degradace PAR patii napt. Penicillium sp. Bylo
zjisténo, Ze tento kmen ma schopnost vyuZzivat paracetamol jako jediny zdroj uhliku
a energie (Wu a kol. 2012). Mezi dalsi PAR degradujici mikroorganismus patii napft.
Pseudomonas aeruginosa (Zur a kol. 2018). Rod Pseduomonas piedstavuje
environmentalni bakterie, které jsou zndmé pro svou schopnost degradace aromatickych

sloucenin, které predstavuji problém pro Zivotni prostiedi (Edrees a kol. 2017).

V poslednich desetileti se vyzkum souvisejici s biodegradaci PAR soustfedil také
na identifikaci a charakterizaci metabolickych meziproduktl, které jsou zapojeny
v pocatecnich krocich aerobni bakteridlni katabolické drahy. Jednou z moznosti degradace
PAR pomoci mikroorganismil je pfes 4-aminophenol na hydrochinon, coZ je hlavni cesta
biodegradace paracetamolu. PAR se pfevadi na odpovidajici slouceniny 1,4-benzenediol
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nebo hydrochinon. PAR je zpocatku katalyzovan amidohydroldzou uvolnénim acetatu
za vzniku 4-aminophenolu, u kterého je aminoskupina poté nahrazena hydroxylovou
skupinou za vytvoreni hydrochinonu a nasleduje $tépeni kruhu. V druhém ptipadé muiize
byt pocatecni hydroxylace PAR potencialné katalyzovana pomoci hydrolytického enzymu
k produkci hydrochinonu s uvolnénim acetamidu, ktery muize byt dale preménén

na oxamovou kyselinu (Wu a kol. 2012).

3.6 Ibuprofen

o]
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Obr. 3.6: Chemicka struktura ibuprofenu (pfevzato z Caracciolo a kol. 2015)

Ibuprofen (IBU), také znamy jako 2-(4-isobutylphenyl) propionova kyselina (Quero-
Pastor a kol. 2014) patti do Siroké skupiny latek, které jsou klasifikovany jako nesteroidni
na svét¢ (Ferrando-Climent a kol. 2012). IBU se pouziva pievazné k 1écbé pohybového
ustroji, ale také jako Sirokospektralni analgetikum ke zmirnéni mirné az stfedni bolesti,
zénétu Ci horeCky (Quero-Pastor a kol. 2014). Diky jeho vysoké spotiebé je nachdzen
v raznych Castech zivotniho prostiedi jako jsou sedimenty a povrchové a podzemni vody
(Ferrando-Climent a kol. 2012). U¢inky IBU na mikroorganismy se zatim studovaly jen
malo. Nicméné, nékteré studie uvadéji jeho vyznamnou antibakteridlni aktivitu vici
grampozitivnich bakterii a také antifungalni aktivitu. Bylo zjisténo, ze IBU ovliviiuje rast
mikrobidlni komunity fi¢niho sedimentu v kapalném médiu se sacharézou a glukoézou pii
environmentalnich koncentracich 50 ng/l (Caracciolo a kol. 2015).

Biodegradace je hlavnim mechanismem odstratiovani IBU v COV. U¢innost odstranéni
této farmaceutické latky je odhadovana jako relativné vysoka a zavisi na sezonnich
podminkach (60-98 %). Nicméné i ptfes vysokou rychlost degradace v pribchu cisténi
odpadnich vod je IBU detekovan v jiz ptecisténé odpadni vodé v rozmezi 0,02 a 4,24 ng/l
a v povrchovych vodach v rozmezi 0,04 a 1,26 pg/l v riznych evropskych zemi (Nowak
a kol. 2013). Mikroorganismy tedy hraji diileZitou roli v biodegradaci IBU, ackoliv jeho
transformace je komplexni proces. IBU muize byt degradovan i1 fadou houbovych
organismi, napt. 7. versicolor, Irpex lacteus, Ganoderma lucidum a P. chrysosporium byly
schopné degradace IBU o koncentraci 10 mg/l v tekutém médiu do 7 dni po jejich pfidani

(Caracciolo a kol. 2015).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Testované vzorky

Pro zkoumani mikrobidlni komunity v prostfedi kontaminovaném farmaceutickymi
latkami byly vyuzity vzorky sedimentti zpotoka v oblasti COV. Sbér vzorkd byl
realizovan spolecnosti Dekonta, a.s. a probihal v fijnu 2017 a v fijnu 2018. Vzorky byly
odebrany ze tfi odbérovych mist A, B a C (znazornéno na obr. 4.1). Vzdalenosti
jednotlivych odb&rovych mist od COV jsou A: 100 m, B: 370 m a C: 680 m. Vzorky byly
odebrany za pomoci sondy a byly odebrany ze tii hloubek (0-10 cm, 10-30 cm a 30-
50 cm). Poté byly uloZeny do plastovych falkon a ptevezeny do laboratote, kde byly
lyofilizovany a uchovany v mrazdku pro dal§i zpracovani (metoda PLFA a sekvenace

DNA). Vzorky se také nechaly zpracovat pomoci granulometrické analyzy v externi

laboratofi. Zakladni informace o textufe sedimentarnich vzorki jsou znazornény v tab. 4.1.

Obr. 4.1: Zobrazeni odbérovych mist na mapé (zdroj: www.seznam.cz)
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Tab. 4.1: Zakladni informace o sedimentarnich vzorcich pro nasledné analyzy

Oznaceni na

Odebrany vzorek Popis vzorku
mapé
. Svrchni sediment s piscitou texturou; podil
Sediment 0-10 cm . .
jilnatych ¢astic 6,19 %
. Stiedni horizont s pisCitou texturou (bahno,
A Sediment 10-30 cm . .
pisek); podil jilnatych ¢astic 6,92 %
. Horizont s hlinitopis¢itou texturou (Cerny, zetlely,
Sediment 30-50 cm o . )
jilovity); podil jilnatych castic 15,5 %
. Svrchni sediment s hlinitopis€itou texturou; podil
Sediment 0-10 cm _ _
jilnatych ¢astic 17 %
. Stfedni  horizont s hlinitopis€itou  texturou
B Sediment 10-30 cm . )
(bahno/pisek/stérk); podil jilnatych ¢astic 17,3 %
. Horizont s hlinitopis¢itou texturou (Cerny, zetlely,
Sediment 30-50 cm o . )
jilovity); podil jilnatych ¢astic 22 %
' Svrchni sediment s piscitou texturou; podil
Sediment 0-10 cm _ _
jilnatych ¢astic 5,65 %
_ Stfedni ~ horizont s pisitou  texturou
C Sediment 10-30 cm

(bahno/pisek/stérk); podil jilnatych Castic 7,72 %

Sediment 30-50 cm

Horizont s piscitohlinitou texturou (Cerny, zetlely,

jilovity); podil jilnatych ¢astic 23,9 %
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4.2 Chemikalie a ostatni material

Standardy:

diklofenak

hydrochlorothiazid

ibuprofen

karbamazepin

kofein

metoprolol

paracetamol

sulfamethazin

sulfamethoxazol

sulfapyridin

tramadol

triclosan

Jednotlivé FAME standardy < 98 %
Standard C13:0 (methyl tridecanoate) 97 %

Rozpoustédla:

2-propanol 99,5%

aceton pro HPLC

ethanol p.a.

fenol (10 mmol-1" Tris-HCI, pHS8; 1 mmol-1"' EDTA)
hexan pestapur

chloroform p.a.

isoamylalkohol 98%

methanol pro HPLC

Toluen pro HPLC

Chemikalie:

agarosa GTQ

CaCO; p.a.

CTAB (cetyltrimetylamonium bromid) 98%
EDTA (ethylendiamintetraoctova kys.) 99%
HCI pro mol. biologii

ethidium bromid pro mol. biologii
CH;COONa bezvody, p.a.

KH,PO4 50 mM, pH 7,4

Sigma-Aldrich, Cina
Alfa aesar, Némecko
Sigma-Aldrich, Cina
Sigma-Aldrich, Cina
Sigma-Aldrich, Cina
Alfa aesar, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, Cina
Fluka, Italie

Fluka, USA

Sigma-Aldrich, Svycarsko

Fluka, Italie
Matreya LLC, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma, CR
Chromservis, CR
Penta, CR
Sigma, CR
Chromservis, CR
Sigma, CR
Sigma, CR
Chromservis, CR

Chromservis, CR

Roth, Némecko
Sigma, CR

Sigma, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma, CR

Sigma, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
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KOH 0,2 M v bezvodém MeOH

kyselina octova (ledova) 99,8%

NaCl p.a.

NaH»PO4-2H>0 p.a.

SDS (dodecylsiran sodny) pro mol. biologii
Tris-HCl pro mol. biologii

Ostatni material:

6x Orange DNA Loading Dye

dusik na odpatovani 4,0

Glass Beads — kulicky k DNA (0,5 a 0,25 mm)
kolonky LiChrolut” Si, 25-40 um
MinElute PCR Purification Kit

moftsky pisek prany

Qubit dsDNA HS Assay Kit

sttibrné a hlinikové kapsule

4.3 Pristrojové vybaveni

analytické vahy MX5

aparatura pro gelovou elektroforézu Compact XS/S
autoklav Falcon LTE

centrifuga Medifriger BL-S
centrifuga Spectrafuge 24D
elementarni analyzator FlashSmart™
extraktor ASE 200

FastPrep®-24

fluorometr Qubit® 2.0

lyofilizator

mini centrifuge

NanoDrop 2000

oscilacni mlyn MM 400

pH metr IQ 140

termocykler

UltraCAM Digital Imaging Systém
vodni lazen Julabo UC

vortex MS 3 digital

Lachema, CR
Roth, Némecko
Sigma, CR
Lachema, CR
Sigma, CR
Sigma, CR

Thermo Fisher Scientific, USA

BioSpec products, USA
Merck, Némecko
Qiagen, USA

PENTA s.r.0., CR

Life Technologies, USA

Elemental Microanalysis, VB

Mettler Toledo, Svycarsko
Biometra, Némecko

Scientific Ltd., Velka Britanie
J.P Selecta, Spanélsko

Labnet International, Inc., USA
Thermo Scientific, USA
Dionex, Thermo Scientific™, USA
MP Biomedicals, USA

Life Technologies, USA

Labio, CR

Bio-Rad, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Retsch, CR

1.Q scientific instruments, USA
T100™ BIO-RAD, USA
Laboratory Tranding., USA
Julabo, Némecko

IKA, Cina
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4.4 Postup experimentu

4.4.1 Analyza pritomnych farmak

Analyza ptitomnych farmak byla provedena metodou extrakce za zvySeného tlaku
a teploty (ASE = accelerated solvent extraction). Pro extrakci se vyuzivaji organicka
rozpoustédla (pro farmaceutické latky byl vyuzit methanol). Pro analyzu farmaceutickych
latek byl pfipraven kalibra¢ni mix se stanovovanymi latkami. Findlni koncentrace v mixu
byly: 10 pg-g' pro IBU, 5 pug-g! pro PAR, KF a HCHT, 2,5 pg-g" pro DF, SP, SMX,
MET a SMZ a 1 ug-g"! pro TRAM, CBZ a TRIC.
1. Vzorky sedimentti byly odebrany do plastovych falkon a nasledné lyofilizovany.
2. Poté byly pfipraveny patrony, ve kterych se vzorky extrahovaly do vhodného
rozpoustédla.
3. Do patron o objemu 11 ml byly navazeny cca 3 g vzorku sedimentu. Mrtvy objem
patrony byl vyplnén pranym motskym piskem.
4. EPA vialy o objemu 40 ml, do kterych byl zachytavan extrakt, byly ptredem
zvazeny pro stanoveni extraktu pti dalSim zakoncentrovani.
5. Piipravené vzorky byly extrahovany pomoci methanolu do pfipravenych vial

za parametrii popsanych v tab. 4.2.

Tab. 4.2: Parametry extrakce farmaceutickych latek pomoci ASE

Metoda pro stanoveni farmaceutickych latek

rozpoustédlo methanol
predehtati [min] 5
vyhtivani [min] 5
staticka faze [min] 5
vyplach [vol] 80
¢isténi [sec] 60
pocet cykla 3

tlak [psi] 1500

teplota [°C] 80

6. Extrakty byly poté odpafeny pod proudem dusiku na vysledny objem 2 ml.

7. Vialy s extraktem byly zvaZzeny, navazka byla zaznamendana a nésledné byly vialky
s extraktem promichdny na vortexu, aby se stanovované latky oplachly ze stén
vialy.

8. Do vialky o objemu 2 ml bylo odebrano 350—400 pl vzorku.

9. Nasledovala centrifugace (6000 otacek/min, 15 min).

10. Supernatant byl pfenesen do insertu, ktery byl vlozen do ¢isté vialky.
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11. Takto ptipravené vzorky byly zméfeny pomoci LC/MS analyzy na kapalinovém
chromatografu (LC) Shimadzu Nexera XR pfipojeného k hmotnostnimu
spektrometru (MS) Sciex Triple Quad 4500 s elektrosprejovou ionizaci (ESI) a
nasledné zméfeny a vyhodnoceny.

LC-MS metoda

LC/MS analyza byla provedena na Ustavu pro Zivotni prostiedi, P¥F UK.
Chromatografickd separace byla provadéna na kolon¢ Cortecs T3 (2,7 um, 3 mm X 150
mm) s pritokem 0,4 ml/min pfi teploté 40 °C. Mobilni faze sestavala z I mM mravencanu
amonn¢ho ve vod¢ (pH 3,0, mravenan amonny titrovany kyselinou mravenci;
rozpoustédlo A) a 100% acetonitrilu (rozpoustédlo B). Program gradientové eluce byl
nasledujici: 0,1 min, 90:10 (A:B); 4 min, 50:50 (A:B); 6 min, 50:50 (A:B); 9 min, 5:95
(A:B); 11 min, 5:95 (A:B); 11,5 min, 90:10 (A:B); 15 min, 90:10 (A:B). Objem nastiiku
vzorku byl 5 pl. Tonizace elektrosprejem probihala v negativnim (HCHT, IBU, DF)

1 pozitivnim (ostatni latky) modu.

Parametry pro ESI byly nésledujici: curting gas (protiproud dusiku) 20 psi, napéti
zdroje 5,5/-4,5 kV, teplota zdroje 450 °C, zmlzujici plyn (GS1) 40 psi a suSici plyn (GS2)

50 psi. Pro detekci analytl byl pouzit rezim monitorovani vybranych reakci (MRM).

4.4.2 Stanoveni CHNSO a organického uhliku ve vzorcich
sedimenti

1. Vzorky sedimenti se nechaly vysusit na sklenénych Petriho miskach pti 60 °C pres
noc.

2. Nasledné byly vzorky rozemlety na analytickou jemnost pomoci oscilacniho mlynu
Retsch MM400. Vzorky se mlely po dobu 20 sekund s frekvenci 25 Hz.

3. Vzorky byly navazeny do mikrozkumavek ve tfech paralelach pro kazdy vzorek.

4. Poté se vzorky navézily (cca 4 mg) do hlinikovych kapsuli pro stanoveni uhliku,
vodiku, dusiku a siry a do stfibrnych kapsuli pro stanoveni kysliku a navazky byly
zaznamenany.

5. Pro méfeni organického uhliku (TOC) byly vzorky navdzeny do stfibrnych kapsuli
a oteviené vzorky byly vlozeny do mikrotitracni desticky. Do vzorkll bylo
na zacatku kazdého dne napipetovano 100 ul 6 M HCI a pfes noc se nechaly vzorky
pii 50 °C odpatit. Celkové bylo napipetovano 3 x 100 ul 6 M HCI (3 x 24 hod) dle
Larsona a kol. (2008).

42



Vzorky byly néasledn¢ uzavieny a vlozeny do elementarniho analyzatoru, zméteny

a vyhodnoceny.

4.4.3 Stanoveni pH

. Ususené vzorky byly navdzeny do plastovych uzaviratelnych nadob (3 g), bylo

pridano 30 ml destilované vody, nadoby byly uzavieny a nechaly se tfepat hodinu
na tfepacce.

Nasledné byly vzorky ulozeny a ponechany v klidu ptes noc.

. Vzorky byly poté prefiltrovany pies filtratni papir a nasledn¢ bylo u pidnich

vyluhli zméteno pH pomoci pH metru.

4.4.4 Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA)

Principem analyzy fosfolipidovych mastnych kyselin je extrakce lipidi ze vzorki,

izolace fosfolipidl (soucast bunécnych membran a stén), uvolnéni mastnych kyselin (FA)

z fosfolipidli, pfevedeni mastnych kyselin na methylestery (FAME), detekce a stanoveni

methylesterti pomoci plynové chromatografie (GC) a hmotnostni spektrometrie (MS).

Extrakce lipidi — pomoci jednofazové extrakéni smeési chloroform:methanol:fosfatovy

pufr (ve vhodném poméru) ziskame ze vzorku 2 faze (prvni faze je chloroformova

a obsahuje lipidy a druha faze skladajici se z vody a methanolu obsahuje ve vod¢ rozpustné

substance jako uhlovodiky, proteiny, DNA apod.).

Veskeré sklenéné nadobi vyuzité pii analyze PLFA bylo vypaleno v peci na 400 °C

po dobu min. 4 hod.

l.
2.

Do vypalené zkumavky bylo navazeno cca 2 g lyofilizovaného sedimentu.
Ke vzorku se ptidalo 1 ml 50 mM fosfatového pufru (KH2POs), 2,5 ml methanolu a

1,25 ml chloroformu a zkumavka byla uzaviena vickem s teflonovou vlozkou.

. Vzorky byly promichany pomoci vortexu a ponechany 1 hodinu ve tmé pfii

pokojové teplotg.

Nasledovala centrifugace (3500 rpm, 5 min, pokojova teplota).

Supernatant byl pieveden vypdalenou pasterovou pipetou do dalsi vypalené
zkumavky (uchovdvano ve tm¢), kterd se opét uzaviela vickem s teflonovou
vlozkou.

K sedimentu se ptidalo opét 1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu.
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10.

11

13.

14.

15.

Vzorky se promichaly na vortexu a byly ponechaly 1 hod ve tmé za stejnych
podminek, poté probé&hla centrifugace (3500 rpm, 5 min, pokojova teplota).
Supernatant se odtahl pasterovou pipetou a spojil se s minulym supernatantem.

Poté se znovu provedly kroky 6-8.

K vyslednému supernatantu se ptidalo 1,88 ml fosfatového pufru a 1,88 ml
chloroformu, smés byla promichana pomoci vortexu a nechala stat v lednicce pies

noc.

. Zbytek extrahovaného materialu se zlikvidoval.

12.

Dalsi den byla provedena centrifugace vzorka (3500 rpm, 5 min, pokojova teplota)
a pasterovou pipetou se prenesla spodni chloroformova cast do vypélené vialky
a uzavrely se vickem se septem.

K vodné casti se pfidalo opét 1,88 ml chloroformu a nasledné byly vzorky
promichany pomoci vortexu.

Nésledovala centrifugace (3500 rpm, 5 min, pokojovd teplota) a spodni
chloroformova vrstva se spojila s minulou. Vodna ¢ast se vylila do odpadni naddoby.

Ziskany extrakt se nechal v digestofi odpatit pod proudem dusiku.

Frakcionace lipidi

1. Ptfed nanesenim vzorku na kolonu se kolona promyla 1,5 ml chloroformu (kolona
nesméla vyschnout).

2. Odpatfené vzorky se dukladné rozpustily ve 450 pl chloroformu a naneseny
na kolonu.

3. Jakmile byl vzorek v naplni kolony, tak se vymyvaly nejdiive neutrdlni lipidy,
glykolipidy a poté fosfolipidy.

4. Neutrdlni lipidy byly vymyvany 2 ml chloroformu a tato frakce nebyla analyzovana
a vylita do odpadni nadoby.

5. Glykolipidy byly vymyvany 6 ml acetonu (3%x2 ml) a tato frakce také nebyla
analyzovana a vylita do odpadni naddoby.

6. Fosfolipidy byly vymyvany 2 ml methanolu a tato frakce byla jiména do vypalené
vialky.

7. Frakce fosfolipidii byla odpafena pod proudem dusiku v digestofi.

Mirna alkalickd methanolyza (transesterifikace) — mastné kyseliny vazané

ve fosfolipidech jsou uvolnény a ptevedeny na methylestery mastnych kyselin (FAME)
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1. Do vialy s odpafenym vzorkem bylo ptidano 0,5 ml toluenu a 0,5 ml methanolu
a diikladné promichény pomoci vortexu.

2. Poté byl ptidan 1 ml Cerstvé ptipravené¢ho 0,2 M KOH v bezvodém methanolu
a inkubovéano pfti 37 °C 15 min ve vodni lazni.

3. Poté bylo ptidano 1,6 ml hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 ml 1 M kyseliny octové
a 2 ml Cerstvé destilované vody a vysledna smés byla promichdna pomoci vortexu.

4. Poté nasledovala centrifugace (2500 rpm, 5 min).

5. Horni faze byla pfenesena do vypalené vialky a vzorky se jesté 2 x promyly 1,6 ml
hexanu a 0,4 ml chloroformu, poté byly promichdny pomoci vortexu a nasledovala
centrifugace (2500 rpm, 5 min).

6. Spojené faze ze vSech 3 extrakci byly odpateny pod proudem dusiku v digestofi.

7. Vialky byly oplachnuty 950 pl hexanu pomoci vortexu, cely objem byl pfenesen
do krimpovaci vialky, bylo pfidano 50 pl vnitiniho standardu (C13:0 o koncentraci
200 pug-ml™), vialky byly uzavieny krimpovacimi kle§témi a do méfeni na GC-MS

byly uchovany pii -20 °C.
Kvantitativni stanoveni PLFA

Stanoveni PLFA bylo provedeno v Laboratofi environmentalni biotechnologie
AV CR. Pro kvantitativni stanoveni FAME byl pouZit plynovy chromatograf Varian 450-
GC (Varian, USA) s hmotnostnim detektorem na principu iontové pasti Varian 240-MS
(Varian, USA). Latky byly separovany na koloné¢ DB5-MS o délce 30 m, praméru 0,25
mm a stacionarni fazi 0,25 um. Kazdy vzorek o objemu 1 pl byl davkovan pomoci
autosempleru Combi Pal (CTC, USA). Nosnym plynem bylo hélium o pritoku 1 ml/min.
Teplota injektoru byla nastavena na 240 °C. Teplotni program zacal isotermalné pii 60 °C
a trval 1 min pfi zavieném d¢lici. Poté byl déli¢ otevien (1:50) a teplota stoupala linearné
do 120 °C rychlosti 25 °C/min a poté do 240 °C rychlosti 2,5 °C/min. Detekce byla
spusténa 6 min po startu. Byla pouzivdna EI ionizace (70 eV). Celkovy iontovy proud byl
méfen v rozsahu 50-500 m-z"!. Jednotlivé FAME byly identifikovany na zakladé porovnani
hmotnostnich spekter a retencnich €ast s pfisluSnymi standardy. Koncentrace FAME byly
stanoveny z vySek pikli jednotlivych FAME pomoci externich kalibra¢nich kiivek, které

byly sestrojeny z 5-ti bodfi v koncentra¢nim rozsahu 0,05-10 pg-ml™.
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4.4.5 Izolace DNA

Izolace DNA, néslednda PCR reakce a proces sekvenovani byly vyuzity pro
stanoveni slozeni mikrobidlni komunity ve vzorcich sedimentu. Izolace DNA byla

provedena podle modifikované metody dle Millera (Stach a kol. 2001).

Pouczité roztoky a pufiy:

1 mol-1"' CaCOs suspenze Extrakéni pufr: 50 mmol-1"! NaH>POs, pHS
fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1) 50 mmol-1"' NaCl
chloroform/isoamylalkohol (24:1) 500 mmol-1"! Tris-HCI pH8
5 mol-1"' NaCl 5% SDS

3 mol-1I"' CH3COONa IXTE purf: 10 mmol-1" Tris-HCI pHS
10% CTAB v 0,7 mol-1"! NaCl 1 mmol 1" EDTA pHS8

70% ethanol
Izolace DNA z pevnych vzorku

1. Vzorky byly navaZeny (0,25-0,5g) do mikrozkumavek, ve kterych bylo
0,5 g sklenénych kulicek (Glass beads) o praméru 0,25-0,5 mm.

2. Ke vzorku bylo ptidano 400-800 ul 1 M suspenze CaCOs, vzorky byly dobie
promichény pomoci vortexu a ponechany pies noc v lednici.

3. Dalsi den bylo ke vzorkim pfiddno 300 ul extrakéniho pufru, 150 ul
fenol/chloroform/isoamyl alkoholu (25:24:1).

4. Vzorky byly zhomogenizovany bud’ pomoci ttepacky (30 min) nebo FastPrep®-24.
5. Poté byla provedena centrifugace vzorkti (10000 g, 3 min) a supernatant byl
pieveden do nové mikrozkumavky. Piesny objem supernatantu byl zaznamenan.

6. Poté byla provedena extrakce supernatantu. K supernatantu bylo ptfidéno 0,5 x V
(supernatant) fenolu a 0,5 x V (supernatant) chloroform/isoamylalkoholu (24:1),
vzorky byly promichdny pomoci vortexu a probéhla centrifugace (10000 rpm,
5 min).

7. Po centrifugaci byl supernatant pfeveden do ¢isté mikrozkumavky.

8. Extrakce supernatantu. K supernatantu bylo pridano 1 xV
chloroform/isoamylalkoholu (24:1), vzorky byly promichiany pomoci vortexu
a poté byla provedena centrifugace (6000 rpm, 5 min).

9. Poté byl supernatant prenesen do €isté mikrozkumavky.

10. K supernatantu ~ bylo  pfiddno  NaCl  (1/3 x V supernatantu), = CTAB
(1/10 x supernatantu).
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11. Vzorky byly inkubovény pfi 65 °C nejméné 30 min a poté ponechény v klidu, aby
zchladly na laboratorni teplotu.
12. Ke smési byl pridan chloroform/isoamylakohol (1 x V supernatantu), vzorky byly
promichany a nasledovala centrifugace (4500 rpm, 15 min).
13. Supernatant pienesen do Cisté mikrozkumavky.
14. Precipitace. K supernatantu se ptidal isopropanol (0,6 x V supernatantu) a 3 M
NaAc (0,1 x V supernatantu) a vzorky se ponechaly pfes noc v mrazaku.
15. Dalsi den probehla centrifugace (14000 g, 20 min) hned po vytazeni z mrazaku.
16. Tekuta slozka byla vylita do odpadu a k sedimentu se ptfidalo 200 pl studeného
70 % ethanolu.
17. Vzorky byly promichany pomoci vortexu a opé&t nasledovala centrifugace (14000 g,
20 min) a poté byla tekuta slozka opét vylita do odpadu.
18. Vzorky byly vysuSeny pii 45 °C a nasledné byla peleta rozpusténa ve 20-35 pl
IXTE pufru.
Zméreni koncentrace izolované DNA
K predbéznému zmeéteni koncentrace izolované DNA a zjisténi piitomnosti
bilkovin a anorganického znecisténi byl pouzit NanoDrop 1000 Spectrophotometer dle
prilozeného navodu. Cistota DNA byla stanovena podle poméru absorbance pii 260 a 230
nm (Aa260/A230, 1,5-2,0 pro Cistou DNA) a absorbance pii 260 a 280 nm (A260/A2g0, 1,8—1,9
pro c¢istou DNA). Po zméieni koncentrace DNA bylo ptipadné provedeno fedéni DNA

(vysledna koncentrace DNA v rozmezi 50100 ng-ml™).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Program pro amplifikaci DNA bakterii zahrnoval zahtati a pocate¢ni denaturaci
(94 °C, 4 min), 25 x cyklus (denaturace - 94 °C, 45 s, nasedani primerl (,,annealing*) —
50 °C, 1 min, elongace — 72 °C, 1 min a 15 s) a zavére¢nou extenzi (72 °C, 10 min). Po

skonceni PCR reakce byly vzorky zchlazeny na teplotu 4 °C.

Program pro amplifikaci DNA hub zahrnoval zahtéti a poc¢atecni denaturaci (94 °C,
5 min), 30 x cyklus (denaturace — 94 °C, 30 s, nasedani primert (,,annealing*) — 56 °C,
30 s, elongace — 72 °C, 30 s) a zaveére¢nou extenzi (72 °C, 7 min). Po skonc¢eni PCR reakce

byly vzorky zchlazeny na teplotu 4 °C.

Pti PCR reakci byly vyuzity primery 515F/806R, které slouzily pro amplifikaci
hypervariabilni oblasti V4 genu 16S rRNA u bakterii (Caporaso et al., 2010).

Primer 515F: 5‘-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3¢
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Primer 806R: 5'- GGACTACHVGGGTWTCTAAT -3'
Pti PCR reakci houbové DNA byly vyuzity primery gITS7 a ITS4.

Primer gITS7: 5’>-GTGAATCATCGAATCTTTG-3’
Primer ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"

1. Pfed zahijenim samotné PCR byl PCR-box vysvicen cca 20 min UV svétlem. Pro
snizeni mozné kontaminace byl pro michani PCR pouzivan plastovy material
certifikovany pro PCR, tj. $picky s filtry a mikrozkumavky.

2. Poté byl pfipraven mix latek pro urcity pocet reakci, ktery byl vypocitan
v zavislosti na poctu vzorki. Slozeni mixu je znazornéno v tab. 4.3.

Tab. 4.3: Mix latek pro PCR pro 1 reakci

Latka MnoZstvi [ul]
5xQ5 Reaction Buffer 5

PCR Nucleotide Mix (10mM) 0,5

BSA 10 mg-ml” 1,5
5xQS High GC Enhancer 5

PCR H20 9,75

QS5 High-Fidelity DNA polymerase 0,25

3. Do PCR stripii se napipetovalo 0,5-1 ul DNA (v zavislosti na koncentraci DNA),
2 ul specifického primeru a 22 pl pfipraveného mixu.
4. Reak¢ni smés byla kratce zamichdana a umisténa do termocykleru (program pro
PCR bakterialni nebo houbové DNA).
5. Po ukonceni PCR reakce byl vznikly produkt detekovan pomoci agarosové
elektroforézy.
Gelova elektroforéza
Pro potvrzeni uspésné PCR reakce byla provedena gelova elektroforéza.

1x TAE pufr (pH 8): 40 mmol-I"! Tris-HCI
20 mmol-1"! ledové kys. octové
1 mmol-I"' EDTA

1. Gel byl pfipraven z 1% agarosového roztoku v 1 x TAE pufru, po zahrati
a rozpusténi agarosy bylo ptidano 2 pl ethidium bromidu.

2. Roztok byl ptelit do pfipravené aparatury pro elektroforézu.

3. Pro lepsi aplikaci pii pipetovani vzorkil do jamek v gelu, byly 2 ul DNA daného
vzorku smichdny na parafilmu s 0,5 ul DNA Loading Dye Orange.

4. Vzorky byly naneseny na gel a gelova elektroforéza byla zapojena na 25 minut pfi
90 V a 500 mA.

5. Nasledné byly gely vyzualizovany pomoci pfistroje UltraCAM Digital Imaging
Systém.
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Precisténi PCR produkti

PCR produkty byly pfed meéfenim koncentrace precistény podle komeréniho
protokolu, ktery je soucasti MinElute PCR Purification Kitu. DNA byla z kolonky
eluovana pomoci 20 pl PCR-H-O.

Zméreni koncentrace DNA purifikovanych PCR produkti
Pfed samotnou sekvenaci byla u purifikovanych PCR produkti zméfena piesnéjsi

koncentrace a Cistota DNA pomoci fluorometru Quibit.

1. Nejdtive byl pfipraven pracovni roztok smichanim iQuant™ reagent a iQuant™
pufru v poméru 1:199 pl x n (n = pocet vzorkit).

2. Vysledny roztok byl zabalen do alobalu, aby nedoSlo ke kontaktu se svétlem.

3. Jako prvni byly zmétfeny standarty (190 pl pracovniho roztoku a 10 pl standartu
bylo smichéano ve specialnich mikrozkumavkach).

4. Nasledné byly zméfeny samotné vzorky (199 ul pracovniho roztoku a 1 pl vzorku
bylo smichéano ve specidlnich mikrozkumavkéch).

5. Zmétené PCR produkty byly pfipravené pro sekvenaci na platform¢ Illumina

Miseq. Takto ptipravené vzorky byly sekvenovany v externi laboratofi.

4.5 Vyhodnoceni sekvena¢nich dat

Sekvenovani probéhlo metodou pair-end sequencing a sekvencni data byla poté
zpracovana v programu SEED 2 (Vétrovsky a kol., 2018). Vyhodnocovani analyzy bylo

provadeéno podle dostupného protokolu.

Postup zpracovani bakterialnich 16S amplikoni

Pro cteni parG byla data slou¢ena pomoci fastqjoin. Nasledné byly vynechany
sekvence s dvojzna¢nymi bazemi a sekvence s primérem kvality <30. Ze sekvenci byly
odstranény sekvence kratsi nez 200 bp a delsi nez 350 bp. Poté byly sekvence seskupeny
pomoci algoritmu UPARSE (USEARCH) (Edgar, 2013) pti 97% trovni podobnosti. Pro
kazdy klastr (OTU) byla zkonstruovana konsenzuélni sekvence. Pomoci MAFT algoritmu
byly vybrany nejvice zastoupené sekvence a vysledné sekvence byly identifikovany
pomoci algoritmu BLASTn proti nukleotidové databazi NCBI pro gen16S rRNA. Pro
kazdou OTU byla nalezena nejpodobnéjsi sekvence se zndmym taxonomickym zafazenim
na urovni kmene a rodu (,,best hit*). Nasledn¢ byla sestrojena OTU tabulka, tabulka

s taxonomii a vysledky byly dale zpracovany v excelu.
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Postup zpracovani houbovych ITS amplikonii

Pro c¢teni parii byla data slouc¢ena pomoci fastqjoin. Nasledné byly vynechany sekvence
s dvojznacnymi bazemi a sekvence s primérem kvality <30. Ze sekvenci byl vybran usek
ITS2 o min. délce 40 bp. Pomoci algoritmu UPARSE (USEARCH) (Edgar, 2013) byly
sekvence seskupeny do klastri, pfi¢emz byly odstranény chimerni sekvence, pti 97 %
urovni podobnosti. Nasledné byly ziskany pomoci programu MAFT reprezentativni
sekvence. Pro kazdy klastr (operacni taxonomickou jednotku, OTU) byla vybrana
nejzastoupen€j$i sekvence. K identifikaci jednotlivych OTU byl pouzit algoritmus
BLASTn proti nukleotidové databazi NCBI. Pro kazdou opera¢ni taxonomickou jednotku
byla nalezena nejpodobnéjsi sekvence se znamym taxonomickym zafazenim minimalné
na urovni kmene a rodu (,,best hit“). Nasledn¢ byla sestrojena OTU tabulka, tabulka

s taxonomii a vysledky byly dale zpracovany v excelu.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni vysledkti byly pouzity programy SEED 2, Statistica 12
(Trial verze, StatSoft, CR) a OriginPro (OriginLab, USA). Pro zpracovéani dat z Mi-Seq
sekvenovani byl vyuzit program SEED. Pomoci programu byly identifikovany bakterialni
a houbové kmeny / rody ptitomné v sedimentu. Pomoci programu SEED byl také stanoven
Shannon-Wienertiv index diverzity, ktery reprezentuje pocet dominantnich OTU. Program
Statistica byl vyuzit pro vytvofeni grafi Analyzy hlavnich komponent (PCA), ktery byl
vyuzit pro vyhodnoceni korelace mezi farmaceutickymi latkami, sekvenci DNA a TOC.
V programu OriginPro byly spocitany vyznamné statistické rozdily mezi hodnotami
farmaceutickych latek, hodnotami namétenych PLFA, hodnotami stanovenych pro celkovy
a organicky uhlik. Statistické rozdily mezi témito hodnotami byly zjistovany pomoci post-
hoc testu (Tukey test). Rozdily v hodnotich na hladin¢ vyznamnosti p <0,05 byly

povazovany za signifikantni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Analyza pritomnych farmak

V ramci této experimentalni ¢asti byla provedena analyza koncentraci farmaceutickych
latek ptitomnych v sediment. Vzorky byly analyzovany ve tfech paralelach a nasledné byl
vypocitan primér koncentraci véetné smérodatnych odchylek. Nasledujici grafy znazornuji

znecisténi vzorkd sedimentli naméteno v fijnu 2017 a 2018.
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Obr. 5.1: Koncentrace farmaceutickych latek ptitomnych v nejsvrchngjsi vrstvé sedimentu méteného potoka
v roce 2017

V roce 2017 byla nejvyssi naméfena koncentrace farmaceutickych latek 205 ng-g™!,
ktera byla namétfena pro tramadol. V grafu (obr. 5.1) je zobrazen gradient zneciSténi
farmaceutickymi latkami v nejsvrchngj§i  vrstvé sedimentu potoka, kdy nejvétsi
koncentrace se nachéazi v prvnim odbérovém misté A, kde dochazi k vypousténi precisténé
odpadni vody z COV. Ve vzdalengjsich bodech dochéazi k ubytku farmaceutickych latek

a v odbérovych mistech B a C se koncentrace podstatné nelisi (Tukey test, p < 0,05).
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Obr. 5.2: Koncentrace farmaceutickych latek ptitomnych v prostiedni vrstvé sedimentu méfeného potoka
v roce 2017

V grafu (obr. 5.2) je zobrazen gradient zneciSténi farmaceutickymi latkami
v prostiedni vrstvé sedimentu. Z trendu niz$i koncentrace ve vzdalenéjSich mistech
od COV vyboéuje pouze tramadol, kde vyssi koncentrace se nachazi v odbérovém misté B,
nikoliv v mist¢ A. Nicméné, koncentrace tramadolu je v prostfedni vrstvé signifikantné

nizsi nez ve svrchni vrstvé sedimentu (Tukey test, 0,05).
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Obr. 5.3: Koncentrace farmaceutickych latek pfitomnych v nejspodnéjsi vrstveé sedimentu méteného potoka
v roce 2017

V grafu (obr. 5.3) je zobrazeno zneciSténi farmaceutickymi latkami v nejspodné;jsi

vrstvé sedimentu. V této vrstvé sedimentu se jiz vétSinou nevyskytuje trend klesajiciho
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znecisténi s rostouci vzdalenosti od COV. U nékterych latek dokonce dochézi k narastu
koncentrace v nejvzdalendjsSim odbérovém misté, nicméné koncentrace vétsSiny latek jsou

stale niz8i nez v nejsvrchngjsi vrstveé sedimentu.
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Obr. 5.4: Koncentrace farmaceutickych latek pfitomnych v nejsvrchngjsi vrstvé sedimentu méteného potoka
v roce 2018

V grafu (obr. 5.4) jsou znazornény koncentrace farmaceutickych latek
v nejsvrchnéjs$i vrstvé sedimentu. Z grafu vyplyva, ze vroce 2018 byly koncentrace
farmaceutickych latek vyrazné niz$i nez v roce 2017. V nejsvrchnéjsi vrstvé sedimentu
se stale vyskytuje nejvyssi koncentrace v prvnim odbérovém misté A (Tukey test, 0,05).
Hodnoty v odbérovém misté¢ B a C se (s vyjimkou triclosanu, kde dochézi k mirnému

narastu v misté C) od sebe vyznamné nelisi (Tukey test, 0,05).
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Obr. 5.5: Koncentrace farmaceutickych latek pfitomnych v prostiedni vrstvé sedimentu méteného potoka
v roce 2018

Z grafu (obr. 5.5) vyplyva, ze koncentrace latek vyrazné stoupla oproti svrchni

vrstvé sedimentu a (s vyjimkou tramadolu, ktery v mist¢ A nebyl detekovan a triclosanu,

v

kde neni signifikantni rozdil mezi mistem A a mistem B) se nejvysSi koncentrace
farmaceutickych latek pfitomnych v této hloubce sedimentu vyskytuje v odbérovém misté

A (Tukey test, 0,05).
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Obr. 5.6: Koncentrace farmaceutickych latek pritomnych v nejspodnéjsi vrstveé sedimentu métené¢ho potoka
v roce 2018

V grafu (obr. 5.6) je zobrazeno zneciSténi farmaceutickymi latkami v nejspodné&jsi

vrstvé sedimentu. Z grafu vyplyvd, Ze v nejvzdalenéjSim odbérovém misté poméerné
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stoupla koncentrace stanovovanych latek a vétSinou pievySuje koncentraci v prvnim
odbérovém misté A.

Z predchozich grafti vyplyva, ze v roce 2018 byly farmaceutické latky pritomny
vétSinou v mnohem nizsi koncentraci nez predchozi rok nebo nebyly detekovany viibec.
Poptipadé u nékterych latek (napt. karbamazepin) doslo ke zvySeni koncentrace. Déle byl
nove stanoven triclosan, ktery byl detekovan v urCitych koncentracich ve vSech tfech
odberovych mistech. A nové se také objevuje sulfamethoxazol, sulfamethazin a ibuprofen,

které v roce 2017 detekovany nebyly.

5.2 Stanoveni CHNSO a pH

V této experimentalni ¢asti byla provedena elementarni analyza sedimentarnich vzorki
pro stanoveni celkového mnozstvi uhliku, dusiku, vodiku, siry a kysliku. Kromé celkového
uhliku se také stanovil organicky uhlik. Elementarni analyza byla provedena ve tfech
paralelach. Z kazdé¢ analyzy bylo zjiSténo procentualni zastoupeni jednotlivych prvki.
Nasledné byl vypocitan primér a smeérodatna odchylka. Kromé prvkové analyzy bylo také

stanoveno pH a redoxni potencial.
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Obr. 5.7: Zastoupeni prvkd vyjadiené hmotnostnimi procenty ve vzorcich sedimentu jednotlivych
odbérovych mist v roce 2017

Prvkova analyzy byla provedena pro dusik, uhlik, siru, vodik a kyslik. Vysledny
graf (obr. 5.7) ukazuje jednotlivé zastoupeni téchto prvkil v jednotlivych vzorcich. Nejvétsi
mnozstvi celkového uhliku se nachédzelo v prvnim odbérovém misté A v hloubce 10-30 cm
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a v poslednim odbérovém misté¢ C v hloubce 30-50 cm, kde bylo zastoupeni vétsi nez 9 %.

V téchto dvou odbérovych mistech bylo také zvysené zastoupeni kysliku.
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Obr. 5.8: Zastoupeni prvku vyjadiené hmotnostnimi procenty ve vzorcich sedimentu jednotlivych
odbérovych mist v roce 2018

Prvkova analyza byla také provedena v roce 2018. Z grafu (obr. 5.8) vyplyva, ze
velké zastoupeni uhliku (ptes 8 %) se nachdzelo v odbérovych mistech A (v hloubce 10-30
cm a 30-50 cm) a v mist¢ C (v hloubce 30-50 cm). Opét byla v téchto mistech zméfena

také vyssi koncentrace kysliku, kterd se pohybovala od 7 do 11 %.
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Obr. 5.9: Zastoupeni celkového (TC, Total Carbon) a celkového organického (TOC, Total Organic Carbon)
uhliku ve vzorcich sedimentu vyjadiené hmotnostnimi procenty v roce 2017
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Obr. 5.10: Zastoupeni celkového (TC, Total Carbon) a celkového organického (TOC, Total Organic Carbon)
uhliku ve vzorcich sedimentu vyjadfené hmotnostnimi procenty v roce 2018

Ptedchozi grafy naznacuji, Ze hodnoty TOC a TC se vramci jednotlivych

odbérovych mist podstatné nelisi a vétsSina uhliku je tedy organického ptavodu.

Tab. 5.1: Hodnoty pH a redoxniho potencialu ve vzorcich sedimentu

odbérové misto hloubka pH pot::?c(:gfl[lrinV]

0-10 cm 7,83 48.8

A 10-30 cm 7,58 92,5
30-50 cm 7,50 115.5
0-10 cm 7,88 80,3

B 10-30 cm 7,95 1614
30-50 cm 7,62 220.9
0-10 cm 7,74 144,8

C 10-30 cm 7.84 36,9
30-50 cm 7,46 -157,3

Hodnoty pH se vyrazné nelisily z hlediska odbérovych mist, ani v pfipad¢ jednotlivych
vrstev odebrané¢ho sedimentu a hodnota pH se pohybovala v neutrélnich ¢islech. Hodnoty
redoxniho potencidlu klesaly smérem k anaerobnim hodnotdm s rostouci hloubkou

sedimentu potoka.
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5.3

Mikrobialni komunita v sedimentech
5.3.1

Analyza PLFA

V této experimentalni Casti byla provedena analyza specifickych PLFA pfitomnych

ve vzorcich sedimentu pro odhad mikrobialni biomasy. Vzorky byly analyzovany ve tfech

paralelaich a nasledné¢ byl vypocitan primér koncentraci PLFA vcetné¢ smérodatnych

odchylek (SD). Nasledujici grafy ptedstavuji koncentrace PLFA namétenych v roce 2017

a2018.
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Obr. 5.11: Zastoupeni biomasy vyjadirené koncentracemi specifickych PLFA v nejsvrchnéjsi vrstveé
sedimentu v roce 2017
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Obr. 5.12: Zastoupeni biomasy vyjadiené koncentracemi specifickych PLFA ve spodnich vrstvach sedimentu

v roce 2017
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Z ptedchozich grafu (obr. 5.11 a 5.12) vyplyva, Ze nejvétsi mnozstvi biomasy se
nachazi v prvnim odbérovém misté (nejblize COV) ve svrchnim sedimentu (Tukey test,
0,05) a ve vzdalengjsich mistech dochézi ke snizeni mnozstvi biomasy, vznikd gradient.
Naopak v prostfedni vrstvé sedimentu (10-30 cm) dochazi k nartstu celkové bakterialni
biomasy se vzdalenosti od COV. Houbové druhy se vyskytuji ve dvou vrchnich vrstvach

sedimentu a ve spodnim sedimentu (30-50 cm) se nevyskytuji.

280
240
200
ﬁ‘qo E Houby
g 160 @ Bakterie
Q
@ Aktinobakterie
= 120
9 G+ bakterie
C
2 80 HE G- bakterie
40 =
0 = I o . — I _ -

A0-10cm B0-10cm CO0-10cm

Obr. 5.13: Zastoupeni biomasy vyjadiené koncentracemi specifickych PLFA v nejsvrchnéjsi vrstveé
sedimentu v roce 2018
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Obr. 5.14: Zastoupeni biomasy vyjadiené koncentracemi specifickych PLFA ve spodnich vrstvach sedimentu
v roce 2018

Z analyzy specifickych PLFA v roce 2018 vyplyva, Ze nejvétsi mnoZzstvi biomasy

se nachdzelo opét v prvnim odbérovém misté ve svrchnim sedimentu (Tukey test, 0,05).
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Nasledn¢ se mnozstvi biomasy jen snizovalo a celkové bylo mnozstvi biomasy mensi nez

v pfedchozim roce.
5.3.2 Identifikace mikroorganismi pomoci Mi-Seq

Sekvence genu 16S rRNA ziskané pomoci Mi-Seq byly pouzity pro identifikaci
bakterii nachézejici se v sedimentu potoka (obr. 5.15). Po odstranéni nekvalitnich sekvenci
(prilis kratkych nebo pfili§ dlouhych) bylo v roce 2017 ziskano celkoveé 426 735 sekvenci.
Z celkového poctu sekvenci bylo 167 571 sekvenci zatfazeno do 3 168 OTU na 97% urovni
podobnosti. Z celkového poctu sekvenci vykazovalo cca 60 % sekvenci niz$i uroven

podobnosti proti NCBI GenBank databazi (oznacené jako NO HIT).

Proteobacteria (praimérné zastoupeni sekvenci 18,5 %), Actinobacteria (7,0 %) a
Firmicutes (6,2 %) vyskytujici se ve vzorcich patfi mezi nejzastoupenéjsi bakterialni
kmeny v roce 2017. Déle byly pfitomny mén¢ zastoupené kmeny jako napt. Bacteroidetes,
Verrucomicrobia a Planctomycetes, které byly pfitomny stile v pomérné¢ vysokém

zastoupeni.

Z kmene Proteobacteria byla nejvice pritomen rod Oleiagrimonas, Chitinimonas
nebo Pseudomonas, z Firmicutes napt. Clostridium a Bacillus, z Actinobacteria
napt. Streptomyces a Mycolicibacterium, z Bacteroidetes napi. Flavobacterium

a z Verrucomicrobia napt. Luteolibacter.
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Obr. 5.15: Relativni zastoupeni bakterialnich kment v sedimentech odebranych v roce 2017

Sekvence ITS2 ziskané pomoci Mi-Seq byly pouzity pro identifikaci hub
nachézejici se v sedimentu potoka vroce 2017 (obr. 5.16). Po odstranéni nekvalitnich
sekvenci (pfili§ kratkych) bylo ziskano celkové 446 938 sekvenci. Z celkového poctu
sekvenci bylo 63 590 sekvenci zatazeno do 1615 OTU na 97% trovni podobnosti.

Z celkového poctu sekvenci vykazovalo cca 85 % sekvenci nizsi

NCBI GenBank databéazi (oznacené jako NO HIT).

uroven podobnosti proti

Mezi nejzastoupencj$i houbové rody vroce 2017 patiti Phomatodes (1,2 %),
Colletotrichum (1,2 %), Penicillium (0,7 %) a Phaeophyscia (0,7 %). Nicmén¢, vysoké
procento sekvenci nebylo na Grovni rodu identifikovano. Tyto neznadmé rody se vyskytuji

ve vSech vzorcich a v odbérovém misté C se vyskytuji s abundanci az 15 %.
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Obr. 5.16: Relativni zastoupeni houbovych rodu v sedimentech odebranych v roce 2017

Sekvence genu 16S rRNA ziskané pomoci Mi-Seq byly pouzity pro identifikaci
bakterii nachazejici se v sedimentu potoka také pro rok 2018 (obr. 5.17). Po odstranéni
nekvalitnich sekvenci (pfili§ kratkych nebo pfili§ dlouhych) bylo v roce 2018 ziskéno
celkoveé 558 498 sekvenci. Z celkového poctu sekvenci bylo 199 443 sekvenci zatfazeno do
2 993 OTU na 97% trovni podobnosti. Z celkového poctu sekvenci vykazovalo cca 65 %
sekvenci niz§i troveil podobnosti proti NCBI GenBank databazi (oznacené jako NO HIT).

Proteobacteria (20,4 %), Firmicutes (5,3 %) a Actinobacteria (3,3 %) patii mezi
nejzastoupenéjsi bakteridlni kmeny v sedimentarnich vzorcich vroce 2018. Mezi dalsi
pocetné vyskytujici se kmeny patii Euryarchaeota (které se tadi do Archaea; 2,1 %),
Bacteroidetes (1,4 %) a Planctomycetes (0,5 %).
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Obr. 5.17: Relativni zastoupeni bakteridlnich kmenti v sedimentech odebranych v roce 2018

Sekvence ITS2 ziskané pomoci Mi-Seq byly pouZzity pro identifikaci hub
nachdazejici se v sedimentu potoka také v roce 2018 (obr. 5.18). Po odstranéni nekvalitnich
sekvenci (pfili§ kratkych) bylo ziskano celkové 173 822 sekvenci. Z celkového poctu
sekvenci bylo 39 546 sekvenci zatazeno do 1 570 OTU na 97% urovni podobnosti.
Z celkového poctu sekvenci vykazovalo cca 77 % sekvenci niz$i Giroven podobnosti proti
NCBI GenBank databazi (oznacené jako NO HIT).
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Mezi nejzastoupenéjsi houbové rody patii Penicillium (2,3 %), ktery se vyskytuje
ve vSech vzorcich. Dalsimi hojné¢ zastoupenymi rody jsou Apiotrichum (1,9 %),
Phomatodes (2,0 %), Aspergillus (0,7 %), Pseudeurotium (0,9 %) a Cladosporidum
(0,6 %). Nicmén¢, nejvetsi zastoupeni maji neznamé houbové rody. Tyto rody se vyskytuji

ve vSech vzorcich a v odbérovém misté C se vyskytuji s abundanci az 26 %.
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Obr. 5.18: Relativni zastoupeni houbovych rodii v sedimentech odebranych v roce 2018
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Obr. 5.19: Hodnoty Shannon-Wienerova indexu diverzity bakterialnich rodi namétené v roce 2017 a 2018
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Obr. 5.20: Hodnoty Shannon-Wienerova indexu diverzity houbovych rodii namétené v roce 2017 a 2018

Z grafii (obr. 5.19 a 5.20) znazornujici diverzitu bakteridlnich a houbovych roda

vyplyva, ze v sedimentech potoka se vyskytovala vysokd mikrobidlni diverzita. Diverzita

bakterialnich rodl byla vysokd, coz naznacuje nepfitomnost Zadného dominujiciho rodu.

Houby se vyskytovaly pouze v hloubce sedimentu 0-10 cm a 10-30 cm. Diverzita hub byla

ve véts$iné vzorkt mala a znacila o mozné dominanci nékolika druhd hub.
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5.4 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program Statistica, ve kterém byly vytvoreny
grafy analyzy hlavnich komponent (PCA). Tyto grafy byly vytvoreny z vysledki
koncentraci farmaceutickych latek, vysledkt sekvenovani bakteridlni DNA a analyzy TOC
pro stanoveni vzajemné korelace. Ve vyslednych grafech jsou pfislusné farmaceutické
latky oznaCeny zkratkami: IBU —ibuprofen, HCHT — hydrochlorothiazid, PAR —
paracetamol, DF —diklofenak, TRAM —tramadol, CBZ — karbamazepin, MET —
metoprolol, SP — sulfapyridin, = KF —kofein, = SMX — sulfamethoxazol, SMZ —

sulfamethazin, TRIC — triclosan.
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Obr. 5.21: PCA vyslednych bakterialnich kmenti stanovenych metodou sekvenace, koncentraci
farmaceutickych latek a analyzy TOC ve vzorcich sedimentd v hloubce 0-10 cm stanovenych v roce 2017
(farmaceutické latky: IBU, HCHT, PAR, DF, TRAM, CBZ, MET, SP a KF)

Prvni dva faktory vysvétluji 78,7% a 13,1% celkové variability. Z grafu vyplyva, ze
vétSina farmaceutickych latek je v pozitivni korelaci s organickym uhlikem, tzn. nachazi se

v misté, kde je vyssi koncentrace uhliku. V grafu nelze rozeznat jednotlivé farmaceutické

latky a TOC.
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Obr. 5.22: PCA vyslednych bakterialnich kmenti stanovenych metodou sekvenace, koncentraci
farmaceutickych latek a analyzy TOC ve vzorcich sedimentii v hloubce 10-30 cm cm stanovenych v roce
2017 (farmaceutické latky: IBU, HCHT, PAR, DF, TRAM, CBZ, MET, SP a KF)

Prvni dva faktory vysvétluji 79,8% a 16,5% celkové variability. Z grafu vyplyva, Ze
vétsina farmaceutickych latek (s vyjimkou tramadolu) je v pozitivni korelaci s organickym
uhlikem. S vétSinou farmaceutickych latek a koncentraci TOC negativné koreluji kmeny
Proteobacteria a Planctomycetes. S tramadolem pozitivné koreluji kmeny bakterii
Chloroflexi, Actinobacteria, Bacteroidetes a Verrucomicrobia. Naopak negativné koreluje

archeadlni kmen Euryarcheota s tramadolem.
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Obr. 5.23: PCA vyslednych bakterialnich kmenti stanovenych metodou sekvenace, koncentraci
farmaceutickych latek a analyzy TOC ve vzorcich sedimentd v hloubce 0-10 cm stanovenych v roce 2018
(farmaceutické latky: IBU, HCHT, PAR, DF, TRAM, CBZ, MET, SP, KF a TRIC)

Prvni dva faktory vysvétluji 75,9% a 10,9% celkové variability. Z grafu vyplyva, Ze
vétSina farmaceutickych latek je v pozitivni korelaci s organickym uhlikem. S vétSinou

farmaceutickych latek a koncentraci TOC negativné koreluji kmeny Bacteroidetes,

Verrucomicrobia a Nitrospirae.

68



Factor 2 : 10,64%

-1,0 -0,5 0.0 0.5 1.0
Factor 1: 84,33%

Obr. 5.24: PCA vyslednych bakterialnich kmenti stanovenych metodou sekvenace, koncentraci
farmaceutickych latek a analyzy TOC ve vzorcich sedimentd v hloubce 10-30 cm stanovenych v roce 2018
(farmaceutické latky: IBU, HCHT, PAR, DF, TRAM, CBZ, MET, SP, KF a TRIC)

Prvni dva faktory vysvétluji 84,3% a 10,6% celkové variability. Z grafu vyplyva, Ze
vétsina farmaceutickych latek je v pozitivni korelaci s organickym uhlikem a z této
korelace vystupuji latky tramadol a triclosan. Je zde patrna Castecnd negativni korelace

mezi triclosanem a kmenem Proteobacteria a byla provedena analyza hlavnich komponent

pro nizsi taxonomickou jednotku: tiidu.
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Obr. 5.25: PCA vyslednych bakterialnich tfid stanovenych metodou sekvenace, koncentraci farmaceutickych
latek a analyzy TOC ve vzorcich sedimentt v hloubce 10-30 cm stanovenych v roce 2018 (farmaceutické
latky: IBU, HCHT, PAR, DF, TRAM, CBZ, MET, SP, KF a TRIC)

Prvni dva faktory vysvétluji 82,4% a 12,7% celkové variability. Z grafu vyplyva, Ze
vétsina farmaceutickych latek je v pozitivni korelaci s organickym uhlikem a z této
korelace vystupuji latky tramadol a triclosan. Z grafu je patrna negativni korelace
tramadolu a bakteridlni tiidy Clostridia a ¢astecnd negativni korelace triclosanu a tridy
Betaproteobacteria. Naopak v pozitivni korelaci jsou s triclosanem Actinobacteria a

Gamaproteobacteria a s tramadolem Betaproteobacteria a Alfaproteobacteria.
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Obr. 5.26: PCA vyslednych bakterialnich rodt stanovenych metodou sekvenace, koncentraci
farmaceutickych latek a analyzy TOC ve vzorcich sedimentd v hloubce 10-30 cm stanovenych v roce 2018
(farmaceutické latky: IBU, HCHT, PAR, DF, TRAM, CBZ, MET, SP, KF a TRIC)

Prvni dva faktory vysvétluji 84,8% a 12,4% celkové variability. Z grafu vyplyva, Ze
vétsina farmaceutickych latek (s vyjimkou tramadolu a triclosanu) pozitivné koreluje
s TOC. Z grafu je patrnd negativni korelace tramadolu a rodu Pseudomonas a negativni

korelace triclosanu a rodu Thiobacillus.
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6 DISKUZE

6.1 Analyza pritomnych farmak

Dnes je pritomnost farmaceutickych latek v zivotnim prostfedi hldsena po celém svéte.
Mimoto, jsou stile nové udaje o zdrojich, osudu a ucincich farmaceutickych latek
v prostiedi, které naznacuji moznost negativniho dopadu na rGzné ekosystémy
a predstavuji hrozbu pro vefejné zdravi (Santos a kol. 2010). Ackoliv uritym zdrojem
kontaminace prostredi miize byt skladka nebo nespravna likvidace 1éCiv, tak
pravdépodobné jde pouze o maly zdroj kontaminace. VéEtSina 1€¢iv je uvolnovana
do prostiedi vylu¢ovanim pacient nebo v mensi mife odpadni vodou z vyrobnich procest.
Ackoliv COV predstavuji dilezity meznik v osudu téchto latek, Gistici procesy nebyly
navrzeny pro odstranéni farmaceutickych latek, a tak u vétSiny nedochézi k celkovému
odstranéni (Jones a kol. 2001). Ve studovaném sedimentu potoka bylo identifikovano az 12
farmaceutickych latek. Potok se nachazi v blizkosti COV, a tak se jedna o vodni tok, ktery
piijimé jiz vycisténou odpadni vodu. Farmaceutické latky byly identifikovany
v koncentracich ng-g' a nejvyssi koncentrace farmaceutickych latek se obvykle
vyskytovaly v misté nejblize k mistu vypousténi odpadni vody z COV. Tato tendence byla
pozorovana i ve vyzkumu sediment-voda interakci farmaceutickych latek v fi¢nim
prostiedi. Studované farmaceutické latky se obdobné nachdzely v sedimentu
v koncentracich ng/g a nejhojnéji se vyskytovaly v misté vypousténi vody z COV (Zhou
a Broodbank 2014). Nejvyssi koncentrace ve studovaném sedimentu byly naméieny pro
tramadol, karbamazepin, metoprolol a kofein. Karbamazepin patii mezi bézné vyuzivané
Iéky v psychiatrii k 1écbé epilepsie a hyperaktivity. Blizkost psychiatrické 1écebny
ve studované lokalité, by mohla vysvétlit vysokou koncentraci karbamazepinu, ktery
se do zivotniho prostfedi dostava prevazn¢ odpadni vodou (Rozman a kol. 2015).
Tramadol je kvlli jeho vysoké tucinnosti a nizké miry mozné navykovosti Siroce
ptedepisovan k utlumu bolesti. Diky tomuto lze ocekavat vySsi koncentrace tarmadolu
v zivotnim prostfedi (Bergheim akol. 2012). Kofein je pravdépodobné nejvice
konzumovanou lécivou latkou bez nutnosti pfedpisu. V nékterych studiich bylo také

potvrzeno pretrvavani kofeinu v pade (Bradley a kol. 2007).

Sorpce je jednim z klicovych faktord, které ovliviiuji vstup, transport a transformaci
farmaceutickych latek ve vodném prostiedi. Rozsah sorpce farmaceutickych latek na pevné
latky v Zivotnim prostiedi je velmi variabilni, ¢astecn¢ z divodu toho, Ze farmaceutické
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latky zahrnuji Sirokou $kélu latek, které mohou mit ve vodé riznou mobilitu. VEtsi vyskyt
farmaceutickych latek se bude pravdépodobné nachdzet tam, kde je vysS$i obsah
organickych ¢astic (Hajj-Mohamad a kol. 2017). Mira sorpce na organicky uhlik se Casto
popisuje pouzitim rozdélovacich koeficientt, kdy nejcastéji tabelovany koeficient
popisujici hydrofobitu je rozdélovaci koeficient oktanol-voda (Kow) (Menzie a kol. 2000).
Latky s vysokymi hodnotami log Kow maji tedy tendenci se snadnéji adsorbovat
na organickou hmotu v pidach nebo sedimentech kvili nizké afinit¢ k vode
(www.chemsafetypro.com). Hodnoty log Kow u farmaceutickych latek, které
se vyskytovaly v nevyssi koncentraci, jsou 3,01 pro tramadol, 2,45 pro karbamazepin, 4,51
pro diklofenak, 1,88 pro metoprolol a 4,76 pro triclosan (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
V sedimentu byla provedena i1 prvkova analyza, véetné stanoveni organického uhliku.
Nicméné, hodnoty organického uhliku se v podstaté neliSily od hodnot celkového uhliku.
Lze tedy piedpokladat, ze vétSina uhliku pfitomna v sedimentu je organického ptvodu.
S koncentraci TOC pfitomném v sedimentu by méla tedy korelovat koncentrace
farmaceutickych latek. V jednotlivych vzorcich byla znazornéna zéavislost mezi
koncentraci TOC a farmaceutickymi latkami. Nicméné, ve vzorku sedimentu odebraného
z hloubky 10-30 cm vroce 2017 1 2018 tramadol nekoreluje s koncentraci TOC. Vyssi
hodnota log Kow u tramadolu naznacuje tendenci k vyssi adsorbci na TOC, proto by jeho
odchylka mohla byt zplsobena napf. degradaci. Ve studovaném sedimentu
tramadol negativné koreluje s bakterialni tfidou Clostridia. Clostridia patii mezi striktné
anaerobni bakterie, které se casto nachazeji v puadé. Mezi Clostridia patfi napi. rod
Clostridium, ktery mé velky vyznam v environmentalni biotechnologii, diky obrovské
metabolické diverzité, ktera jim umoziuje ucastnit se biodegradace organickych polutant
(Guerrero-Barajas 2012). Ve studii provedli Bergheim a kol. (2012) laboratorni testy pro
biologickou degradaci tramadolu, které jsou blize popsdny v kapitole 3.1 Tramadol.
V zadném z provedenych aerobnich biodegradacnich testii nebyla pozorovana mineralizace
ani CasteCna biotransformace tramadolu, stejné tak jako u testl fotochemické degradace
(Bergheim a kol. 2012). Nicmén¢, nckteré novéjsi studie poukdzaly na moznost lepsi

transformace tramadolu za anaerobnich podminek (Falas a kol. 2016).

Obdobn¢ 1 koncentrace triclosanu, ktery byl méfen vroce 2018, nekoreluje
s koncentraci TOC a vzhledem k jeho vyssi hodnoté log Kow by mél stejné jako ostatni
latky korelovat s TOC. Pro jednotlivé tfidy byly vytvofeny grafy PCA pro analyzu

farmaceutickych latek, organického uhliku a bakterii. V druhé hloubce pomérné viditelné
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negativné koreluji Betaproteobacteria s triclosanem. Novo a kol. (2013) studovali
bakterialni komunitu v méstskych odpadnich vodach. V jejich studii se zabyvali
antibiotickou rezistenci a vyskytem antimikrobidlnich rezidui a byla prokazéna negativni
korelace Betaproteobacterii vici triclosanu (Novo a kol. 2013). PCA graf byl nasledné
vytvoren také pro jednotlivé rody bakterii. V roce 2018 doslo oproti roku 2017 ke zvySeni
zastoupeni rodu Thiobacillus, ktery se tadi do tfidy Betaproteobacteria. V grafu PCA lze

vidét, Ze v roce 2018 negativné koreluje s triclosanem.

V hloubce 30-50 cm jiZ neni patrnd vzdjemna zavislost koncentrace farmaceutickych

latek a TOC, coZ mlZe byt zpiisobeno velkym zatizenim chybami.

6.2 Mikrobialni komunita pritomna v sedimentech

Analyza mastnych kyselin poskytuje informace o biomase mikrobidlni komunity
pritomné v ptdé¢ a sedimentech. Analyza PLFA byla vyuzita pro odhad mikrobidlni
biomasy nachézejici se v jednotlivych vrstvach sedimentu potoka. Nicméné, koncentrace
mastnych kyselin by se mély prevadét na biomasu velmi opatrné (Welc a kol. 2012).
Pro zjisténi ptitomnosti houbovych organismii v sedimentech byla vyuzita pouze jedna

mastna kyselina, zatimco pro odhad bakterii Ize pouzit 17 mastnych kyselin.

Analyza PLFA ukdazala, Ze mikrobialni komunita je nejvice zastoupena v nejsvrchnéjsi
vrstvé sedimentu, tedy v hloubce 0-10 cm. V nizSich vrstvach byla pfitomna mikrobialni
biomasa v nizSich koncentracich. Podobny trend v biomase mikrobidlnich skupin byl
pozorovan také v piidnich vzorcich, kde mikroorganismy obyvajici hlubsi ptidni horizont
byly povazovany za méné diilezité praveé kvuli nizké biomase (Fierer a kol. 2003). Kromé
klesajici mikrobidlni biomasy s rostouci hloubkou se také ukdzalo, Ze mikrobidlni
komunita se v nejvyssi koncentraci nachazi v prvnim odbérovém misté A, které je nejblize
kCOV a kde dochazi k vypousténi vody zCOV. Nejvétsi mikrobialni biomasa
v nejbliziim mist& souhlasi s tvrzenim, Ze voda vychazejici z COV je znama pro zvySovani

mikrobidlni biomasy (Wakelin a kol. 2008).

Sediment je zvlastni utvar vodniho ekosystému, ktery se vyznacuje velmi vysokou
diverzitou. V sedimentu se vyskytuji mikroorganismy a organické latky, které se zde
dostavaji z horni vodni vrstvy a poskytuje matrici komplexnich Zivin a pevného povrchu
pro mikrobidlni rist (Wang a kol. 2012). Proto byly u jednotlivych vzorkd vypocitany také

indexy diverzity. Pro méfeni diverzity je hojné vyuzivany Shannon-Wieneriv index
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diverzity. Nizké hodnoty jsou dosazeny, pokud ve vzorcich dominuje nékolik druht,
zatimco vysoké hodnoty se objevuji v pfipadé, kdy zadny druh neni dominantni. Pokud
hodnoty jednotlivych druhti rostou ¢i klesaji stejn€, pak hodnoty indexu ziistdvaji nemeénné
(Van Strien a kol. 2012). Hodnoty Shannon-Wienerova indexu byly stanoveny pro kazdy
vzorek. V roce 2017 byla primérna hodnota indexu 6,37 a v roce 2018 byla primérna
hodnota 6,23 pro bakterie. Tyto hodnoty znaci, ze v sedimentech je velka diverzita
bakteridlnich druhti. Wang a kol. (2012) studovali bakterialni diverzitu ve sladkovodnich a
moftskych sedimentech. V jejich studii prokazali, ze rozmanitost mikroorganismu je vyssi
ve sladkovodnich sedimentech. Index diverzity u sladkovodnich sedimentti byl v rozmezi
od 7,63 do 8,03 a u motskych sedimentli byla v rozmezi od 6,53 do 6,95 (Wang a kol.
2012). Vjiné studii se zabyvali bakterialni diverzitou v sedimentech feky, u které se

Shannon-Wienertiv index diverzity pohyboval v rozmezi od 2,17 do 4,28 (Xia a kol. 2014).

Shannon-Wienertiv index diverzity byl stanoven také pro houbové organismy. V roce
2017 byla primérna hodnota indexu 2,09 a v roce 2018 byla primérna hodnota 2,82 pro
houby. Houbové druhy se vyskytovaly pouze v hloubce sedimentu 0-10 cm a 10-30 cm.
Z téchto hodnot Ize odhadnout, Ze v sedimentu potoka neni diverzita hub tak velkéd a bude
zde dominovat n¢kolik druhti hub. Diverzitou houbovych druhli se zabyvali také ve studiu
mokiadnich sedimentti v hloubce 0-40 cm vokoli feky v Ciné. Hodnoty diverzity
Shannon-Wienerova indexu se pohybovaly v rozmezi od 2,22 do 2,86 (Wu a kol. 2013).
Tyto hodnoty jsou podobné primérnym hodnotam diverzity hub ve studovaném sedimentu

v této prace.

Pti sekvenaci DNA izolované ze vzorkli sedimentl v obou letech bylo zastoupeno
velké mnozstvi sekvenci, které vykazovaly mensi podobnost s NCBI GenBank databazi.

Kvili nizké shod¢ byly tyto sekvence oznaceny jako neznamé (NO HIT).

Ve vzorcich sedimentu bylo vroce 2017 identifikovdno 12 bakterialnich kment
a vroce 2018 bylo nalezeno 14 bakteridlnich kment, u kterych bylo zastoupeni sekvenci
nad 0,5 %. Pfi sekvenovani sedimentarnich vzorcich byl v obou letech nejvice zastoupen
kmen bakterii Proteobacteria, skupina gram-negativnich bakterii, ktera je charakterizovana
svou vSudypfitomnosti a metabolickou riiznorodosti Casto detekovana ve sladkovodnich
sedimentech (Zothanpuia a kol. 2018). Z kmene Protebacteria byly ve vzorcich nejvice
zastoupeny tiidy Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria a Gammaproteobacteria. Tiidy

Deltaproteobacteria a Epsilonproteobacteria se zde nachézely také, ale v menSim
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zastoupeni. Druhym hojné vyskytujicim se kmenem je kmen Actinobacteria, riznoroda
skupina grampozitivnich bakterii. Jsou povazovany za ucinné rozkladace farmaceutickych
produktli, jako jsou napf. antibiotika a rovnéz primyslovych enzyml (Zothanpuia
a kol. 2018). Také vyskyt téchto bakterii neni piekvapivy, nebot’ hraji zasadni roli
v bentickém kolobéhu dusiku a ulozeni organickych sloucenin (Bucci a kol. 2014). Dalsim
vyznamnym kmenem bakterii vyskytujici se hojn€ v obou letech je kmen Bacteroidetes.
Bacteroidetes jsou gram-negativni heterotrofni bakterie, které jsou také velmi cCasté
ve sladkovodnim ekosystému a jsou znamé jejich degradaci vysokomolekuldrnich
organickych sloucenin (Drury a kol. 2013). Dalsi hojné se vyskytujici kmen bakterii
je Firmicutes. Mikroorganismy z kmene Firmicutes mohou degradovat fadu organickych
polutantli (Zhang a kol. 2014). Mezi rokem 2017 a 2018 nebyly podstatné rozdily
v rozmanitosti bakteridlnich kmenii. Nicméné, v roce 2018 se naptiklad zvysilo zastoupeni
gram-negativnich anaerobnich bakterii kmene Synergistetes, které se vyskytovaly pouze
v hloubce sedimentu 30-50 cm. ObtiZznd kultivace této skupiny bakterii je pficinou
obecného nedostatku znalosti o vétsin€ bakterii tohoto kmene, a ackoliv jsou obvykle
velmi rozsifené, tak vétSinou piredstavuji minoritni populaci (Jumas-Bilak a Marchandin
2014). Kmeny bakterii, které¢ se zde vyskytovaly v nejvétSim zastoupeni, tedy kmen
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes a Firmicutes jsou hlavnimi kmeny bakterii

nachazejici se v odpadnich vodach a vétsinu je stale obtizné kultivovat (Novo a kol. 2013).

Pro zjiSténi bakteridlni komunity v sedimentech, které ptijimaji precisténou odpadni
vodu z COV, bylo provedeno nékolik studii. Wakelin a kol. studovali bakterialni komunitu
pomoci PCR-denaturacni gradientové gelové elektroforézy genti 16S rRNA. V jejich studii
byl jako dominantni kmen urc¢en Proteobacteria (Wakelin a kol. 2008), stejné tak ve studii
Lu a Lu (2014), kde bakteridlni komunity urcili pomoci 454-pyrosekvenovani genu
16S rRNA, byl také jako dominantni kmen stanoven Proteobacteria, jako dalsi kmen byl
stanoven Bacteroidetes (Lu a Lu 2014).

Rise Fungi (houby) zahrnuje organismy s jedineénymi adaptivnimi schopnostmi, které
houbam umoznuji kolonizovat Sirokou Skalu mist vyskytu, od moiského pies sladkovodni
aZ po suchozemské stanoviste (Rédou a kol. 2015). Ve studovaném sedimentu byla
provedena 1 analyza houbovych organismi. V obou letech bylo v sedimentu nejvéetsi
zastoupeni kmene Ascomycota, coz neni prekvapivé, nebot’ vétSina hub nachdzejici
se ve vodnim prostiedi patfi do skupiny Ascomycota (Romani a kol. 2017). Ascomycota

hraji diilezitou roli v rozkladu rostlinného materidlu ve vodnim prostiedi a jejich schopnost
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rozkladu organického materidlu uvniti je obzvlasté vyhodna ve vodnich stanovistich, nebot’
minimalizuje vyplavovani exoenzymu a jejich produktid (R6hl a kol. 2017). Déle se zde
nachazely Basidiomycota a vroce 2018 i v nékterych vzorcich byl nalezen kmen
Mucoromycota. Pti zpracovani vysledka byly houby rozdéleny také v ramci rodd. V roce
2018 se oproti roku 2017 zvysilo zastoupeni nékterych houbovych rodt, napt. Penicillium,
Apiotrichum, Phomatodes, Aspergillus a Cladosporium. Nejvétsi zastoupeni ale v roce
2017 1 vroce 2018 mély houbové rody, které nebyly proti NCBI GenBank databézi
identifikovany a v databdzi byly oznaceny jako nekultivovatelné houby. Také byl
ve studovaném sedimentu velky podil sekvenci, které byly zatazeny do skupiny NO HIT
(shoda nalezené sekvence se sekvenci v databazi byla mensi nez 97 %). VétSina houbové
diverzity byla doposud studovana zejména v suchozemskych stanovistich a houby
ve vodnim prostiedi jsou stale mélo prozkoumané (Wahl a kol. 2018), coz miize mit
za nasledek velké zastoupeni téchto nezndmych sekvenci ve studovaném sedimentu.
Studium hub ve vodnim prostfedi se zaméfuje hlavné na houby rozkladajici listy v fekach,
mangrovech a mokfadech. Nicmén¢, znalosti této fylogenetické skupiny organismil jsou
stale omezené. Ve studii o diverzité, prostorovém rozsifeni a aktivit¢ hub ve sladkovodnich
ekosystémech je kladen diraz na potifebu zvySeni Usili pro vzorkovani v celosvétovém
méfitku pro zkoumani raznych mist vodniho ekosystému, vcetné sedimentli, nebot

predstavuji misto s vysokou diverzitou hub (Lepére a kol. 2019).
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ZAVER
Cilem této prace byl popis mikrobidlni komunity pfitomné v sedimentu potoka,

ktery se nachazi v blizkosti COV a je kontaminovéan farmaceutickymi latkami.

V teoretické¢ cCasti této prace byly shrnuty poznatky o uloze a diverzité
mikroorganismll v Zivotnim prostiedi a charakterizovany kultivaéné nezavislé metody pro
jejich  studium. Déle byly popsdny vybrané farmaceutické latky nachézejici
se ve studovaném sedimentu. Z teoretické ¢asti vyplyva, jak jsou mikroorganismy dutlezité
pro Zzivotni prostiedi a jaké mikroorganismy by mohly mit schopnost degradace

farmaceutickych latek pfitomnych v Zivotnim prostiedi.

Prakticka cast této prace byla zaméfena na stanoveni farmaceutickych latek
vyskytujici se ve vzorcich sedimentu potoka, ktery se nachazi v blizkosti COV.
Ve vzorcich sedimentu bylo nalezeno az 12 farmaceutickych latek, které byly pfitomné
v koncentracich desitek ng/g. Farmaceutické latky nachazejici se v sedimentu vytvari
koncentracni gradient, pficemz se nejvetsi koncentrace vyskytovala v odbérovém miste
nejblize COV, kde dochazi k vypousténi prec¢iiténé vody. Analyza PLFA poskytla
informaci o mikrobialni biomase nachazejici se ve studovaném sedimentu. Nejvétsi
mnozstvi biomasy se stejn¢ jako nejvétsi koncentrace farmaceutickych latek vyskytovala
v nejbliz§im odbérovém misté COV. Kromé analyzy PLFA byla provedena sekvenace
bakterialni a houbové DNA pro identifikaci vyskytujicich se mikroorganismu. Pro zjisténi
vztahu mezi pritomnymi farmaceutickymi latkami, koncentraci TOC a mikroorganismy
byla vyuzita analyza hlavnich komponent, kterd poukazala na negativni korelaci nékterych
farmaceutickych latek vici specifickym skupindm mikroorganisma, napi. bakterialni tiidy
Clostridia nebo Betaprotebacteria (véetné rodu Thiobacillus). Vysledek sekvenace DNA
poukazal na obrovskou mikrobialni diverzitu, ktera se nachézi ve studovaném sedimentu
potoka. Zna¢na cast sekvenci pifi srovnani s NCBI GenBank databazi nebyla
identifikovana, coz znaci, ze sedimenty jsou velmi malo studovany a mohou se zde
nachdzet mikroorganismy, které jesté nebyly zcela identifikovany. Z analyzy hlavnich
komponent vyplyva, Ze v sedimentech se mohou vyskytovat mikroorganismy, které
by mohly ur¢itym zplsobem interagovat s pfitomnymi farmaceutickymi latkami a ptipadné

je i degradovat.
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