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1. UVOD

1.1. Lécivo a zivotni prostredi

Farmaceuticky ucCinné latky jsou vyrabény a pouzivany ve velmi velkych
objemech a jejich vyuziti a rdznorodost se kazdym rokem zvySuje. (Bound et
al., 2004)

LéCiva a I|éCivé pripravky jsou charakteristické svym silnym uc€inkem a
Sirokou Skalou vyhod v urCitych oblastech pouziti. Nicméné i prfes sveé
blahodarné léCebné ucinky ovliviuji nékteré Iéky organismy v Zivotnim prostredi
a ekosystémech. Z hlediska Zivotniho prostfedi (kontaminace povrchovych,
podzemnich vod a pitné vody) je to velmi nezadouci, i kdyZz obsaZené
slou€eniny maji nizkou akutni toxicitu pro ¢lovéka. (Kimmerer, 2004)

Léciva byla zjiStovana v zivotnim prostfedi s narlstajici frekvenci od konce
90. let. (Williams, 2005)

Bylo zjisténo, ze pouzivame vice nez 100 000 chemikalii, které mohou
ohrozit zivotni prostfedi vzhledem k jejich vice ¢i méné toxickym ucinkim na

rostliny, zvifata, lidi a celé ekosystémy. (Kimmerer, 2004)

Znecisténa latka se dostava do prostfedi z riznych zdroji a na zakladé
svych fyzikalné-chemickych vilastnosti je transportovana a ucastni se
biogeochemickych cyklu v jednotlivych slozkach zivotniho prostfedi — v ovzdusi,
vodnim prostiedi, pudé, horninach €i sedimentech. (Prokes§, 2005)

Aktivni latky IéCivych pfipravku, produkty jejich degradace a metabolity byly

nalezeny ve vSech €astech Zivotniho prostfedi (Kotyza et al., 2009)

Tyto humanni a veterinarni 1éCiva se uvolfuji do zivotniho prostfedi raznymi
cestami. (Boxall, 2004)

Mozné zdroje lidskych 1éCiv v Zivotnim prostiedi (kromé vyjimecnych
udalosti, jako jsou potencialni dopravni nehody nebo vypousténi znecisténych
odpadnich vod z &istirny odpadnich vod béhem destového prutoku), by
teoreticky mohlo zahrnovat:



1) uniky z farmaceutickych vyrobnich zafizeni,

2) likvidace farmaceutického vyrobku z dodavatelského fetézce (pfed
distribuci k pacientovi),

3) likvidace pacientem nebo zafizenim zdravotni péce nevyuzitych IéCiv
bud do odpadnich vod, nebo do pevného odpadu,

4) vylu€ovani ucinnych latek (API) a metabolitd pacientem do odpadnich
vod. (Williams, 2005)

Jednim ze zpusobdl, jak kontrolovat zdroje znecisténi, je provést osvétu
vefejnosti ve smyslu zodpovédného nakladani s proslymi léky. (Kotyza et al.,
2009)

Farmaceuticka spoleCnost je povinna prokazat kvalitu, bezpecCnost a
ucinnost kazdého nového Iéku pred tim, nez muze byt uveden na trh. (Boxall et
al., 2004)

O samotnych ucginnych latkach a jejich pusobeni na ¢lovéka ma tedy
spole¢nost diky propracovanym a legislativné potfebnym klinickym studiim a
toxikologickym testiim dostatek informaci. (Kotyza et al., 2009)

Potencialni dopady vyroby a pouzivani léCivych pfipravkd na Zzivotni
prostfedi jsou vSak méné prozkoumany a teprve nedavno se staly pfedmétem
védeckého zajmu. (Boxall, 2004).

Pfi hodnoceni nebezpecnosti latek tohoto typu na Zivotni prostfedi jsou vSak
potfeba spiSe informace ekotoxikologického charakteru, a to nejen o samotné
aktivni latce, ale také o jejich metabolickych a degradacnich produktech.
Takovychto dat je ale v souCasnosti k dispozici malo, nebot jejich ziskavani je
nejenom nakladné, ale také Casové znacné naro¢né. (Kotyza et al., 2009)

V soucasnosti Ize v zivotnim prostfedi velice dobfe ur€it a kvantifikovat
kolem 100 raznych Ié&iv. Nicméné jen v CR je prozatim registrovano pies 1200
nejriznéjSich lécivych pfipravkld, coz mimo jiné znamena, ze jsme prozatim
schopni sledovat pouze desetinu celkového I1ékového znecisténi. (Kotyza et al.,
2009)

Rostouci obavy ohledné uvolfiovani farmaceuticky aktivnich latek a vyrobk

osobni hygieny do prostfedi vedly k zavedeni smérnic pro hodnoceni rizik v
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Evropské unii Evropskou Iékovou agenturou (EMEA) a ve Spojenych statech
Uradem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA). (Bound et al., 2004)

Dnes je posouzeni rizika pro zivotni prostfedi povinné pro vSechny nove
slouCeniny pouzivané ve veterinarnich IéCivech, ale oCekava se, ze v blizké
budoucnosti to bude povinné i pro vSechna humanni [éCiva. (Kimmerer, 2004)

Cilem hodnoceni ekologickych rizik vSak neni zakazat Iéky, ale pokud
existuji alternativy s podobnymi léCebnymi ucCinky, vybrat a pouzivat ten lék,

ktery je k Zivotnimu prostfedi nejSetrnéjsi. (Halling-Sgrensen et al., 1998)
1.2.  Cil prace

Cilem prace bylo zjistit chronickou toxicitu vybrané smési Ié€Civ. Pouzity byly
latky amoxicilin a ibuprofen, bud samostatné, nebo spolu ve smési v riznych
pomérech (1:1, 1:2, 2:1).

Experimentalné jsme zjiStovali jejich ekotoxikologicky efekt na rdznych
organismech. Konkrétné byl pouzit VicegeneraCni test s organismem
Tetrahymena thermophila a Rasovy test toxicity s Fasou Desmodesmus

subspicatus.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ekotoxikologie

Termin ekotoxikologie pouzil jako prvni okolo roku 1969 ¢&len francouzské
akademie véd René Truhaut. Definoval tuto disciplinu jako ,studium
nepfiznivych ucinkd chemikalii s cilem chranit pfirodni druhy a spoleCenstva“.
(Kodi et al., 2009)

Moderni definice predstavuje ekotoxikologii jako hrani¢ni obor mezi
toxikologii a ekologii. V uzsim slova smyslu se zabyva pusobenim cizorodych
latek na volné Zijici organismy v jejich prostfedi (ekologicka toxikologie).
(Prokes, 2005)

Ekotoxikologie je tedy multidisciplinarni obor, v podstaté silné zakofenény v
toxikologii, chemii zZivotniho prostfedi, farmakologii a ekologii. (Devillers, 2009)

Cilem ekotoxikologie je pochopeni, charakterizace a eventualné predpoved
ucinku v celych populacich, spoleCenstvech, ekosystémech. (VytlaCilova, 2010)

Nedilnou soucasti tohoto konceptu je Setfeni o tom, jak a do jaké miry jsou
volné Zzijici druhy a lidé vystaveni znecistujicim latkam, ale také studie o
zpUsobu, jakym jsou chemické latky uvolnéné do Zivotniho prostredi
pfepravovany mezi riznymi slozkami biosféry a transformovany z abiotickych a
biotickych slozek. (Devillers, 2009)

Distribuce farmak do zivotniho prostfedi se ponékud li§i v porovnani s
tradi€nimi polutanty. (Kotyza et al., 2009)

Zpusob, jakym se latky dostavaji do prostfedi, zavisi na jejich chemicko —
fyzikalnich vlastnostech. (Ko¢i et al., 2009)

Primarnim zdrojem odpadnich |&Civ a jejich metabolitd jsou pacienti uzivajici
|éCiva. Aktivni latky jsou po uziti Iéku z téla vyluCovany bud v nezménéné
podobé, nebo ve formé jejich metabolitd prostfednictvim vykald a moci a
odchazeji diky splaskiim az do &istirny odpadnich vod (COV). Zde vak nemusi
byt nékteré z nich dostateCné zachycovany a mohou se transportovat do

dalSich ¢asti ekosystému. (Kotyza et al., 2009)
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Za dalSi vyznamny zdroj jsou povazovany léky, které se do kolobéhu
dostavaji bud formou prlsakt ze skladek, nebo diky splachnuti do odpadu.
Mezi mens$i zdroje Ize zafadit napf. stabilizovany kal z COV, farmaceuticka
vyrobni zafizeni a dalsi. (Kotyza et al., 2009)

Veterinarni |éCiva se mohou dostat do povrchové vody odtékanim z pldy po
silnych destich. (Kimmerer, 2004)

Pokud se navic stabilizované Cistirenskeé kaly pouzivaji jako druhotné hnojivo
na zemeédélskych plochach, midze dojit k jejich kontaminaci a naslednému
proniknuti odolnych IéCiv nebo jejich metabolitd do potravnich fetézcl. (Kotyza
et al., 2009)

Osud |écCiva v Zivotnim prostiedi je schématicky popsan na tomto obrazku.

| PRODUKCE |

\d
| DISTRIBUCE/PRODEJ |

/

VETERINARNI HUMANN({
PRiPRAVKY PRIPRAVKY

\ /

NESPOTREBOVATELNE
PRIPRAVKY

A4

@E\_ \

CISTIRNY
v ODPADNICH VvOD

HNOJIVO |

STABILIZOVANY
KAL

SKLADKY

| POVRCHOVE VODY

/ PITNA VODA |
\ 4

| PODPOVRCHOVE VODY |

Obr. &. 1: Tok IéCiv a jejich metabolitd v prostfedi (©2006, Castensson et al.)
Zivotni prostfedi ma omezenou kapacitu vstfebavat antropogenni odpady.

Odpadni latky se v zivotnim prostfedi bud rozlozZi, nebo nafedi. Vlivem stale

narUstajiciho mnozstvi odpadnich latek dochazi k vyCerpani schopnosti
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zivotniho prostfedi nezadouci ucCinky latek eliminovat. Duasledkem je pak

naruseni ekosystému. (Koci et al., 2009)

Teprve v 60. letech 20. stoleti zaCaly byt vyvijeny metody schopné popsat
toxické ucinky lidmi produkovanych latek na zivotni prostfedi a v ném Zzijici
organismy.

Dnes jsou tyto ekotoxikologické metody pouzivany pfi napliovani zakonu
majicich vztah k zivotnimu prostfedi. (Koci et al., 2009)

Povinnost hodnotit tuto vlastnost je u nas i v zemich EU dana soucasnou
legislativou. Od roku 1996 vesly v CR v platnost tfi zakony, jejichz provadéci
vyhlasky a navazujici pfedpisy stanovuji povinnost hodnotit ekotoxicitu a
uvadéji metody jejiho stanoveni a vyhodnoceni, vCetné dalSich potfebnych
udaji. Jedna se o Zakon ¢&. 147/1996 Sb. o rostlinolékarské péci, Zakon ¢.
125/1997 Sb. o odpadech a Zakon €. 157/1998 Sb. o chemickych latkach a
chemickych pfipravcich ve znéni €. 352/1999 Sb. (Svobodova et al., 2000)

Testy ekotoxicity jsou soucasti metodickych postupl, tzv. ,quidelines®, pfi
posuzovani rizik na Zivotni prostfedi, nutné pro registraci humannich IéCiv.

(Williams, 2005)

Skupiny léku, vyzadujici zvlastni pozornost jsou hlavné hormony (vzhledem
k jejich vysoké ucinnosti), léky proti rakoviné, antibiotika a antiparazitika
(vSechny navrzeny s cilem zabit buriky nebo organismy) a velkoobjemové Iéky,
jako jsou léky proti bolesti, 3-blokatory a antidepresivni léky. (Halling-Sgrensen
et al., 1998)

Antibiotika v nizkych koncentracich pfi chronické expozici vyvolavaji vetsi
odolnost u patogennich bakterii, peroralni hormonalni kontraceptiva jsou
prokazatelné schopna negativné ovliviiovat reprodukéni schopnosti nékterych
organismu. (Kotyza et al., 2009)

Vodni a suchozemské organismy jsou ale vystaveny nejen smési l€Civ, ale i
dalSich latek, v€etné pesticidu, biocidl a vSeobecnych pramyslovych chemikalii
(Boxall, 2004)

Zatimco vétSina hodnoceni environmentalnich rizik zvaZzuje chemikalie jednu

po druhé, realitou je, Ze vodni volné Zijici ZivoCichové jsou vystaveni smési
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produktd v zivotnim prostfedi. Ur&eni expozice, uc€inku, a nakonec rizika z vice
stresorll (v tomto pfipadé jeden konkrétni typ - farmaceutické produkty) je
mimoradné slozity ukol. Proto je nutné, aby IéCiva byla zkoumana v ramci
matric, ve kterych se vyskytuji. (Williams, 2005)

Smeési dvou ¢i vice latek mohou mit na organismus kombinovany vliv, ktery
muze byt pfidatny (aditivni). Tyto latky mohou také jedna s druhou interferovat
(antagonismus), nebo jejich celkovy vliv na organismus muze byt vétsi, nez
kdyz pusobi latka samostatné (synergismus).
(ekologie.upol.cz/ku/ahdo/EKOTOX.DOC)

O vyskytu légiv ve vodach a zivotnim prostfedi Ceské republiky prozatim
neni k dispozici mnoho udaju. Lze proto jen stézi odhadovat, do jaké miry je
naSe okoli farmaky zasaZeno. Vzhledem k faktu, Ze v CR se vyskytuji pfevazné
horni toky fek, v8ak mizeme v hrubém pfiblizeni usuzovat, Ze na tom bude
Ceska republika s 1ékovym zneci$ténim relativné Iépe v porovnani s ostatnimi
staty EU. (Kotyza et al., 2009)

12



2.2. Ekotoxikologické testy

Ekotoxikologické biotesty jsou experimenty s organismy, pomoci kterych
hleddme odpovéd na otazku, zda bude testovana latka pulsobit toxicky na
organismy v konkrétnich ekosystémech, a zda toxickym plsobenim téchto latek
v ekosystémech muze dojit k jeho naruseni. (KocCi et al., 2009)

Testy toxicity na organismech vodniho prostfedi maji svou nezastupitelnou
ulohu pfi hodnoceni noveé vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek
a pfipravkl vcetné pesticidi, ale i pfi klasifikaci odpadd urCenych ke
skladkovani. Tyto testy maji rovnéz velky vyznam pfi hledani a usvédcovani
puvodcl havarii na povrchovych a podzemnich vodach. (Svobodova et al.,
2000)

Jelikoz se ekotoxikologie zabyva posuzovanim toxickych ucink( latek a
vzorkl na ekosystémy, mély by ekotoxikologické studie vzdy zahrnovat
vysledky testl toxicity na nékolika organismech z rGznych trofickych pozic
sledovaného ekosystému. (Koci et al., 2009)

Snahou ekotoxikologu je hodnotit potencialni nebezpeli pro vodni
ekosystém jako celek. Z toho vyplyva, Ze vybér testovacich organismu k testim
toxicity by mél byt provadén tak, aby byly zastoupeny jednotlivé trofické urovné
studovaného ekosystému (producent - konzument - destruent). Prakticky to
znamena 4 urovné studovaného ekosystému, a to fasy, bezobratli, ryby a
bakterie. (Svobodova et al., 2000)

Pozadavky na vlastnosti testovanych organismd jsou: snadna dostupnost,
snadné uchovavani a chov v laboratornich podminkach, dobfe znama a
charakterizovana biologie druhu, pfipadné genetika a prostudovana citlivost

druhu k rdznym tfidam toxickych latek. (Vytlacilova, 2010)

Pfi hodnoceni akutni toxicity chemickych latek, pfipravkd a odpaddq,
pfipadné odpadnich vod (obecné vzorku) se zjiStuji hodnoty LCsy (letalni
koncentrace pro 50 % testovacich organizmu - v testech na rybach), hodnoty
ECso (efektivni koncentrace, ktera vyvola 50% uhyn, ¢i imobilizaci testovacich

organizml - v testech na zastupcich zooplanktonu a efektivni koncentrace,
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ktera snizuje o 50% luminiscenci emitovanou morskymi bakteriemi) a hodnoty
ICso (inhibiéni koncentrace, tj. koncentrace, ktera zpusobi 50% inhibici rustu ve
srovnani s kontrolou - v testech na zelenych fasach, hoic€ici bilé a na okfehku).
(Svobodova et al., 2000)

Pfi hodnoceni toxicity testovaného vzorku pro organismus je samoziejmé
dulezitd nejen koncentrace latky, ale také doba jejiho plsobeni. Proto je také
doba pusobeni expozice dana metodikou pfislusného testu toxicity a uvadi se
ve vysledku.

Pfi zjistovani hodnot LCsp, ECsp a ICso se vychazi z koncentraci, ve kterych
dosSlo k vice nez nulové a méné nez stoprocentni mortalité, imobilizaci, Ci
inhibici rastu. (Svobodova et al., 2000)

Podle téchto hodnot Ize testované latky zaradit do tfid toxicity a odhadnout

miru Skodlivého pusobeni na organismy. (Vytlacilova, 2010)

Toxické pusobeni latky na testovaci organismus lze blize specifikovat
hodnotami LOEC a NOEC. LOEC (lowest observed effect concentration)
ucinky. NOEC (no-observed effect concentration) predstavuje nejvysSi
koncentraci testovaného vzorku, nevyvolavajici Zadné pozorovatelné ucinky.
(ekologie.upol.cz/ku/ahdo/EKOTOX.DOC)

Pro moznost porovnani vysledkl testl toxicity provadénych v riznych
laboratofich je tfeba, aby tyto laboratofe postupovaly podle shodnych metodik.
Proto jsou jednotlivé metodiky testu toxicity standardizovany na mezinarodni
urovni. Standardizaci provadi mezinarodni organizace ISO (Internationa|
Organization for Standardization) a OECD (Organization for Economic

Cooperation of Development). (Svobodova et al., 2000)

Standardni testy toxicity pouzivané po nékolik let ve vodni toxikologii se v
dnedni dobé stavaji pro naSe laboratofe velmi nakladnymi. Proto néktera
pracovisté zacala tradicni standardni testy postupné& nahrazovat alternativnimi
mikrobiotesty, tzv. toxkity. (ekologie.upol.cz/ku/ahdo/EKOTOX.DOC)
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Jejich vyhodou je miniaturizace (Setfeni materialem, vzorkem, ¢asem), dobra
dostupnost organismu, rychlost a jednoduchost. (Vytlacilova, 2010)

Toxkity jsou mikrobiologické testy v sadach, obsahujici vSechny potfebné
materialy v€etné zkuSebnich organisml k provedeni jednoduchych, rychlych,
citlivych a reprodukovatelnych testl za nizkou cenu. Jsou vhodné pro stanoveni
toxicity vSech chemikalii a odpadu uvolnénych do vodniho i suchozemského
prostfedi. (ALGALTOXKIT F™)

Rozdéleni biotestl je velice pestré. Kazdy biotest muze patfit zarovern do
vice kategorii. Ekotoxikologické biotesty mizeme €lenit napfiklad podle téchto
Kritérii:

e dle cilového ekosystému (sladkovodni, mofsky, ptdni, sedimenty)

¢ dle doby expozice (akutni, semiakutni (semichronické), chronické)

e dle pokrocilosti designu testovaciho systému (1. generace — klasické
testy s intaktnimi organismy, 2. generace — mikrobiotesty a 3. generace —
biosenzory, biosondy a biomarkery)

e dle trofické uUrovné testovacich organismu (testy s producenty,
konzumenty a destruenty)

e dle testované matrice (voda, puda, vzduch, sediment, odpad, chemicka
latka)

e dle poctu testovacich organisma (jednopruhové a vicepruhové
s pfirodnimi spole€enstvy nebo laboratornimi smésmi druht)

e dle slozitosti testovaného vzorku (Cisté chemické latky, smési latek,
pfirodni vzorky)

e dle zpusobu pfipravy vzorku (definované koncentrace chemickych latek,
testovani vyluh & extraktd pfirodnich vzorku, pfimé testy
environmentalnich matric jako je kontaminovana puda, sedimenty,
odpadni vody)

e dle stupné komplexnosti detekéniho systému (enzymy, biosondy,
bunééné a tkanoveé kultury, intaktni organismus, populace, spoleenstvo)

e dle sledované odpovédi (letalni ¢&i subletalni dcinky, hodnoceni

fyziologické aktivity, reprodukéni aktivita). (KocCi et al., 2009)
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2.3. Chronicka toxicita

Biotesty mohou byt provadény v kratkém Casovém intervalu, pak se jedna o
testy s akutni expozici, zkracené oznacované jako akutni testy, anebo se jedna
o dlouhodobé testy, oznaCované jako chronické. (Koci et al., 2009)

Souhrnné lze fFici, Zze akutni testy toxicity sleduji odezvu organismu na
expozici toxické latce béhem jednoho Zivotniho stadia organismu, zatimco testy
chronické toxicity maji dobu expozice zahrnujici vice vyvojovych stadii nebo
generaci organismu. (Koci et al., 2009)

Negativni vliv toxické latky je patrny az na dalSich vyvojovych stadiich,
generacich a potomcich, na snizeni porodnosti, vyskytem degenerativnich
utvard a moznym pifenosem dédi¢nych vad a chorob. (Ambrozova, 2003)

Testy provadéné s delSi dobou expozice, tzv. chronické testy toxicity, jsou
schopné zaznamenat nepfiznivy ucinek i nizSich koncentraci toxickych latek.

U chronickych uc€inkd toxikantl je obvykle Cetnost projevl poskozeni
organismu Vv populaci pfimo umérna intenzité expozice, zatimco akutnost

prubéhu na intenzité expozice zavisla neni. (Koci et al., 2009)

VétSina ekotoxikologickych testl se da vyuzit jak pro akutni, tak i pro
chronické stanoveni toxicity, zalezi vzdy na zvolené délce expozice.

Testy chronickeé toxicity se provadi zejména na fasach, vodnich korySich a
rybach. (AmbrozZova, 2003)

Napf. pro organismus Daphnia magna lze vyuzit 48 hodinovy test akutni
imobilizace Daphnia sp. (OECD 202) nebo 21 denni test reprodukce D. magna
(OECD 211). Pro sledovani toxicity na rybach Ize vyuzit 96 hodinového testu
akutni toxicity ryb (OECD 203), 14 denni test chronické toxicity (OECD 204)
nebo test sexualniho vyvoje ryb, trvajici 60 dni (OECD 234).

Pfechodnou kategorii mezi testy akutni a chronické toxicity jsou testy
subchronické toxicity, zaloZzené na hodnoceni fyziologickych projevl a rastu s
obdrzenim vysledku v kratké dobé (béhem 5 az 7 dni). (Ambrozova, 2003)

K témto testim mulzeme zaradit vicegeneracni test toxicity s Tetrahymena
thermophila, nebot se v pribéhu testu obméni az Sest generaci, i 72 hodinovy

test inhibice rustu sladkovodnich fas a cyanobakterii (OECD 201).
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2.4. Testované latky

2.4.1. Amoxicilin

2.4.1.1. Struktura, fyzikalné chemické vlastnosti molekuly

Sumarni vzorec: C16H19N305S.3H,0

Relativni molekulova hmotnost (M;): 419,45 (bezvody 365,40)

Chemicky nazev: trihydrat kyseliny (2S,5R,6R)-6-[(2R)-2-amino-2-(4-
hydroxyfenyl)acetamido]-3,3-dimethyl-7-oxo0-4-thia-1-azabicyklo[3.2.0]heptan-2-
karboxylové

Vzhled: Bily nebo témér bily krystalicky prasek.

Rozpustnost: TéZce rozpustny ve vodé, velmi téZce rozpustny v etanolu 96%,
prakticky nerozpustny v mastnych olejich. Rozpousti se ve zfedénych
kyselinach a ve zfed&nych roztocich alkalickych hydroxid. (Cesky lékopis,
2009)

ATC klasifikace: J Protiinfekéni IéCiva pro systémové pouziti
Jo1 Antibakterialni latky pro systémové uziti
Jo1C Beta-laktamova antibiotika, peniciliny

JO1CA  Peniciliny se Sirokym spektrem
JO1CA04 Amoxicilin (MV AISLP, 2013.1)

2.4.1.2. Sirokospektré aminopeniciliny

Peniciliny patfi mezi beta-laktamova antibiotika (nazev odvozen podle
zakladni spole¢né struktury) a déli se na tyto skupiny:
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- zakladni peniciliny (penicilin G, penicilin V)
- protistafylokokové peniciliny (meticilin, oxacilin, nafcilin)
- Sirokospektré peniciliny

o aminopeniciliny (ampicilin, ampicilin)

o karboxypeniciliny (carbenicilin, tikarcilin)

o ureidopeniciliny (piperacilin, mezlocilin, azlocilin)

Amoxicilin patfi do skupiny penicilinti, konkrétné do skupiny Sirokospektrych,
zvanych aminopeniciliny. Maji rozsifené spektrum (G a G* bakterie), proti
penicilinu G byva spektrum rozsifeno o nékteré G bakterie a Enterococcus sp.
Citlivé mohou byt i Moraxella catarralis a Hemophilus influenzae. Rezistentni
byvaji: Streptococcus pneumoniae, Enterobacter sp., Shigella sp., Klebsiella

sp., Serratia sp., Proteus sp. a Pseudomonas sp. (Mladénka, 2011)

2.4.1.3. Indikace, davkovani

Amoxicilin  se nejCastéji pouziva kterapii infekci respiracniho a
urogenitalniho ustroji (infekce hornich cest dychacich a mocCovych cest). Déale
k terapii nékterych gynekologickych a gastrointestinalnich infekci a infekci kuze
a mékkych tkani a také jako soucast terapie eradikace Helicobacter pylori.
(SPC Ospamox 1000 mg)

VétSinou se podava peroralng, 750-1500 mg/den rozdélenych kazdych 8
hodin (pouze pfi pouziti vysokych davek je mozné podavani po 12 hodinach),
trvani lécby je jesté 48-72 hodin po vymizeni pfiznakl infekce (7-10 dnu).
(Lincova et al., 2007)

2.4.1.4. Mechanismus udinku, farmakokinetika

Beta-laktamova antibiotika se vazi na své receptory, enzymy PBP (penicilin-
binding proteins) a inhibuji syntézu bakterialni stény blokadou
transpeptidacnich reakci konstituujicich a zpevnujicich peptidoglyken (murein,
mukopeptid) ve sténé pficnymi vazbami. Sténa bakterialnich bunék obsahuje i

dalsi enzymy, které fizené katalyticky obménuji peptidoglyken a které beta-
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laktamova antibiotika aktivuji, a tim zpUsobuji lyzu a smrt bakterialni buriky.
(Lincova et al., 2007)

Inhibitory syntézy bunécné stény jsou jako antibakterialni léCiva vhodna,
protoZe lidské burniky buné&nou sténu nemaji. Tato farmaka pusobi na rostouci
a mnozici se mikroby baktericidné. (Lullman et al., 2012)

Inhibice syntézy bakterialni bunécné stény je podkladem baktericidniho
ucinku antibiotika. V dusledku vazby antibiotika na enzymy bakterialni buriky
podilejici se na syntéze stény buriky se bakterialni bunka prestane délit a hyne.
(Lincova et al., 2007)

Mechanismus rezistence
- strukturni rozdily v PBP (PBP s nizSi afinitou k antibiotiku)
- efluxni systém nebo nemoznost antibiotika proniknout k PBP

- enzymaticka degradace beta-laktamazami (Mladénka, 2011)

Kombinace baktericidnich penicilini s latkami, které inhibuji beta-laktamazy
(ale samy nemaji antibakterialni u€inky) podstatné zesiluje u€inky zakladni latky
a rozSifuje také jeji antimikrobialni spektrum i na stafylokoky. Zakladnimi
inhibitory beta-laktamaz jsou kyselina klavulanova, sulbaktam a tazobaktam.
(Hynie, 2001)

Absorpci amoxicilinu neovliviuje jidlo. Pripravek se témér uplné absorbuje
v tenkém stfevé. Maximalni koncentrace v krevnim séru je dosazeno za 1 - 2
hodiny po uziti. Amoxicilin rychle pfechazi do télnich tkani a tekutin i do hlenu a
hnisavych bronchialnich sekretd. Vaze se asi z 20% na plazmatické bilkoviny.
Jestlize funkce jater neni porusena, dosahne lék ve zluci vysoké koncentrace.
Amoxicilin ma polo€as vyluCovani mezi 1 - 2 hodinami. VyluCuje se pfevazné
ledvinami. Vice nez polovina peroralné podané davky se vyluCuje moci a

v |éCebné aktivni formé. (SPC Ospamox 1000 mg)
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Tab. €. 1: Farmakokinetické viastnosti Sirokospektrych penicilint (Lincova et al., 2007)

Sirokospektré Vazba na Distribucni Frakce Biologicky
peniciliny bilkoviny (%) objem V4 vylouéena do polocas t;),
(I/kg) modci (%/24 h) (h)
ampicilin 18 0,3 85 1
amoxicilin 18 0,4 85 1
tikarcilin 60 0,2 80 1,2
piperacilin 22 0,2 75 1

2.4.1.5. Kontraindikace, interakce

Pfi znamé penicilinové alergii jsou penicilinova antibiotika kontraindikovana.
(LGllmann et al., 2012)

Alergie na jeden penicilin znamena vysokou pravdépodobnost alergie i na
jiny. (Mladénka, 2011)

Amoxicilin je dale kontraindikovan pfi infek€ni mononukle6ze, lymfatické
leukemii, t&€Zké jaterni insuficienci a opatrnosti je tfeba u pacientll s astmatem a
alergiemi v anamnéze a u tézsi poruchy funkce ledvin. (Medical Tribune Brevi,
2009)

Pfi souCasném podavani muze amoxicilin interagovat s digoxinem,
antikoagulancii kumarinové tfidy a methotrexatem. Podavani amoxicilinu maze
pfechodné snizit plasmatické hladiny estrogenl a progesteronu a mize snizit
ucinnost peroralnich kontraceptiv. (SPC Ospamox 1000 mg)

Dale by se nemél kombinovat s allopurinolem, bakteriostatickymi antibiotiky,

tj. tetracykliny a chloramfenikolem. (SPC Amoxihexal 1000)

2.4.1.6. Nezadouci udinky

Mohou se objevit alergické reakce, predevsim zarudnuti, kopfivka, svédéni,
bolesti hlavy a kloubu, Iékova horecka, vyjimeéné Stevens-Johnsonlv syndrom
a Lyelldv syndrom, anafylakticka reakce. Rovnéz muze dojit k porucham
zazivani jako je nauzea, zvraceni, prljem. Vzacné dochazi az k rozvoji
pseudomembrandzni kolitidy. Je znam i ojedinély vyskyt psychickych a
nervovych poruch, vzacné edémy, poruchy krvetvorby a poruchy jaternich
funkci. (Medical Tribune Brevif, 2009)
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2.4.1.7. Lédivé pripravky s obsahem amoxicilinu

Aktualné registrované pripravky v CR s aktivnim vyskytem na &eském trhu
obsahujici amoxicilin jsou:
AMOKSIKLAV®, AMOXICILLIN-RATIOPHARM®, AUGMENTIN®, CURAM®,
DUOMOX®, MEDOCLAV®, MEGAMOX®, OSPAMOX®,
v téchto lékovych formach:

e peroralni — tablety (POR TBL FLM, POR TBL RET), prasek pro pfipravu
suspenze (POR PLV SUS), granulat pro pfipravu suspenze (POR GRA
SuUS),

e parenteralni — injekce a infuze (INJ PLV SOL, INJ+INF PLV SOL).
(www.sukl.cz, stav k 1. 3. 2013)

2.4.1.8. Spotieba antibakterialnich lé¢iv a amoxicilinu v CR

Spotfeba za rok 2010

Spotieba antibakterialnich 1€civ pro systémovou terapii v roce 2010 byla
11529 666 baleni, za pramérnou cenu 2 694 184 703 K&, coz odpovida
73 000 317 spotifebovanych definovanych dennich davek (DDD), tj. 19,0354
spotfebovanych definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den
(DDD/t.0./d).

Na amoxicilin z toho pfipada 522 061 baleni za primérnou cenu 69 455 818
K¢, coz odpovida 6 553 071 DDD, tj. 1,7088 DDD/t.0./d.

Na amoxicilin s enzymovym inhibitorem pfipada 1604 724 baleni za
prumérnou cenu 536 636 675 K&, coz odpovida 16 387 495 DDD, tj. 4,2732
DDD/t.o./d. (MV AISLP; 2013.1)
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¢. 2: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem amoxicilinu k ostatnim
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Obr. &. 3: Podil spotfebovanych DDD amoxicilinu k ostatnim antibakterialnim [&€ivim

v roce 2010

Spotifeba za rok 2011

Spotfeba antibakterialnich 1€civ pro systémovou terapii v roce 2011 byla
11 488 721 baleni za primérnou cenu 2 530535 245 K&, coz odpovida
76 122 079 spotfebovanych definovanych dennich davek (DDD), tj. 19,8005

spotfebovanych definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den

(DDDVt.0./d).

Na amoxicilin z toho pfipada 592 153 baleni za primérnou cenu 58 365 995
K¢, coz odpovida 7 514 263 DDD, tj. 1,9546 DDD/t.o0./d.
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Na amoxicilin s enzymovym inhibitorem pfipada 1603 169 baleni za
primérnou cenu 545 001 387 K&, coz odpovida 16 872 707 DDD, tj. 4,3888
DDD/t.0./d. (MV AISLP; 2013.1)

Podil spotfebovanych baleni v roce 2011
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Obr. & 4: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem amoxicilinu k ostatnim

antibakterialnim lé¢ivim v roce 2011

Podil spotifebovanych DDD v roce 2011

B amoxicilin
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Obr. €. 5: Podil spotfebovanych DDD amoxicilinu k ostatnim antibakteridlnim Ié€ivim
v roce 2011

2.4.1.9. Amoxicilin v zivotnim prostredi

Amoxicilin je vyluGovan v nezménéné aktivni formé z 60-80 %. Zbytek tvofi

dva jeho hlavni metabolity amoxicilinova kyselina (AMA) a amoxicilin

23



diketopiperazin-2',5'-dion. Tyto metabolity jiz nemaji antibakterialni aktivitu.
(SPC Amoxihexal 1000; Fernandez-Torrez et al., 2010)

Peniciliny se vyskytuji ve vytoku COV v koncentracich do 200 ngll,
v povrchovych vodach pak v koncentracich do 48 ng/l. (Farber, 2002; Christian
et al., 2003)

Koncentrace nalezené pro beta-laktamova antibiotika v Zivotnim prostredi
jsou nizsi ve srovnani s tim, kolik by se oCekavalo pfi jejich tak rozsahlém
uzivani (asi 1 pg/l nebo méné misto oCekavanych 20-30 ug/l). (Kimmerer,
2009)

2.4.2. Ibuprofen

2.4.2.1. Struktura, fyzikalné chemické vlastnosti molekuly

H;C

Sumarni vzorec: Ci3H;150;

Relativni molekulova hmotnost (M;): 206, 28

Chemicky nazev: kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanova

Vzhled: Bily nebo témér bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly.
Rozpustnost: Prakticky nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny v acetonu,
v methanolu a dichlormethanu. Rozpousti se ve zfedénych roztocich

alkalickych hydroxidi a uhligitant. (Cesky lékopis, 2009)

ATC klasifikace: M Muskuloskeletalni systém
MO1 Antirevmatika a protizanétliva IéCiva
MO1A Nesteroidni protizanétliva a protirevmaticka léCiva

MO1AE Derivaty kyseliny propionové
MO1AEO1 Ibuprofen (MV AISLP, 2012)
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2.4.2.2. NSAID (Non-Steroidal Antilnflammatory Drugs)

Ibuprofen jako derivat kyseliny propionové patfi mezi NSAID. Timto pojmem
se oznacuji léCiva charakterizovana po chemické strance (s vyjimkou inhibitort
COX 2) napojenim kyselinové skupiny na aromatické jadro. Z hlediska
pusobeni je charakterizuje inhibice cyklooxygenazy (COX). Timto
mechanismem tlumi zanétlivé pochody, mirni bolest a snizuji horecku.
(LGllmann et al., 2012)

Zakladni vlastnosti vS8ech nesteroidnich protizanétlivych latek je
protizanétlivé pasobeni. Vyrazné zasahuji do akutni faze zanétu, ale nedokazou
zastavit progresi chronickych zanétlivych procesu. Intenzita protizanétlivého
pusobeni muze byt u jednotlivych latek rozdilna. Silné protizanétlivé u€inky ma
napf.. indometacin nebo piroxikam, slabsi ibuprofen nebo kyselina
acetylsalicylova. (Lincova et al., 2007)

Protoze COX se vyskytuje ve dvou isoformach jako COX-1 a COX-2, afinita
vSech NSAID dava moznost zafadit jednotlivé latky této skupiny podle afinity
k témto isoenzymim a tedy podle frekvence nezadoucich ucinkd. Podle tohoto
tfidéni existuji 4 skupiny.

Prvni skupina je COX-1 selektivni (napf. aspirin v nizkych davkach).

Druhou skupinu tvofi latky COX-1 neselektivni, kam patfi naopak vysoké
davky aspirinu, které z nezadoucich uc€inka vyvolavaji perforaci, ulceraci a
krvaceni v GIT (gastrointestinalnim traktu). Tato skupina se dale déli na dvé
podskupiny: COX-1 neselektivni s vyssi afinitou ke COX-1, napf. indometacin a
piroxikam, které pfi dlouhodobégjSim pouziti ve vysSich antiflogistickych
davkach, podobné jako skupina pFedchozi, vyvolavaji perforaci, ulceraci a
krvaceni. Druhou podskupinu tvofi COX-1 neselektivni ale s vysSi afinitou ke
COX-2, kam fadime ibuprofen, diclofenak a naproxen, které pfi kratkodobém
pouziti i vysokych davek tyto nezadouci ucinky nevyvolavaiji.

Treti skupinu tvofi latky COX-2 preferencni, jako napf. nimesulid nebo
meloxicam, které i pfi dlouhodobém podavani antiflogistickych davek nezadouci
ucinky typu perforace, ulcerace a krvaceni nevyvolavaji.

Ctvrtou skupinu tvofi latky COX-2 specifické, kam patfi tzv. coxiby, u nichz
ani v maximalnich davkach a pfi dlouhodobém podavani nebezpeci téchto

nezadoucich ucinkd nehrozi. Bohuzel se vyskytly dalSi nezadouci UCinky ze
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strany kardiovaskularnich problém0, a proto byly tyto latky prozatim
z terapeutického arzenalu vyjmuty. (Fendrich, 2011)

Jde o symptomaticka I|éCiva potlacujici bolest predevsSim perifernim
mechanismem a ¢asteCné i ovlivnénim vnimani bolesti v CNS. Jsou uc&inné
hlavné tam, kde zanétlivé procesy vedly k senzitizaci receptord pro bolest na
mechanické a chemické podnéty. Neplsobi na visceralni bolesti. Intenzita
analgetického ucinku je nizSi nez u centralné pusobicich opiodnich analgetik,
na druhé strané vSak pfi chronické aplikaci nehrozi ani drogova zavislost, jakou

vyvolava zneuziti opiatu. (Lincova et al., 2007)

2.4.2.3. Indikace, davkovani

Ibuprofen je indikovan k symptomatické |eécbé zanétlivych a degenerativnich
chorob kloubnich jako je napf. revmatoidni artritida nebo osteoartréza. PouZiva
se pfi distorzi kloubu a zhmozdéni pohybového aparatu. Jako analgetikum-
antipyretikum pfi horeCnatych stavech a zanétlivych onemocnénich hornich cest
dychacich, dale pfi bolestech zad, bolestech hlavy, bolestech zubu a bolestivé

menstruaci. (SPC Apo-Ibuprofen 400 mg)

Jako analgetikum a antipyretikum se podava obvykle 400 mg ibuprofenu 1
az 3krat denné s odstupem mezi jednotlivymi davkami nejméné 4 hodiny. (SPC
Ibalgin 200 mg)

Dospéli a mladistvi od 12 let uzivaji 1,2 - 2,4 g denné, podle zavaznosti
onemocnéni a reakce pacienta na léCbu. Davka 2,4 g denné nema byt

prekroCena. (Medical Tribune Brevif, 2009)

2.4.2.4. Mechanismus uUcéinku, farmakokinetika

Mechanismus ucinku NSAID se vysvétluje inhibici syntézy prostanoidu.
Hlavnim mistem ucinku téchto latek je enzym cyklooxygenaza (COX), ktera
katalyzuje konverzi arachidonové kyseliny na prostanoidy, které v zanicené
tkani evokuji nékteré manifestace zanétu jako napf. vasodilataci, hyperémii,
zvySenou permeabilitu, otok a bolest, zvySenou migraci leukocytu, pfiCemz

zintenziviuji Uc€inky mediatord zanétu. Na druhé strané, inhibice syntézy
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prostaglandint je pfiinou toxicity, ktera je spoleéna vSem kyselym NSAID.
(Fendrich, 2011)
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Obr. €. 6: Metabolismus a ucinky eikosanoidt (©2011, Jefabek)

Cyklooxygenazy jsou enzymy lokalizované na endoplazmatickém retikulu,
kde vytvareji z kyseliny arachidonové lokalni mediatory — prostaglandiny,
prostacykliny a tromboxany. Nesteroidni antiflogistika pusobi jako reverzibilni
inhibitory COX (s vyjimkou kyseliny acetylsalicylové). Tyto enzymy obsahuiji
v molekule dlouhy pér (kanal), do kterého se kyselina arachidonova zasune a
kde se pfeméni na u€innou latku. Antiflogistika do tohoto péru vniknou, ,najdou®
tam vazebné misto, a tim zabrani ulozeni kyseliny arachidonoveé, enzym tak

reverzibilné inhibuji. (Lallmann et al., 2012)

Forma COX-1 je tzv. Kkonstitutivni enzym, ktery v organismu za
fyziologickych podminek vytvafi eikosanoidy, které ochranuji Zaludecni sliznici,
zajistuje pritok ledvinami a agregaci trombocytd. Forma COX-2 je inducibilni

enzym, ktery se uplatfiuje za patologickych podminek, jakym je zanét. Protoze
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neselektivné pusobici NSAID inhibuji obé izoformy COX, vedou tyto latky nejen
k potlaCeni projevl zanétu, ale vedou i ke vzniku nezadoucich ucinkl, které
jsou dany predevSim inhibici COX-1. Nékteré nové NSAID, které vykazuji

urcitou selektivitu ke COX-2, maji mensi nezadouci ucinky. (Hynie, 2001)

Po peroralnim podani se rychle a dobfe vstfebava, vrcholu plazmatické
koncentrace pfi podani nalacno dosahuje jiz za 45 minut, pfi podani s jidlem
cca za 1 - 3 hod. Po rektalni aplikaci se ibuprofen vstfebava pomaleji,
maximalni koncentrace v séru je dosazeno za 2 hodiny po aplikaci. Ibuprofen
se vaze na plazmatické proteiny, ale vazba je reverzibilni. Pomérné rychle je
metabolizovan v jatrech a vylu¢ovan modci, hlavné ve formé metabolitd a jejich
konjugatl, mensi ¢ast je vyluCovana Zluci do stolice. Biologicky polo¢as ma asi
2 hodiny. Pfi snizeném vylu€ovani muze dojit ke kumulaci Iéku v organizmu.
Exkrece ibuprofenu je ukon€ena za 24 hodiny po podani posledni davky. (SPC
Apo-Ibuprofen 400 mg)

Vazba na bilkoviny krevni plazmy je vysoka, v mnoha pfipadech dosahuje
az 99 % a muze byt pfi¢innou mnoha klinicky vyznamnych Iékovych interakci.
Prinik do tkani a télesnych tekutin je dobry. TéméF vSechny nesteroidni
protizanétlivé latky dobfe prostupuji hematoencefalickou bariéru a vétsSinou i

placentarni bariéru, hrozi tedy nezadouci ucinky na plod. (Lincova et al., 2007)

2.4.2.5. Kontraindikace, interakce

Ibuprofen je kontraindikovan pfi precitlivélosti na slozky pfipravku, na
kyselinu acetylsalicylovou a jina nesteroidni antiflogistika. (Medical Tribune
Brevif, 2009)

Dale je kontraindikovan pfi gastrointestinalnim krvaceni v anamnéze nebo
perforaci ve vztahu k pfedchozi 1éEbé nesteroidnimi antirevmatiky, pfi aktivnim
nebo anamnesticky rekurentnim peptickém viedu/hemoragii, pfi poruchach
hemokoagulace a hemopoézy, zavazném srdecnim selhani a v tfetim trimestru
téhotenstvi. (SPC Apo-lbuprofen 400 mg)

Pripravek obsahuijici [&Civou latku ibuprofen by nemél byt podavan spole¢né
s jinymi nesteroidnimi antirevmatiky v€etné selektivnich inhibitoru

cyklooxygenazy. (SPC Ibalgin 200 mg)
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Dale byly zjistény interakce s témito skupinami IéCiv: antikoagulancia (napf.
warfarin), antiagregacni latky a kyselina acetylsalicylova, kortikoidy a SSRI.
(SPC Apo-lbuprofen 400 mg)

2.4.2.6. Nezadouci udinky

NejCastéji pozorované nezadouci ucCinky jsou gastrointestinalni. Mohou se
objevit peptické viedy, perforace nebo gastrointestinalni krvaceni, nékdy fatalni,
zejména u starsich osob. (SPC Apo-Ibuprofen 400 mg)

Vlivem na CNS se mohou objevit zavraté, bolesti hlavy, neostré vidéni, zcela
vzacné insomnie, deprese, emocni labilita. Ojedinéle poruchy krvetvorby,
z kardiovaskularnich poruch edémy, retence tekutin, palpitace; alergické kozni
reakce; vyjimecné poruchy ledvinnych funkci v€etné intersticialni nefritidy nebo
nefrotického syndromu. Vzacné poruchy vizu, poruchy percepce barev a toxicka

amblyopie. (Medical Tribune Brevif, 2009)

2.4.2.7. Lédivé pripravky s obsahem ibuprofenu

Ibuprofen je dostupny bez lékaiského predpisu v téchto silach: 200mg a

400mg. V sile 600mg je vazan na Iékarsky predpis.

Aktualné registrované prFipravky v CR s aktivnim vyskytem na &eském trhu

obsahujici ibuprofen jsou:

APO-IBUPROFEN®, BRUFEN®, DOLGIT®, IBALGIN®, IBUBERL®, IBUMAX®,
IBUPROFEN GALMED®, IBUPROFEN AL®, IBURION®, MODAFEN®,
NUROFEN®, PEDEA®.

Léciva latka ibuprofen je dostupna v téchto Iékovych formach:

e peroralni — tablety (POR TBL FLM, POR TBL OBD, POR TBL DIS, POR
TBL EFF), tobolky (POR CPS MOL), Sumivy prasek (POR GRA EFF),
prasek pro pfipravu suspenze (POR GRA SUS), sirup (POR SIR),

e rektalni — Cipky (RCT SUP),

e dermalni — gely (DRM GEL), krémy (DRM CRM),

e parenteralni — injekce (INJ SOL). (www.sukl.cz, stav k 1. 3. 2013)
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2.4.2.8. Spotieba NSAID a ibuprofenu v CR

Spotifeba za rok 2010

2011 byla 17 780 274 baleni za prumérnou cenu 1775826 811 K¢, coz
odpovida 218 822 412 spotfebovanych definovanych dennich davek (DDD), tj.
57,0595 spotfebovanych definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den
(DDD/t.0./d).

Na ibuprofen z toho pfipada 9 503 954 baleni za primérnou cenu 623 326
203 K¢, coz odpovida 112 908 018 DDD, tj. 29,4416 DDD/t.0./d.

Na ibuprofen v kombinaci s jinymi I|éCivy pfipada 638 441 baleni za
prumérnou cenu 74 053 546 KE. (MV AISLP; 2013.1)

Podil spotifebovanych baleni v roce 2010

Dibuprofen

®ibuprofen v
kombinaci

B ostatni nesteroidni
protizanétliva a
protirevmaticka
|&Civa

Obr. €. 7: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem ibuprofenu k ostatnim NSAID
v roce 2010
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Podil spotfebovanych DDD v roce 2010

@ibuprofen

B ostatni nesteroidni

.....

protirevmaticka
léCiva

Obr. €. 8: Podil spotifebovanych DDD ibuprofenu k ostatnim NSAID v roce 2010

Spotieba za rok 2011

s vorr

2011 byla 17 099 861 baleni za pramérnou cenu 1787 211771 K&, coz
odpovida 220 727 532 spotfebovanych definovanych dennich davek (DDD), tj.

57,4144 spotfebovanych definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den

(DDDVt.0./d).

Na ibuprofen z toho pfipada 9 207 503 baleni za primérnou cenu 626 624
061 K¢, coz odpovida 115 502 176 DDD, tj. 30,0438 DDD/t.0./d.

Na ibuprofen v kombinaci s jinymi |éCivy pfipada 555 502 baleni za
prdmérnou cenu 65 216 262 K&. (MV AISLP; 2013.1)

Podil spotifebovanych baleni v roce 2011

Oibuprofen

®Eibuprofen v
kombinaci

B ostatni nesteroidni

.....

protirevmaticka
[éCiva

Obr. €. 9: Podil spotiebovanych baleni LP s obsahem ibuprofenu k ostatnim NSAID

v roce 2011
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Podil spotiebovanych DDD v roce 2011

Oibuprofen

B ostatni nesteroidni

.....

protirevmaticka
[éciva

Obr. €. 10: Podil spotfebovanych DDD ibuprofenu k ostatnim NSAID v roce 2011

2.4.2.9. Ibuprofen v zivotnim prostredi

Ibuprofen je v lidském organismu z velké ¢asti metabolizovan. V nezménéné
formé je z téla vylouCeno méné nez 10 % podané davky. Zbytek tvofi jeho
metabolity 2-hydroxyibuprofen (9%), konjugovany 2-hydroxyibuprofen (17%),
karboxyibuprofen (16%), konjugovany karboxyibuprofen (19%). (Moffat et al.,
2004)

V Evropé se koncentrace ibuprofenu v odtoku COV pohybuje v rozmezi 134
- 7100 ng/l, v povrchovych vodach pak v rozmezi 14 — 44 ng/l. (Pal et al., 2010)
Koncentrace ibuprofenu v ¢eskych fekach je pomérné mala (Vitava a Jizera >2
ng/l, Ohfe 6 ng/l), vyjimkou je feka Bilina 146 ng/l. (Wiegel et al., 2004)
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2.5. Testované organismy

2.5.1. Tetrahymena thermophila, Nanney& McCoy

Obr. €. 11: Tetrahymena thermophila
(©2013, http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/222)

Taxonomické zarazeni (Sedlak, 2009):

NadfriSe Eukaryota

Rise Protozoa (prvoci)

Kmen Ciliophora (nalevnici)

Tfida | Oligohymenophorea (chudoblanni)
Rad Hymenostomatida

Celed Tetrahymenidae (vejcovkoviti)
Rod Tetrahymena

Druh Tetrahymena thermophila

Tetrahymena thermophila je nejznaméjsi a nejlépe prozkoumany Cclen
obrveného rodu Tetrahymena. (Collins, 2012)

Tetrahymena thermophila je vhodny modelovy organismus pro molekularni
vyzkum na vSech urovnich.

Obrveny jednobunécny prvok tetrahymena je sladkovodni organismus, ktery
obyva potoky, jezera, rybniky a lze jej nalézt témér vSude, v rozsahu
klimatickych podminek. (http://faculty.jsd.claremont.edu/ewiley/about.php)

Tetrahymena thermophila je model eukaryotické buriky, ale neni to model

zivoCisné bunky. To jasné vyplyva z molekularni fylogeneze jeji RNA a
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proteinovych molekul, které jsou uziteCné pfi zafazovani tetrahymeny na
spravné misto mezi organismy.

Dojem z toho, Ze je podobny ZivoCichovy, je posilen tim, Ze ma vSechny
zakladni struktury ZivoCiSnych bunék, s vyjimkou stfednich vlaken, a postrada
struktury charakteristické pro rostlinné bunky (chloroplasty, vakuolu, bunécnou
sténu), avSak, biochemicky tetrahymena pravdépodobné neni blize zvifatim,

nez rostlinam. (Asai et al., 2000)

Tetrahymena thermophila je velka, pohybliva, fagotropni bunka. Jeji
normalni rozméry jsou cca 50 ym na délku a maximalné 20 ym na Sifku. (Asai
et al., 2000)

Télo tetrahymeny je typicky hrusSkovitého tvaru, podle kterého je odvozeno
jeji druhové jméno. Zadni konec je zaobleny a pfedni konec za$picatély. Obc¢as
Ize vidét rGzné modifikace tvaru jako je vejCity, okurkovity, tyCkovy, valcovy,
,oumerang“ a ,banan, zejména ve starych nebo pfeplnénych kulturach.
Sestnact az dvacet Sest fad fasinek pokryva vétsinu povrchu bunék a lezi
pfevazné rovnobézné s podélnou osou buriky. (Hill, 1972)

Co je charakteristické pro nalevniky, v€etné tetrahymeny, je jaderny

dualismus a usporadani struktur v povrchové oblasti buriky. (Asai et al., 2000)

Klicem k uZiteCnosti tetrahymeny jako laboratorniho organismu je jeji
mimoradné rychly radst v ramci jednoduchych a levnych kultivacnich podminek.
Se zdvojnasobenim doby do 2 hodin, tetrahymena je jednim z nejrychleji
mnozicich se, volné Zijicich eukaryotickych bunék. (Asai et al., 2000)

Generacni doba tetrahymeny se liSi v zavislosti na pouzitém kmenu a
podminkach rlstu, ale obecné je asi 3 nebo 4 hod. Teplota, pfi které je
normalné dosazeno maximalniho ristu, je asi 29 ° C, ale i to se méni s kmenem
a sloZzenim média. (Hill, 1972)

Tetrahymena thermophila mdze velmi dobfe rist v riznych axenickych
médiich, s generacnimi ¢asy obvykle v rozmezi 2-3 hod a optimalné 1,4 hod.
(Kiy et al., 1992)

Zpravidla zGstavaji kultury v rychlé exponencidlni fazi riistu aZ asi na 2 x 10°
bunék na mililitr a dosahuji pfipadné bunééné hustoty 1 x 10° bunék na mililitr
nebo vice. (Asai et al., 2000)
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Chemicky definované médium pro tetrahymenu bylo poprvé navrzeno v
roce 1940 podle Kiddera a Deweye a od té doby se neustale zlepSuje. Posledni
z téchto vylepSeni umozhuje rast s generacni dobou a pfipadnou hustotou
bunék srovnatelnou s vlastnostmi dosahovanymi u nedefinovanych médii. (Asai
et al., 2000)

Tetrahymeny poskytuji jednoduchy, relativné levny zplasob hodnoceni
inhibice latky. Samoziejmosti je, Ze inhibice jejiho ristu nemusi vzdy souviset s
toxicitou pro jiné organismy.

Hlavnim ddvodem uspéchu tetrahymeny jako experimentalniho organismu je
to, Ze je eukaryot, ktery mize byt péstovan ve velkém mnozstvi v médiich bez
bakterii nebo dokonce i v definovanych médiich. Dale déleni jeho bunék Ize
snadno synchronizovat a jeho vnéjSi membrana muaze byt snadno naruSena pro
bezbunécné studie. (Hill, 1972)

K dalSimu SirSimu vyuZiti tohoto organismu pfispélo také to, Ze byl detailné
prozkouman z pohledu genetiky. (Asai et al., 2000)

Teplotni Soky pouzivané k navozeni synchronizace maji podstatny vliv na
morfologii bunék. Tyto zmény zahrnuji ztratu tubularnich struktur z mitochondrii,
zmizeni drsného endoplazmatického retikula, jaderné abnormality a bobtnani
organd, které jsou peroxisomy primarnich lysosomu. Bunky vystavené zahfivani
nékdy nedokondi déleni a utvofi fetézy. Po ukonceni tepelnych Sokl se fetézy
rozpadnou a daji vzniknout normalnim burikam. (Hill, 1972)

Ackoli neni jasné, jaké konkrétni funkce pfinasi odpovéd na teplotni ok a
jim indukované stresoveé proteiny, evoluéni zachovani jejich syntézy v reakci na
rizné oblasti zivotniho prostfedi a vyvojové podminky naznacluje, ze tyto

proteiny maji zasadni vyznam pro preziti bunék. (Hallberg et al., 1984)
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2.5.2. Desmodesmus subspicatus, Hegewald& Schmidt

Obr. €. 12: Desmodesmus subspicatus

(© 2013, The Natural History Museum, dostupné z http://www.nhm.ac.uk/nature-
online/species-of-the-day/scientific-advances/industry/desmodesmus-subspicatus
/index.html)

Taxonomické zafazeni (http://www.algaebase.org, 2002):

Nadfise Eukaryota
Rise Plantae
PodriSe Viridaeplantae
Oddéleni Chlorophyta
Pododdéleni Chlorophyceae
Rad Sphaeropleales
Celed Scenedesmaceae
Rod Desmodesmus
Druh Despodesmus subspicatus

Rasy jsou jednobuné&&né nebo vice bun&éné autotrofni, vétSinou vodni
organismy. (Spadek, 1999)

Zelené fasy jsou fotosyntetické organismy. Jejich barva je diky zelenému
pigmentu chlorofylu, ktery je obklopen membranou a tvofi viditelnou strukturu

nazvanou chloroplast. (Shubert, 2013)

Taxonomické ¢lenéni tohoto druhové bohatého rodu neni doposud ustalené
a prochazi zménami. (Hindak, 1990)

Rod Desmodesmus (dfive Scenedesmus) je znam a zkouman témér 200 let.
V roce 1999, za pouziti molekularni analyzy byly neostnaté a ostnaté formy
prokazany jako samostatné rody. Ty, jez tvofi ostny, se nyni nazyvaji
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Desmodesmus sp. (An, Friedl, Hegewald). A neostnaté formy si zachovaly

puvodni nazev Scenedesmus sp. (Shubert, 2013)

Desmodesmus subspicatus je velka (ale stale mikroskopicka) sladkovodni
zelena fasa, ktera miaze byt nalezena rostouci ve vodnim sloupci jako volné
plovouci plankton. Je nepohybliva.

Rod Desmodesmus je charakteristicky plochymi koloniemi, které jsou:

e rovné nebo lehce zakfivené, s bunkami v jedné fadé,

e obvykle 2 -, 4 -, nebo 8 - bunéfné, méné Casto 16 - nebo 32 -, spojené

postranné a lezici rovnobézné vedle sebe,

e buriky jsou vejCité az elipsoidni, se zaoblenymi hroty, a nesouci dlouhé

ostny nebo zuby,

e bunéfna sténa muze byt zrnita, ostnatd nebo ozubena, s vycnélky

podobnym bradavicim, bunky maji Casto zebrovani,

e chloroplast je parietalni s jednim pyrenoidem. (Schubert, 2013)

Rasy z tfidy Chlorophyceae se mohou rozmnozovat pohlavné i nepohlavné.
U volné Zijicich bi¢ikovcu bé&zné probiha schizotomie. Kolonialni typy vytvafi
tzv. dcefind coenobia. Kapsalni, kokalni a trichalni typy se rozmnoZzuji
zoosporami, autosporami nebo aplanosporami. Jednotlivé rody i druhy stejnych
rodu se rozmnozuji rizné. Kolonialni i trichalni a heterotrichalni typy se mohou
pohlavné rozmnozovat izogamii, anizogamii nebo oogamii.

(http://www.sinicearasy.cz, 2013)

NejvyznamnéjSim tvarovym typem je kolonie, mize se vSak také vyskytovat
jako jednobunécny morf. Ten je produkovan v ramci materské stény bunky
kolonie, a pfi uvolnéni ma stejnou morfologii stény a ostnl jako buriky kolonie,
pouze jich ma vice. Pfeména jednobuné&ného morfu na kolonii muze byt
"spusténa" zvySenim koncentrace urcitych latek (dusiku a fosforu), tzn.
manipulaci s koncentraci zivin. K této pfeméné muze dojit v 24 hodinovém
obdobi. (Shubert, 2013)

37



Desmodesmus je kosmopolitni organismus, nachazi se po celém svété. Je
Casto zminovan jako "zeleny plevel" a pokud jsou pfitomny nadmeérné ziviny,
mohou se vytvofit podminky pro kveteni, tzv. eutrofizace. (Shubert, 2013)

Vétsina druhl je soucasti vodniho planktonu stojatych i tekoucich vod,
vyjimecné se nachazi i ve vihkych skalach ¢&i v pudé. (Hindak, 1990)

Je zakladem potravinového fetézce a je dulezitym zdrojem potravy pro
zooplankton a ryby.

Desmodesmus muze byt uzite€nym bio-indikatorem vyzivovych podminek v
jezerech a jako modelovy organismus pro hodnoceni fyziologickych,
ekologickych a evolucnich otazek. (Shubert, 2013)

V ekotoxikologickych biotestech se nejCastéji pouzivaji fasy rodu
Desmodesmus (dfive Scenedesmus), nebot’ kultivace jednotlivych druhl je az
na vyjimky relativné snadna a co do poctu popsanych druhl zaujima tento rod

prvni misto. (Kalina, 1995)
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2.6. Pouzité testy

2.6.1. Vicegeneracni test s Tetrahymena thermophila

Jde o vicegeneracni test toxicity, protoZze v pribéhu 24 hodin vznikne 5-6
generaci prvoka. Test je zalozen na méfeni pfemény potravinového substratu
do biomasy obrvenek ode&tem optické hustoty. (PROTOXKIT F™)

Na pocatku testu se davkuje znamé mnozstvi obrvenek a jejich potravy.
Populace obrvenek inhibovana pritomnosti toxické latky pfijima mensi rychlosti
potravu a tudiz dochazi ke zpomaleni rychlosti ubytku potravy v testované
kultufe. Pokles rychlosti ubytku potravy sledujeme srovnanim jejiho mnozstvi
v testovanych koncentracich toxikantu a kontrolach. MnoZstvi potravy se
stanovuje spektrofotometricky jako mnozstvi zakalu. Jelikoz obrvenky pfijimaji
potravu konstantni rychlosti, lze srovnanim rychlosti ubytku potravy
v testovanych koncentracich a v kontrole jiz po 24 hodinové expozici pozorovat
fyziologické ucinky toxikantu. (Koci et al., 2009)

Inhibice bunéfného rldstu pod toxickym stresem se odrazi ve zbyvajicim
zakalu potravinové suspenze (a tudiz vysSi opticka hustota) ve srovnani
s kontrolou. (PROTOXKIT F™)

Pramérna inhibice ristu po 24h expozice je stanovena a vyjadiena jako
24hECs,. (PROTOXKIT F™)

Pro svou diplomovou praci jsem pouzila modifikovany vicegeneraéni test s

organismem Tetrahymena thermophila, vychazejici z testu PROTOXKIT F™,

Podrobny popis metody je uveden v kapitole 3.3.1.
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2.6.2. Rasovy test toxicity s Desmodesmus subspicatus

Principem tohoto testu je stanoveni ucinku latek na rast sladkovodnich
mikrofas (fas a sinic). Exponencialné rostouci testované fasy jsou vystaveny
zkousené latce v pribéhu obvykle 72 hodin. | pfes pomérné kratkou dobou
trvani zkousky, mohou byt vyhodnoceny uc€inky na nékolik generaci. (OECD
201, 2002)

Diky rychlému narustu fas je mozné kromé akutniho pusobeni pozorovat i
chronické ucinky testovanych latek. (KocCi et al., 2008)

Test spoliva v méfeni naristu fasové biomasy ¢&i rustové rychlosti
v jednotlivych testovanych koncentracich ve srovnani s kontrolou.

Dulezitou soucasti Fasového biotestu je stanoveni koncentrace fas v zasobni
kultufe i v jednotlivych testovanych koncentracich béhem expozice. Nejstarsi a
principialné nejjednodussi metodou je urCovani fasovych bunék pomoci
mikroskopu a pocitaci komulrky. Koncentraci fas Ize ur€it i spektrofotometricky.
Pouziva se vinova délka 670 - 680 nm odpovidajici zabarveni chlorofylu, nebo
vinova délka 750 nm odpovidajici zakalu. (Koci et al., 2009)

Uginek testované latky na fasovou kulturu se projevi jako inhibice (snizeni
ristu nebo rustové rychlosti ve vztahu k rlstu kontrolnich kultur) a potom se
vyhodnoti 72hICsy. V nékterych pfipadech se u€inek testované latky projevi jako
stimulace (zvySeni rlstu nebo rustové rychlosti ve vztahu k ristu kontrolnich
kultur), vtom pfipadé se vypocCet 72hICsy neprovadi. Pokud testovana latka
pusobi stimulaéné pouze v nizkych koncentracich a ve vy$Sich koncentracich
pusobi inhibicné, vyhodnocuje se ICsy za pouziti koncentraci, kde byla

prokazana inhibice rustu. (Svobodova et al., 2000)

Rasové testy vychazeji z norem OECD 201 a CSN EN ISO 8692.

Pro svou praci jsem vyuzila material testovaci soupravy ALGALTOXKIT

s fasou Despodesmus subspicatus (dfive Scenedesmus subspicatus).

Podrobny popis metody je uveden v kapitole 3.3.2.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Testované organismy

nalevnik Tetrahymena thermophila

fasa Desmodesmus subspicatus
3.2. Chemikalie

e amoxicilin (vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e ibuprofen (vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e dichroman draselny (vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)
e deionizovana voda

e pepton (vyrobce: Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko)

e vyzivné roztoky A, B, C, D

Tab. &. 2: SloZeni Zivného média podle normy CSN EN ISO 8692
Zasobni roztok Zivina

A NH,CI
MgCl,.6H,0
CaCl,.2H,0
MgSO,.7H,0
KH,PO,

B FeCl;.6H0
Na,EDTA.2H,0
C HsBO;
MnCl,.4H,0
ZnCl,
CoCl,.6H,0
CuCl,.2H,0
Na,Mo00,.2H,0
D NaHCO;
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3.3.  Provedeni experimentu

3.3.1. Vicegeneracni test s Tetrahymena thermophila

Priprava vzorku

Vzorek navazime na analytickych vahach a pfidame deionizovanou vodu,
abychom dostali roztok o poZzadované koncentraci. Vytvofime si fedici fadu o
deseti koncentracich fedénim jedna a pul. Jako vzorek zkouSime amoxicilin a
ibuprofen, bud samostatné, nebo v pomérech 1:1, 1:2, 2:1. Stejnym Fedénim
pfipravime i deset koncentraci dichromanu draselného, ktery slouzi jako

standardni testovana latka, pro ovéreni spravnosti prabéhu experimentu.

Tab. &. 3: Pfehled jednotlivych realnych koncentraci testovanych latek v mg/I

Koncentrace Koncentrace
Roztok &. vzorku K,Cr,04
1 25,00 288,00
2 16,67 192,00
3 11,11 128,00
4 7,41 85,33
5 4,94 56,89
6 3,29 37,93
7 2,19 25,28
8 1,46 16,86
9 0,98 11,24
10 0,65 7,49

Priprava mikrotitracni destic¢ky

V laminarnim boxu pipetujeme vzorek, testovany organismus a pepton podle
nize uvedeného schématu. Mikrotitraéni desticka se plni pouze v fadach B, C,
D, E, F, G a ve sloupcich 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11. Okrajové jamky zUstanou
prazdné. Do vSech jamek v fadé B pipetujeme pouze pepton (150 ul), do jamek

v fadé C pipetujeme pepton a vzorek podle koncentrace (v jamce E2 je nejvysSi
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koncentrace, v jamce E11 nejnizsi) v poméru 2:1 (100 pl: 50 pl), do jamek rfady
D pipetujeme pepton a Tetrahymenu v poméru 2:1 (100 ul: 50 pl). V fadach E,
F, G pipetujeme pepton, vzorek podle koncentrace a nakonec Tetrahymenu

v poméru 1:1:1, tj. 50 pl: 50 pl: 50 pl.

Tab. €. 4: Schéma pInéni mikrotitracni desticky

pepton vzorek Tetrahymena
B = pepton 150 ul - -
C = pepton + vzorek 100 pl 50 ul -
D = pepton + 100 pl - 50 pl
Tetrahymena
E=1 50 ul 50 ul 50 pl
F=2 50 ul 50 ul 50 pl
G=3 50 ul 50 ul 50 pl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A OO0OO0OO0OO0OOOOOOO

B OCOOOOOOBO OO O

c OPPVOOOOOHEE®OO

D OSBRI BS BB O

E O O

F O O

H OO0OO00O0OOOOO0OOO

Obr. €. 13: Schéma pInéni mikrotitracni desti¢ky

Méreni optické hustoty

Ihned po pfipraveni mikrotitraéni destiCky zméfime na readeru optickou
hustotu pfi vinové délce 492nm. Pak dame destiCku inkubovat do inkubatoru za

konstantni teploty 25°C. DalSi méfeni provadime po 24hodinach.
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Vyhodnoceni

Z namérenych hodnot vypocCitame procenta inhibice pro kazdou koncentraci

podle vzorce:

( _ AOD(C1-C10)

AOD(C0) ) x 100

AOD(ci-c10)-+--+---- rozdil namérenych optickych hustot v Case T a T4 pro
jednotlivé koncentrace vzorku
AOD(cy................rozdil namérenych optickych hustot v Case To a T4 pro

kontrolu

Z téchto vysledkd poté vypolteme hodnotu ECsy pomoci specialniho

programu.
3.3.2. Rasovy test toxicity s Desmodesmus subspicatus

Priprava kultivaéniho média pro rasy

Do odmérné banky navazime priblizné 800ml deionizované vody, pfidame
10ml roztoku A, 1ml roztoku B, 1ml roztoku C, 1ml roztoku D a poté doplnime
vodou na 1000ml. Banku zavieme a dikladné protfepeme, abychom docilili
homogenizace, a nechame 30 minut ustélit. Poté zméfime pH a podle potfeby

upravime 1M NaOH nebo 1M HCI na pozadované rozmezi 8,1 £ 0,2.

Priprava ras

Za ucelem pfizpUsobeni testovaci fasy podminkam testu, je inokulum ve
zkuSebnim médiu pfipraveno 2-3 dny pfed zahajenim testu. Biomasu fas je
treba upravit tak, aby byl umoznén exponencialni rlst o€kovaci kultury, az
zacne test. OCkovaci kultura se inkubuje za stejnych podminek, za jakych bude
probihat vlastni test. PoCateCni koncentrace bunék pro fasu Desmodesmus
subspicatus se doporuéuje 2-5 x 10° bunék/ml. Hustotu zasobni fasové kultury

stanovime pocitanim bunék v Birkerové komurce. (OECD 201, 2002)
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Priprava fedici rady vzorku

Jako testovany vzorek nam slouzi roztoky amoxicilinu a ibuprofenu bud jako
Cisté roztoky nebo vriznych pomérech (1:1, 1:2, 2:1). Pozadovanou
koncentraci pfipravime rozpusténim latky v fasovém kultivaénim médiu. Od

kazdého takového vzorku pfipravime sedm koncentraci fedénim jedna a pul.

Pridani rasového inokula

Do oznacenych podlouhlych kyvet preneseme 24 ml jednotlivych vzorkl a ke
kazdému vzorku pfidame 1ml fasového inokula. Vzorky dikladné protiepeme.

Kromé testovanych koncentraci je potfeba pfipravit i ,kontrolu® obsahujici
pouze médium a inokulum. (OECD 201, 2002)

Inkubace

Kyvety se inkubuji 72 hodin pfi teploté 21-24°C + 2°C a konstantnim
osvétlenim 6000 - 10000 lux.

Vyhodnoceni

Méfime fluorescenci fasové suspenze v prubéhu tfi dnu, v pravidelnych
intervalech po 24 hodinach.

Ve 24 hodinovych intervalech provadime také kontrolu rustu fas, zjisténim
hustoty Fasové suspenze, kterou ziskame pocitanim bunék v Burkerové
komurce. Tyto hodnoty nam slouzi k vytvoreni kalibracni kfivky.

Ziskané hodnoty odpovidajici jednotlivym jamkam mikrotitraCni desticky

prepoCteme na zakladé kalibracni kfivky na koncentraci fas v roztoku.
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Podle nasledujicich vzorci vypoc&teme rustovou rychlost, inhibici rustoveé

rychlosti, plochu pod kfivkou a z ni procenta narustu biomasy fas:

InN,, — InN,
We=—"""—
t
1o ="My 100
MK

[VISTP ristova rychlost pro jednotlivé koncentrace
MKeeeenennn rustova rychlost kontroly
lcovinannnn. inhibice rustové rychlosti v procentech pro jednotlivé koncentrace
No.oownnn.. poCet bunék fas v 1ml v ¢ase Ohod.
N7o..o..... pocet bunék fas v 1ml v ¢ase 72hod.
| U doba ukonceni testu (hod.)

(Cl—Co)Xt1+(C1+C2—2XCo)X(tz—t1)+(cz+C3—2C0)X(t3—t2)

A 2 2 2
K — 4c¢
I, = 1
c A x 100
Ac......... plocha pod kfivkou pro jednotlivé koncentrace
Acoovennnn. plocha pod kfivkou pro kontrolu
lceeeinnnnn. inhibice narustu biomasy fas v procentech
COZerrrennnn poCet bunék fas v ¢ase Ohod., 24hod., 48hod., 72hod.
t130eenine doba jednotlivych méfeni (24, 48, 72)

Z téchto vysledkl pomoci specialniho pocitaového programu ziskame
hodnotu ECsy.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vicegeneracni test s Tetrahymena thermophila

e podminky testu: tma, 25°C
e délka testu: 42 hodin

e testovany organismus Tetrahymena thermophila

Tab. &. 5: Pfehled jednotlivych realnych koncentraci testovanych latek v mg/l

Koncentrace Koncentrace

vzorku K,Cr,04
C1 25,00 288,00
Cy 16,67 192,00
Cs 11,11 128,00
Cq 7,41 85,33
Cs 4,94 56,89
Cs 3,29 37,93
(o 2,19 25,28
Cs 1,46 16,86
Co 0,98 11,24
Cio 0,65 7,49

Dichroman draselny (Ko.CrO,)

Tab. €. 6: K,CrO, - Primérnd inhibice (%) v jednotlivych koncentracich, pfi vinové
délce 492 nm

C1 Co Cs3 Cy Cs Cs C7 Cs Co Ci0
100,00|100,00| 84,10 | 76,15 | 76,15 | 68,20 | 60,20 | 44,3 20,5 | 12,55

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci K,CrOy:
24h ECsp = 23,28 mg/l (20,55 - 26,36 mg/l)
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Amoxicilin

Tab. €. 7: Amoxicilin - Pramérna inhibice (%) v jednotlivych koncentracich, pfi vinové

délce 492 nm

C1 Co Cs Ca Cs Ce C7 Cs Cq Ci0

100,00 |100,00| 90,83 | 81,65 | 72,48 | 63,30 | 63,30 | 54,13 | 26,61 | 17,43

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci amoxicilinu:
24h ECs0 = 1,78 mg/l (1,56 - 2,03 mg/l)

Ibuprofen

Tab. €. 8: Ibuprofen - Primérna inhibice (%) v jednotlivych koncentracich, pfi vinové
délce 492 nm

C1 C2 Cs Cy Cs Ce C7 Cg Cq C10

100,00 100,00 |100,00| 91,67 | 83,33 | 75,00 | 66,67 | 58,33 | 25,00 | 16,67

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci ibuprofenu:
24h ECsp = 1,53 mg/l (1,40 — 1,67 mg/l)

Amoxicilin + Ibuprofen 1:1

Tab. €. 9: Amoxicilin + Ibuprofen 1:1 - Prdmérna inhibice (%) v jednotlivych

koncentracich, pfi vinové délce 492 nm

C1 C2 Cs Cy Cs Ce C7 Cg Cq C10

100,00 100,00 |100,00| 83,47 | 75,21 | 60,89 | 58,68 | 42,15 | 25,62 | 17,36

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci amoxicilinu + ibuprofenu v poméru 1:1:
24h ECsp = 1,96 mg/l (1,79 - 2,16 mg/l)
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Amoxicilin + Ibuprofen 1:2

Tab. €. 10: Amoxicilin + Ibuprofen 1:2 - Primérna inhibice (%) v jednotlivych

koncentracich, pfi vinové délce 492 nm

Cy Co Cs Ca Cs Ce Cz Cs Cq Ci0

100,00 100,00 | 100,00| 100,00 | 68,20 | 55,57 | 41,18 | 36,41 | 30,19 | 26,47

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfredni
efektivni koncentraci amoxicilinu + ibuprofenu v poméru 1:2:
24h ECsp = 2,18 mg/l (1,82 - 2,60 mg/l)

Amoxicilin + Ibuprofen 2:1

Tab. €. 11: Amoxicilin + Ibuprofen 2:1 - Primérna inhibice (%) v jednotlivych

koncentracich, pfi vinoveé délce 492 nm

C1 C Cs Cy Cs Ce C7 Cg Cq C10

100,00 | 100,00 | 100,00| 100,00 | 60,66 | 45,62 | 39,55 | 31,99 | 25,23 | 21,32

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci amoxicilinu + ibuprofenu 2:1 v poméru:
24h ECso = 2,57 mg/l (2,11 — 3,14 mg/l)

100,00

90,00 \ Amoxicilin
80,00 \

’ \
70,00

Ibuprofen
60,00 %
50,00 \\

Amoxicilin +
40,00 Ibuprofen 1:1
30,00 = AmoXxicilin +
20,00 - Ibuprofen 1:2
10,00 Amoxicilin +
0,00 T T T T T T T T T 1 IbuprOfen 21

cl c2 c3 ¢4 ¢c5 ¢cb6 c7 c8 c9 c10

Obr. &. 14: Graf zavislosti inhibice (%) na koncentraci jednotlivych vzorkd pfi 492 nm
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4.2. Rasovy test toxicity s Desmodesmus subspicatus

e podminky testu: konstantni osvétleni 6 000 - 10 000 luxt, 21 - 24°C +
2°C
e délka testu: 72 hodin

e testovany organismus: Desmodesmus subspicatus

Tab. €. 12: Pfehled jednotlivych realnych koncentraci testovanych latek

koncentrace
(mg/l)
C1 50,00
Cy 33,33
Cs 22,22
Cs 14,81
Cs 9,88
Co 6,58
C7 4,39

Amoxicilin

Tab. €. 13: Amoxicilin - % inhibice rastové rychlosti po 72 hod

Cy (673 C3 Ca Csg Cs Cy
671 nm | 64,70 48,16 47,69 41,86 34,00 33,53 15,55
750 nm | 27,56 27,56 25,85 18,96 15,96 10,11 7,52

Tab. €. 14: Amoxicilin - % inhibice naristu biomasy po 72 hod

C1 C2 Cs3 Cy Cs Cs (o)
671 nm | 58,06 50,00 45,16 41,94 38,71 24,19 8,06
750 nm | 56,72 55,22 46,27 44,78 44,78 38,81 34,33

Nelinearni regresni analyzou pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme

stanovili hodnotu stfedni efektivni koncentrace ECsq amoxicilinu:

e zrastové rychlosti pfi 671 nm: 72h ECso = 25,96 mg/l (21,39 - 31,51 mg/l)

e zrastoveé rychlosti pfi 750 nm: 72h ECso = 201,2 mg/l (117,4 - 344,8 mg/l)
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e z narlstu biomasy pfi 671 nm: 72h ECso = 28,54 mg/l (20,86 - 39,04 mg/l)

e z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h ECso = 23,64 mg/l (20,42 - 27,37 mg/l)

Ibuprofen

Tab. €. 15: Ibuprofen - % inhibice rastové rychlosti po 72 hod

C1 (673 C3 Ca Cs Cs Cy
671 nm | 100,00 | 48,55 44,41 40,95 39,05 33,76 33,53
750 nm | 41,51 25,47 22,00 21,92 21,92 18,24 15,96

Tab. €. 16: Ibuprofen - % inhibice nartstu biomasy po 72 hod

C1 C2 Cs3 Cy Cs Cs (o)
671 nm | 56,45 43,55 27,42 20,97 17,74 16,13 9,68
750 nm | 71,64 56,72 49,25 38,81 29,85 28,36 17,91

Nelinearni regresni analyzou pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme

stanovili hodnotu stfedni efektivni koncentrace ECsg ibuprofenu:

z rastové rychlosti pfi 671 nm: 72h ECso= 16,77 mg/l (10,74 - 26,18 mg/l)

z rastové rychlosti pfi 750 nm: 72h ECso = 167,0 mg/l (77,89 - 358,2 mg/l)

z narUstu biomasy pfi 671 nm: 72h ECso = 43,81 mg/l (38,29 to 50,13 mg/l)

z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h ECso = 22,37 mg/l (20,61 to 24,29 mg/l)

Amoxicilin + Ibuprofen 1:1

Tab. & 17: Amoxicilin + Ibuprofen 1:1 - % inhibice rustové rychlosti po 72 hod

C1 Co Cs Cy Cs Cs Cy
671 nm | 53,85 19,01 18,94 17,80 14,60 14,20 7,70
750 nm | 34,33 29,04 27,56 26,56 17,62 7,52 3,19
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Tab. €. 18: Amoxicilin + Ibuprofen 1:1 - % inhibice narlistu biomasy po 72 hod

C1 (673 C3 Ca Cs Cs Cy
671 nm | 56,45 54,84 38,71 22,58 14,52 11,29 8,06
750 nm | 59,70 44,78 29,85 13,43 8,96 5,97 1,49

Nelinearni regresni analyzou pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme

stanovili hodnotu stfedni efektivni koncentrace ECsy smési amoxicilin +

ibuprofen v poméru 1:1 :

z rastové rychlosti pfi 671 nm: 72h ECso = 66,44 mg/l (40,75 - 108,3 mg/l)

z rastové rychlosti pfi 750 nm: 72h ECso = 102,2 mg/l (61,17 - 170,7 mg/l)

z narustu biomasy pfi 671 nm: 72h ECso = 34,52 mg/I (31,03 - 38,40 mg/l)

z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h ECso = 38,62 mg/l (37,11 - 40,18 mg/l)

Amoxicilin + Ibuprofen 1:2

Tab. €. 19: Amoxicilin + Ibuprofen 1:2 - % inhibice rustové rychlosti po 72 hod

C1 (673 C3 Ca Csg Cs Cy
671 nm | 38,65 35,06 29,24 28,45 23,61 22,84 21,10
750 nm | 34,33 30,14 24,19 23,53 18,52 14,43 4,35

Tab. €. 20: Amoxicilin + Ibuprofen 1:2 - % inhibice narlistu biomasy po 72 hod

C1 (673 C3 Cs Cs Cs Cy
671 nm | 41,94 40,32 35,48 32,26 20,97 19,35 19,35
750 nm | 58,21 55,22 53,73 52,24 37,31 35,82 31,34

Nelinearni regresni analyzou pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme

stanovili hodnotu stfedni efektivni koncentrace ECsy smési amoxicilin +

ibuprofen v poméru 2:1 :

e zrastoveé rychlosti pfi 671 nm: 72h ECso= 191,7 mg/l (142,3 - 258,1 mg/l)

e zrastoveé rychlosti pfi 750 nm: 72h ECso = 123,5 mg/I (80,98 - 188,3 mg/l)
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e z narlstu biomasy pfi 671 nm: 72h ECso = 77,56 mg/l (58,21 - 103,3 mg/l)

e z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h ECso = 20,23 mg/l (16,96 - 24,13 mg/l)

Amoxicilin + Ibuprofen 2:1

Tab. &. 21: Amoxicilin + Ibuprofen 2:1 - % inhibice rdstoveé rychlosti po 72 hod

C1 (673 C3 Ca Cs Cs Cy
671 nm | 35,74 34,00 28,96 28,78 15,55 14,20 13,91
750 nm | 31,00 30,14 26,56 25,85 23,53 18,96 7,52

Tab. €. 22: Amoxicilin + Ibuprofen 2:1 - % inhibice naristu biomasy po 72 hod

C1 C2 Cs3 Cy Cs Cs (o)
671 nm | 48,39 16,13 16,13 12,90 9,68 4,84 3,23
750 nm | 67,16 53,73 50,75 40,30 37,31 22,39 16,42

Nelinearni regresni analyzou pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme

stanovili hodnotu stfedni efektivni koncentrace ECsy smési amoxicilin +

ibuprofen v poméru 2:1 :

e zrastové rychlosti pfi 671 nm: 72h ECso= 116,6 mg/l (75,67 - 179,6 mg/l)

e zrustové rychlosti pfi 750 nm: 72h ECso = 229,3 mg/l (90,50 - 580,9 mg/l)

e z narustu biomasy pfi 671 nm: 72h ECso = 61,49 mg/l (47,26 - 80,00 mg/l)

e z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h ECso = 23,26 mg/I (20,99 - 25,78 mg/l)
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100,00 \
90,00 \ e Amoxicilin

80,00 \

70,00 \ == |buprofen
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Obr. &. 15: Graf zavislosti inhibice (z rastové rychlosti) na koncentraci jednotlivych

vzorkd pfi 671 nm

100,00
90,00 Amoxicilin
80,00
70,00 Ibuprofen
60,00
50,00 Amoxicilin +
40,00 N\ Ibuprofen 1:1
30,00 - Amoxicilin +
20,00 - lbuprofen 1:2
10,00 e AmoXxicilin +

0,00 . . . . . . . lbuprofen 2:1
¢l 2 3 4 5 6 7

Obr. &. 16: Graf zavislosti inhibice (z rustoveé rychlosti) na koncentraci jednotlivych

vzorkd pfi 750 nm

54



100,00
90,00 Amoxicilin
80,00
70,00 Ibuprofen
60,00
50,00 NN Amoxicilin +
40,00 - Ibuprofen 1:1
30,00 - e AmoXxicilin +
20,00 Ibuprofen 1:2
10,00 - —— Amoxicilin +

0,00 T T T T T T 1 Ibuprofen 2:1
cl 2 3 ¢4 5 6 7

Obr. ¢. 17: Graf zavislosti inhibice (z nartstu biomasy) na koncentraci jednotlivych

vzorkd pfi 671 nm

100,00
90,00 Amoxicilin
80,00
70,00 ‘\ Ibuprofen
60,00 \\
50,00 \ Amoxicilin +
40,00 Ibuprofen 1:1
30,00 - e— AmOXicilin +
20,00 \ Ibuprofen 1:2
10,00 \ = Amoxicilin +

0,00 T T T T T T ) Ibuprofen 2:1
cl ¢c2 3 4 5 6 7

Obr. &. 18: Graf zavislosti inhibice (z naristu biomasy) na koncentraci jednotlivych

vzorkl pfi 750 nm
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5. DISKUZE

Amoxicilin a ibuprofen patfi v Ceské republice, ale i po celém svété mezi
léCiva s nejvyssi spotfebou. V dusledku toho se oCekava jejich zvySeny vyskyt v
zivotnim prostfedi oproti ostatnim méné pouzivanym IéCivim. Z pohledu
ochrany zivotniho prostfedi je tedy dobré védeét, v jakém mnozstvi se tyto latky

v zivotnim prostfedi vyskytuji a jaky na né&j maji ucinek.

V Evropé se koncentrace ibuprofenu v odtoku COV pohybuje v rozmezi 134
- 7100 ng/l, v povrchovych vodach pak v rozmezi 14 — 44 ng/l. (Pal et al., 2010)
Peniciliny se vyskytuji ve vytoku COV v koncentracich do 200 ngl,
v povrchovych vodach pak v koncentracich do 48 ng/l. (Farber, 2002; Christian
et al., 2003)

Cilem nasi prace bylo zhodnotit vliv téchto 1éCivych latek a jejich smési na
zivotni prostfedi pomoci vybranych ekotoxikologickych testd. Ibuprofen je
tématem ekotoxikologickych studii pomérné Casto, zatimco studii zabyvajicich
se hodnocenim amoxicilinu mnoho neni.

Obé tyto latky byly jizZ ve smésich hodnoceny, ale pouze s latkami ze stejné
skupiny (ibuprofen s ostatnimi NSAID, amoxicilin s ostatnimi antibiotiky). Lang a
Kdéhidai (2012) ve své studii zjistili, ze kombinace ibuprofenu a diklofenaku
pusobi antagonisticky (coz lze mozna vysvétlit stejnym mechanismem ucinku
téchto 1éCiv) a kombinace ibuprofenu s B-blokatory (metoprolol, propranolol)
pusobi pfi nizkych koncentracich aditivné, pfi vySSich pak také antagonisticky.
Cleuvers (2003) se zabyval hodnocenim smési ibuprofenu, diklofenaku,
naproxenu a kyseliny acetylsalicylové. Hodnota ECsy pro ibuprofen ve smési
byla 85,6 mg/l pro D. subspicatus a 25,3 mg/l z testu pro Daphnia magna.

Vzajemné plsobeni téchto latek bylo vyhodnoceno jako aditivni.

Prvnim zvolenym testem byl vicegeneracni test s organismem Tetrahymena
thermophila (zastupce destruentl). ZkouSené koncentrace se pohybovaly

v rozmezi 25,00 — 0,65 mg/l pro jednotlivé vzorky a byly zjistény tyto hodnoty
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stfedni efektivni koncentrace: 24hECso = 1,78 mg/l (1,56 - 2,03 mg/l) pro
amoxicilin, 24hECso = 1,53 mg/l (1,40 — 1,67 mg/l) pro ibuprofen, 24hECs =
1,96 mg/l (1,79 - 2,16 mg/l) pro smé&s amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 1:1,
24hECsy = 2,18 mg/l (1,82 - 2,60 mg/l) pro smés amoxicilinu a ibuprofenu
v poméru 1:2, 24hECs = 2,57 mg/l (2,11 — 3,14 mg/l) pro smés amoxicilinu a
ibuprofenu v poméru 2:1.

Druhym zvolenym testem byl fasovy test toxicity s organismem
Desmodesmus subspicatus (zastupce producentl) vychazejici z normy OECD
201 a CSN EN ISO 8692. Zde byla zvolena vychozi koncentrace vys$si, tj. 50
mg/l. Hodnotu stfedni efektivni koncentrace jsme spocitali pomoci dvou riznych
metod — zrustové rychlosti a z narGstu biomasy, pfi vinové délce 671 nm
odpovidajici zabarveni chlorofylu a vinové délce 750 nm odpovidajici zakalu.

Pro amoxicilin byly ziskany tyto hodnoty:

z rlstové rychlosti pfi 671 nm: 72h EC50 = 25,96 mg/l (21,39 - 31,51 mg/l),
z rlstové rychlosti pfi 750 nm: 72h EC50 = 201,2 mg/l (117,4 - 344,8 mg/l),
z narQstu biomasy pfi 671 nm: 72h EC50 = 28,54 mg/l (20,86 - 39,04 mg/l),
z narQstu biomasy pfi 750 nm: 72h EC50 = 23,64 mg/l (20,42 - 27,37 mg/l).

Pro ibuprofen byly ziskany tyto hodnoty:

z rlstové rychlosti pfi 671 nm: 72h EC50 = 16,77 mg/l (10,74 - 26,18 mg/l),
z rastové rychlosti pfi 750 nm: 72h EC50 = 167,0 mg/I (77,89 - 358,2 mg/l),
Z narlstu biomasy pfi 671 nm: 72h EC50 = 43,81 mg/l (38,29 to 50,13 mg/l),
z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h EC50 = 22,37 mg/l (20,61 to 24,29 mg/l).
Pro smés amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 1:1 byly ziskany tyto hodnoty:
z rlstové rychlosti pfi 671 nm: 72h EC50 = 66,44 mg/l (40,75 - 108,3 mg/l),
z rastoveé rychlosti pfi 750 nm: 72h EC50 = 102,2 mg/l (61,17 - 170,7 mgl/l),
z narlstu biomasy pfi 671 nm: 72h EC50 = 34,52 mg/I (31,03 - 38,40 mg/l),
z narlstu biomasy pfi 750 nm: 72h EC50 = 38,62 mg/I (37,11 - 40,18 mg/l).

Pro smés amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 1:2 byly ziskany tyto hodnoty:

z rastoveé rychlosti pfi 671 nm: 72h EC50 = 191,7 mg/l (142,3 - 258,1 mgl/l),
z rastové rychlosti pfi 750 nm: 72h EC50 = 123,5 mg/I (80,98 - 188,3 mg/l),
z narlstu biomasy pfi 671 nm: 72h EC50 = 77,56 mg/l (58,21 - 103,3 mg/l),
z narustu biomasy pfi 750 nm: 72h EC50 = 20,23 mg/l (16,96 - 24,13 mg/l).
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Pro smés amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 2:1 byly ziskany tyto hodnoty:
z rastové rychlosti pfi 671 nm: 72h EC50 = 116,6 mg/I (75,67 - 179,6 mg/l),
z rlstové rychlosti pfi 750 nm: 72h EC50 = 229,3 mg/I (90,50 - 580,9 mg/l),
Z narustu biomasy pfi 671 nm: 72h EC50 = 61,49 mg/l (47,26 - 80,00 mg/l),
z narlstu biomasy pfi 750 nm: 72h EC50 = 23,26 mg/I (20,99 - 25,78 mg/l).

Oproti vypoctu inhibice z nartstu biomasy (srovnavanim ploch pod rastovymi
kfivkami) metoda rustovych rychlosti 1épe vystihuje vliv toxikantu na okamzity
rdst fas. (Koci et al., 2009)

Zpusob vypoctu inhibic na zakladé ristovych rychlosti je vhodny pouze pro
exponencialni fazi rastové kfivky. Hodnoty ze stacionarni faze &i faze poklesu
zatézuji vypocet chybou a nemély by byt do vypoctu zahrnuty. Metoda se tedy
hodi pro kratkodobé&jSi expozici, pro zaznamenani trendd. Tento zplsob
vypocCtu je nyni v praxi vice pouzivan, coz souvisi s pouzivanou kratkodobou
expozici (72 hodin). (Koci et al., 2009)

Pro dlouhodobou expozici fasové kultury je vhodnéjsi vypocet inhibice rustu
biomasy. Do vypoltu mulze byt zahrnuta i faze poklesu Fasové suspenze
zpusobena zacinajicim vyCerpanim zivin z média. (Koci et al., 2009)

V idealnich podminkach s konstantnim exponencialnim ristem pfi stejnych
koncentracich by mély tyto metody vypoCtu zrustové rychlosti a narustu
biomasy produkovat stejné vysledky. Obecné by mezi takovymi vysledky mély
byt pouze drobné rozdily a data mohou byt analyzovany pomoci stejnych
statistickych metod. (OECD 201, 2002)

V soucasnosti platna ISO norma doporucuje pouzivat vypocet z praimérné

rustové rychlosti.

Kromé téchto dvou metod vypocltu ovliviiuje koneény vysledek i pouzita
vinova délka pfi spektrofotometrii. Bud' se méfi fluorescence pfi vinové délce
671 nm odpovidajici mnozstvi chlorofylu, nebo se méfi zakal pfi 750 nm.

Metoda stanoveni chlorofylu ma vyhodu v tom, Ze neni zatizena nepfesnosti
v dusledku pfitomnosti bakterii a nerozpusténych c&astic, jez se mohou
vyskytnout u nesterilnich vzorkl z Zivotniho prostfedi. (Koci et al., 2008)

Metoda stanoveni zakalu je naopak nékdy upfednostiiovana na zakladé

pfedpokladu, Ze se koncentrace chlorofylu v burnce vlivem fyziologickych
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pochodl pfirozené méni. Zakal tedy presnéji popisuje mnozstvi bunék
v suspenzi. Je vSak nutné brat v uvahu, Ze jednotlivé bunky se liSi velikosti a
tim se i méni hodnota zakalu. Zakal Ize také konvertovat na susinu, ktera lépe
vypovida o celkovém objemu fas v roztoku, protoze v sobé nezahrnuje rozdily
ve velikosti bunék. (Koc€i et al., 2008)

Cleuvers (2004) zjistoval toxicitu 4 nesteroidnich antiflogistik: diklofenaku,
ibuprofenu, naproxenu a acetylsalicylové kyseliny. Akutni toxicitu sledoval na
korySi Daphnia a na fase Scenedesmus subspicatus. Nalezl jen dvé léciva,
ktera by mohla byt potencionalné Skodliva k vodnim organismam - diklofenak a
acetylsalicylovou kyselinu. Ibuprofen dosahl hodnot ECs, v fasovém testu 342,2

mg/l a v testu na dafniich 101,2 mg/I.

Lang a Koéhidai ve své studii zroku 2012 sledovali toxicitu 14 IéCiv ze
skupiny NSAID, antipyretik, analgetik, antibiotik, [B-blokatori a rentgen-
kontrastnich latek na Tetrahymena pyriformis. Zjistili, Ze ziskané hodnoty ECsg
(46,78 mg/l pro ibuprofen) jsou srovnatelné s udaji ze studie od Cleuverse
(2003), ktery wuvadi, Zze citlivost testu sDaphnia magna, Lemna
minor a Desmodesmus subspicatus byla ve stejném rozsahu (hodnoty ECso se
pohybovaly mezi 5 mg/l a > 320 mg/l).

Ukazalo se, ze Tetrahymena pyriformis byla nejcitlivéjSi na B-blokatory a
NSAID. Nicméné, vysledky ukazuji, Ze pozorovana uc€inna koncentrace je
nejméné o tfi fady vysSi, nez koncentrace v prostredi, coz naznacuje, ze akutni
toxické ucinky téchto IéCiv jsou ve vodnim prostfedi nepravdépodobné. (Lang et
al., 2012)

Jak jiz bylo zminéno vySe, Cleuvers v roce 2003 publikoval studii zaméfenou
na stanoveni toxicity 1éCiv, mezi nimi i sodné soli ibuprofenu (v koncentracich 1;
3,2; 10; 32; 100 mg/l). Ziskal hodnoty ECsy pro jednotlivé organismy: 108 mg/I
(Daphnia magna), 315 mg/l (Desmodesmus subspicatus) a 22 mg/l (Lemna

minor).

VétSina autort, ktera studovala vliv amoxicilinu na zivotni prostfedi,
vyuzivala pfedevsSim Fasoveé testy toxicity.
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Rasova toxicita amoxicilinu byla studovana skupinou okolo Holten-Liitzhafta
(1999). U sladkovodni sinice Microcystis aeruginosa byla zjisténa hodnota
toxicity ECsp pro amoxicilin 0,0037 mg/l, pro mofskou fasu Rhodomonas salina
3108 mg/l a pro sladkovodni zelenou fasu Selenastrum capricornutum byla

zjiSténa hodnota NOEC vétsi nez 250 mg/l.

Rasové biologické zkousky ukazaly, Ze v rozsahu koncentraci od 50 ng/l do
50 mg/l neni amoxicilin toxicky vuci eukaryotickym organismim, jako jsou Fasy
z Celedi Chlorophyceae Pseudokirkneriella subcapitata a Closterium
ehrenbergii a Bacillariophyceae Cyclotella meneghiniana, ale ukazal zna¢nou

toxicitu va¢i Cyanophyta Synechococcus leopolensis. (Andreozzi et al., 2004)

Skupina kolem Liua (2012) se zabyvala plsobenim dvou antibiotik,
spiramycinu a amoxicilinu. V této studii byly hodnoty ECso, amoxicilinu na M.
aeruginosa podstatné nizsi (8,03 mg/l) ve srovnani s vysledky na jinych druzich
fas v pfedchozich vyzkumech, které byly 3108 mg/l pro Rhodomonas salina,
>250 mg/l pro Selenastrum capricornutum (Holten-Lutzhgft et al., 1999) a
>1000 mg/l pro Chlorella vulgaris (Eguchi et al., 2004).

Ze zkouSky na luminiscencénich bakteriich byla ziskana hodnota ECsy pro
amoxicilin 121,1 mg/l (115,8 - 136,7 mg/l). (Liu et al., 2012)

Pascoe a kol. (2003) studovali uc€inky l|éCiv na sladkovodni bezobratlé
organismy (Hydra vulgaris). Pro ibuprofen i amoxicilin stanovili hodnotu NOEC
> 0,01 mgl/l.

Skupina kolem Cranea (2006) zjistila, Zze mikrorasy a sinice (jako Microcystis
aeruginosa) jsou znacné citlivé na antibiotika, vice nez standardni druhy

fasovych testl toxicity (jako Pseudokirchneriella subcapitata).

Jelikoz je amoxicilin téZzce rozpustny ve vodé a ibuprofen prakticky
nerozpustny ve vodgé, pfes veskera snazeni o rozpusténi mohlo dojit pfi méfeni
ke zkresleni vysledkd z divodu nerozpusténych &astic.

Z naSich vysledkd lze usoudit, Ze organismus Tetrahymena thermophila

vykazuje vysSi citlivost k témto latkdm nez Desmodesmus subspicatus (hodnoty
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ECso pro T. thermophila byly v fadu jednotek mg/l, pro D. subspicatus v fadu
desitek az stovek mg/l).
Z vysledka pro Cisté latky a jejich smés lze usoudit, Ze nedoSlo ke

vzajemnému ovlivnéni a latky tedy nepusobi synergicky.
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6. ZAVER

V této praci jsme si dali za cil stanovit vliv |éCiv amoxicilinu a ibuprofenu a
jejich smési v riznych pomérech na Zivotni prostfedi, a to pomoci vybranych
ekotoxikologickych testu na zastupcich dvou trofickych arovni.

Jako zastupce producentd byl zvolen organismus Desmodesmus
subspicatus, jako zastupce destruentld byl zvolen organismus Tetrahymena

thermophila.

Vicegeneracni test s prvokem Tetrahymena thermophila slouzil ke zjisténi
subchronické toxicity po 24 hodinové expozici. Testované koncentrace byli
v rozsahu 25,00 — 0,65 mg/l. V nejvy8Si koncentraci doslo k 100% inhibici.
Stanovili jsme stfedni efektivni koncentraci jednotlivych vzorkl pfi vinové délce
492 nm: 24hECsp = 1,78 mg/l (1,56 - 2,03 mg/l) pro amoxicilin, 24hECs, = 1,53
mg/l (1,40 — 1,67 mg/l) pro ibuprofen, 24hECso = 1,96 mg/l (1,79 - 2,16 mg/l) pro
smés amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 1:1, 24hECsy = 2,18 mg/l (1,82 - 2,60
mg/l) pro smés amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 1:2, 24hECso = 2,57 mgl/l

(2,11 — 3,14 mg/l) pro smés amoxicilinu a ibuprofenu v poméru 2:1.

Rasovy test toxicity s Fasou Desmodesmus subspicatus slouZil ke stanoveni
semichronické toxicity po 72 hodinové expozici. Testované koncentrace byly
zvoleny v rozsahu 50,00 — 4,39 mg/l. Hodnotu stfedni efektivni koncentrace
jsme spocitali pomoci dvou rlznych metod — z rastové rychlosti a z nartstu
biomasy, pfi vinové délce 671 nm odpovidajici zabarveni chlorofylu a vinové
délce 750 nm odpovidajici zakalu.

Pro amoxicilin se hodnoty 72hECso pohybovaly v rozmezi 23,64 - 201,2 mg/I,
pro ibuprofen v rozmezi 16,77 - 167,0 mg/l, pro smés amoxicilinu a ibuprofenu
v poméru 1:1 v rozmezi 34,52 - 102,2 mg/l, pro smés amoxicilinu a ibuprofenu
v poméru 1:2 v rozmezi 20,23 - 191,7 mg/l a pro smés amoxicilinu a ibuprofenu

v poméru 2:1 v rozmezi 23,26 - 229,3 mg/l.
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Podle dosazenych vysledkl se zda byt citlivéjSim organismem prvok
Tetrahymena thermophila. Z vysledkl pro jednotlivé latky a jejich smési
v riznych pomérech lIze usuzovat, Ze kombinace téchto latek nevyvolava

synergické pusobeni na organismy v Zivotnim prostfedi.
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Chronicka toxicita smési lécCiv

Ibuprofen, ze skupiny nesteroidnich a protizanétlivych I&Civ, a amoxicilin, ze
skupiny S8irokospektrych aminopenicilinovych antibiotik, patfi mezi jedny
z nejCastéji pouzivanych léCiv. V této praci byla sledovana chronicka toxicita
téchto I€cCiv a jejich smési. Pro hodnoceni byl zvolen vicegeneracni test toxicity
s prvokem Tetrahymena thermophila a fasovy test toxicity s Ffasou
Desmodesmus subspicatus. Ukazalo se, ze citlivéjSim organismem je T.
thermophila, pro kterou jsme stanovili hodnotu 24hECsy v rozmezi 1,53 — 2,57
mg/l, v porovnani s hodnotou 72hECsy pro D. subspicatus v rozmezi 16,77 —

229,3 mg/l. Synergické plsobeni téchto dvou léCiv ve smési se neprokazalo.

KliCova slova: ekotoxikologie, amoxicilin, ibuprofen, Tetrahymena thermophila,

Desmodesmus subspicatus
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Chronic toxicity of drugs mixture

Ibuprofen, from the group of non-steroidal and anti-inflammatory drugs, and
amoxicillin, from the group of broad-spectrum aminopenicillin antibiotics, belong
to one of the most often used drugs. In this work was monitored chronic toxicity
of these drugs and their mixtures. For the evaluation was selected
multigenerational toxicity test with the protozoan Tetrahymena thermophila and
algal toxicity test with the alga Desmodesmus subspicatus. It turned out that the
more sensitive organism is T. thermophila for which we have determined the
value 24hECs, in the range of 1,53 to 2,57 mg/l compared with the value
72hECs, for D. subspicatus in the range of 16,77 to 229,3 mg/l. Synergistic

action of these two drugs in mixture has not been demonstrated.

Keywords: ecotoxicology, amoxicillin, ibuprofen, Tetrahymena thermophila,

Desmodesmus subspicatus
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