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Sledovani rezidui humannich a veterinarnich antibiotik v povrchovych vodach
ziskava, vzhledem ke vzrlstajici rezistenci bakterii, stale na vétsi dalezitosti. Tato prace
se zabyva adaptovanim HPLC-MS/MS metody pro ziskani pilotnich dat o vyskytu
antibiotik v povrchovych vodach. Metoda je zamétena na analyzu 30 antibiotik ze skupin
B-laktamti, makrolidd, linkosamidli, amfenikoli, fluorochinolonti, tetracyklind
a sulfonamida.

Analyza byla vykonana na pfistroji UHPLC Agilent 1200 Infinity series s MS
Agilent model 6495 triple Quad. Separace antibiotik byla provedena na reverzni fazi
s vyuzitim gradientové eluce a pro jejich detekci byla vyuzita tandemova hmotnostni
spektrometrie. Pro ionizaci analyta byl pouzit elektrosprej v kladné i zaporné polarite.

Metoda byla pouzita pro pilotni analyzu vzorkii povrchovych vod Ceské
republiky. Byly analyzovany vzorky z 15 tokd. Nej€ast&ji nalézanymi antibiotiky byly

sulfomethoxazol a klarithromycin.
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Abstract
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Title of diploma thesis: LC-MS monitoring of selected antimicrobial compounds in
waters

The monitoring of residues of human and veterinary antibiotics in surface water
is gaining more and more importance due to the increasing resistance of bacteria. This
work deals with the modificate of an HPLC-MS/MS method to obtain pilot data on the
occurrence of antibiotics in surfaces water. The method is focused on the analysis of 30
antibiotics from the groups of B-lactams, macrolides, lincosamides, amphenicols,
fluoroquinolones, tetracyclines and sulfonamides.

The method was performed on a UHPLC instrument Agilent 1200 Infinity series
with MS Agilent model 6495 triple Quad. Separation of antibiotics was performed on
reverse phase using gradient elution and tandem mass spectrometry. An electrospray in
both positive and negative polarity was used to ionize the analytes.

The method was used for the pilot analysis of surface water samples in the Czech
Republic. Samples from 15 rivers and streams were analysed. The most frequently found

antibiotics were sulfomethoxazole and clarithromycin.
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Seznam pouzitych zkratek

ACN
ATB
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HPLC
LC-MS
LOD
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MeOH
MF
MS
MS/MS
m/z
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vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
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limit detekce

limit kvantifikace

methanol

mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
hmotnost/néboj

kvadrupdl

selected reaction monitoring

pomér piku k Sumu



1 Uvod

Prace se zabyvéa adaptaci analytické metody pro analyzu Sirokého spektra
antibiotik v povrchovych vodach. Po piedchozi reserSi byla pro tento ucel zvolena
kombinace HPLC s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Antibiotika jsou 1¢éky slouzici k 1é¢b¢ bakteridlnich onemocnéni. Jejich uzivani je
ale spjato i se vznikem a posilovanim rezistence. Moznost vzniku rezistence se zvysSuje,
pokud jsou antibiotika uzivana nespravné. Bakterie maji moznost vyvinout si geny pro
rezistenci, pokud jsou vystavovdny niz§im nez terapeutickym koncentracim. Takova
situace muze nastat v povrchovych vodach, kam se antibiotika dostavaji prostfednictvim
odpadnich vod protékajicich pres Cisticky, které je nedokdzi dostatecné odstranovat.
Bakterie jsou zarovenn schopny si mezi sebou nékolika zplisoby tyto geny predavat
a ziskavat tak rezistenci od jinych druhi.

Teoretické ¢ast strucné popisuje principy kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Dale se vénuje antibiotiklim, jejich mechanismtiim U¢inku, chemickym
vlastnostem a vzniku rezistence. Také se zamétfuje na chovani antibiotik ve vodnim
prostiedi. Experimentalni ¢ast se nasledné€ vénuje vlastni analytické metodé.

Laboratorni prace byla provadéna v laboratofi Povodi Labe, statni podnik pod

odbornym dohledem pana Ing Martina Ferencika.



2 Teoreticka cast

2.1 Chromatografie

Chromatografie je separacni analyticka metoda. Slozky analytu jsou déleny mezi
dv¢ nemisitelné faze, stacionarni a mobilni. Mobilni faze pronika staciondrni fazi a unasi
s sebou slozky vzorku. Ty v diisledku mnohych sorpénich a desorpénich interakci jsou
pfi pohybu po staciondrni fazi, unaSeny mobilni fazi riznou rychlosti, na zaklad¢ jejich
distribu¢nich konstant a dochézi k jejich kvalitativnimu déleni. [1]

Zakladni chromatografické metody lze dé€lit podle vlastnosti mobilni faze na
plynovou chromatografii, kde je mobilni fazi inertni plyn. Dale superkritickou fluidni
chromatografii, ve které je jako mobilni faze pouzit plyn nad svou kritickou teplotou
a tlakem. A nakonec kapalinovou chromatografii, u které se pouziva jako mobilni faze

kapalina. [1]

2.1.1 Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je moderni pouziti kapalinové
chromatografie. Schéma HPLC je zobrazeno na Obrazku 1. Mobilni faze je neustéle
¢erpana ze zasobniku vysokotlakym Cerpadlem pies kolonu se stacionarni fazi, za kterou
je umistén detektor, ktery kontinualn€ snima vybranou vlastnost eluatu. Vysledny signal

detektoru, ktery je vyneseny proti ¢asu, se nazyva chromatogram. [2]
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Obrazek 1: Schema HPLC [5]
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2.1.1.1 Zdsobniky mobilni fdze a degaser

Zasobniky slouzi jako zasobarna roztoki, ze kterych je slozena mobilni faze. Ze
zasobniku se roztok cerpa hadickou opatienou fritou, kterd brani vstupu necistot. [3]

Eluce z kolony muze byt u této separacni metody provadéna dvéma zpusoby.
Isokratické eluce, se provadi bud’ jednim rozpoustédlem nebo smési rozpoustédel, jejichz
pomér se v prubéhu separace neméni. Druhy zplsob je nazyvan gradientova eluce. U ni
se mobilni faze sklada z vice slozek s rozdilnou polaritou, jejichz pomér se v prubéhu
separace méni. Pro isokratickou eluci nam staci zasobnik jeden, do které¢ho si rovnou
namichame mobilni fazi, pfipadné mize mobilni faze vznikat smisenim roztokl z vice
zasobnikil. Pro gradientovou eluci potfebujeme zasobniki vzdy vice. [3]

Degaser slouzi k odstranéni rozpusténého plynu. K odplynovani se pouziva
nejcasteji probublavani heliem nebo vakuovy degaser. Bublinky plynu mohou zpiisobit
vznik rusivych pikl na vystupu z detektoru. Také mohou vést ke kolisani zédkladni linie
nebo zavzdusnéni Cerpadel. [2]
2.1.1.2 Cerpadla a ddvkovdni vzorku

Nejcastéji pouzivanym cerpadlem je pistové Cerpadlo. Jeho ukolem je pod tlakem
(az 40 MPa) Cerpat mobilni fazi smérem ke kolong. Zaroven poskytovat pritoky od 0,1
do 10 ml/min. Cerpadla jsou vyrobena z odolného materialu, ktery odola korozi a celé
fad¢ chemikalii. Mé¢lo by zplsobovat co nejmensi pulzy v toku. [3]

Vialky se vzorky uzavieny pryZovym perforovanym septem se umist'uji do kazety
autosampleru. Autosampler si pomoci jehly nabere vzorek z vialky a nadavkuje ho do
pristroje. Piipadné lze u nékterych piistroji davkovat vzorek i manualng. Nejcastejsim
zpisobem davkovani vzorku je pomoci davkovaci smycky. Je nedilnou soucasti
instrumentace a umoziiuje velmi pfesné davkovani v fadu mikrolitri. Davkovaci smycka
je napojena na vicecestny ventil, ktery svym otd¢enim urcuje smér toku mobilni faze.
[3.4]
2.1.1.3 Kolona

Srdcem celého chromatografického systému je kolona, na které dochézi k vlastni
separaci vzorku. Jeji plast’ je nejcastéji vyroben z nerezové oceli. Dosahuje obvykle
rozmért od 30 mm do 250 mm a je naplnéna ¢asticemi o priméru 1,3 az 5 pm, jejichz

povrh tvoii stacionarni fazi. [2]
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NejcastéjsSim materidlem pro naplnéni kolon je silikagel, jehoz hydroxylové
skupiny mohou byt riiznymi zpisoby modifikovany, ¢imz se upravuje selektivita
stacionarni faze. Jednou z obvyklych modifikaci je napiiklad navazani dlouhého
uhlovodikového fetézce (C8, C18, fenyl, alkylfenyl, ...) na silikagel. Tim ndm vznikne
nepolarni stacionarni faze, jejiz polarita a reten¢ni vlastnosti se li§i podle navazaného
fetézce na stacionarni fazi. Nepolarni stacionarni faze bude vice zadrzovat nepolarni latky
ve vzorku. Nejen vlastni chemické slozeni stacionarni faze ovliviluje separaci, ale také
velikost Castic silikagelu a jejich charakter. Nejbéznéjsi jsou plné porézni Céstice
silikagelu. Dal$i moznosti jsou povrchové porézni Castice. Tyto Castice maji pevné
neporézni jadro a porézni slupku o tloust'ce 0,25-0,5 um. Alternativou kolon naplnénych
¢asticemi jsou monolitické kolony, u kterych je cely prostor kolony vyplnény monolitem.
Monolit 1ze v tomto ptipad€ povazovat za jednu velkou porézni €éstici, kterou protéka
mobilni faze. [2,5]
2.1.1.4 Detektor

Detektor slouzi k detekci analyzovanych latek. Mél by umoziovat pratok
kapaliny, kvili ¢emuz by mél mit relativné maly vnitini objem. Existuje cela fada
detektori zaloZzenych na rizném principu. Patii mezi n€ napt.: UV/VIS absorpcni
detektor, fluorescencni detektor, elektrochemicky detektor, vodivostni detektor,
hmotnostni detektor atd. Kazdy z nich se diky svym vlastnostem hodi na analyzu jinych

latek. [3]

2.1.2 Chromatografické médy

2.1.2.1 Chromatografie na normdalnich fdazich

U tohoto chromatografického moédu je typické, Ze stacionarni faze je polarni
a mobilni faze je nepolarni. Mobilni faze je bezvoda. Sklada se zjednoho nebo vice
rozpoustédel s riznou elucni silou (pentan, hexan, benzen, chloroform, methanol, ...).
Stacionarni fazi vétSinou tvofi oxid kifemicity nebo oxid hlinity. K separaci dochdzi na
povrchu stacionarni faze, na kterou jsou molekuly vzorku adsorbovany. Molekuly analytu
si vzajemné¢ kompetuji o vazebna mista na stacionarni fazi s molekulami rozpoustédla.

Cim vice je mobilni faze polarni, tim méné je analyt zadrzovan. [1]
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2.1.2.2 Chromatografie na reverznich fazich

Tento typ patii k nejpouzivanéj$im typiim kapalinové chromatografie. Je tomu tak
diky jeho jednoduchosti, robustnosti a v§estrannosti. Stacionarni faze je nepolarni, cehoz
se dosahuje navazanim uhlovodikového fetézce na silikagel, jak je zminéno v kapitole
2.1.1.3. Zvysenim hydrofobnosti kolony se zvySuje jeji schopnost interagovat s latkou,
ktera ma ve své struktufe hydrofobni ¢ast. Tu pfedstavuje napt. uhlovodikovy fetézec
nebo aromatickd skupina. V disledku toho dochazi k retenci téchto latek na koloné
zprostiedkované silami typu nejcastéji hydrofobnich interakci. Mobilni faze je polarni
a obvykle je smési vody nebo pufru a organického rozpoustédla (acetonitril, methanol,
propan-2-ol atd.). PouZité organické rozpoustédlo by mélo byt misitelné s vodou a stabilni
za danych experimentalnich podminek. Téméf univerzalni pouziti tohoto typu vychazi
z toho, ze skoro kazda organicka sloucenina ma ve struktute hydrofobni ¢ast, kterd mtze
interagovat se stacionarni fazi. Obecné se d4 fici, Ze sniZenim polarity mobilni faze se
sniZuje retence analytu. Tento jev je opacny oproti chromatografii na normalnich fazich.
separovan¢ latky s mobilni i stacionarni fazi a tim sniZuje retenci této latky. [1,2]
2.1.2.3 lontové-vyménnd chromatografie

Tento typ chromatografie je zaloZzen na interakci iontii rozpuSténych v mobilni
fazi k opa¢né nabytym mistim stacionarni faze. Z tohoto divodu jsou na koloné
ionizovatelné nebo ionizované skupiny napt. -SO3™ pro retenci protonizovanych bazi nebo
-N(CH3)4" pro retenci ionizovanych Kkyselin. Retence je ovlivnéna soutézi iontli analytu

a protiontli mobilni faze o iontové skupiny na staciondrni fazi. [2]

2.2 Hmotnostni spektrometrie

Tato analyticka metoda pracuje na principu pfevedeni analyzované latky na ionty,
které jsou nasledné rozdéleny podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Nasledné jsou
zaznamenany relativni intenzity takto rozdélenych iontli v detektoru. Je to destruktivni
analytickd metoda. Vyhodou této metody je vysokd citlivost, moznost kvantitativni
1 kvalitativni analyzy (daji se urcit konkrétni strukturni informace analyzovanych latek)
a potieba malého mnozstvi vzorku. Bohuzel je to velmi finan¢né¢ ndkladnéd metoda

vyzadujici stabilni prostfedi s miniméalnim kolisdénim teplot a vakua v instrumentaci.
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Hmotnostni spektrometrie se d& vyuzit jako samostatna analytickd metoda, ale Casto se

vyuziva ve spojeni s kapalinovou nebo plynovou chromatografii. [6,7]

2.2.1 lontovy zdroj

Pomoci iontového zdroje se prevadi neutralné nabyté molekuly analytu na ionty,
které jsou nasledné pomoci iontové optiky fokusovany do analyzatoru. Ioniza¢ni techniky
se deli na tvrdé a mekké. U tvrdych ionizacnich technik je diky pfebytecné energii
pivodni molekula ionizovana a fragmentovana. Mékké ionizacni techniky jsou Setrnéjsi,
proto dochédzi pievdzné ke wvzniku protonovanych iontd u positivu, piipadné
deprotonovanych iontl u negativu. Dochézi pouze minimalnimu vzniku fragmentovych
iontl. [6]

Déale se daji ionizacni techniky d¢lit podle toho, zda dochazi k ionizaci za
atmosférického tlaku nebo za vakua. Mezi techniky ionizace za atmosférického tlaku patii
ionizace elektrosprejem, chemicka ionizace za atmosférického tlaku a fotoionizace za
atmosférického tlak. Naopak za vakua pracuji napt. elektronova ionizace a MALDI. [6]
2.2.1.1 Elektronovd ionizace

Je to jedna z nejstarSich ionizacnich technik. Jedna se o tvrdou ioniza¢ni techniku
pracujici za vakua. Metoda je vhodnéd pro ionizaci t€kavych a temostabilnich latek,
protoze je tieba ionizovat vzorek v plynném stavu. K tomu dochazi v ioniza¢ni komirce,
kterd byva obvykle temperovdna na 150 — 200°C. lonizace probihd vystaveni analytu
proudu elektronti, vznikajicimu v rheniovém vlaknu nebo ve wolframové Zhavené katod¢.
Tyto elektrony jsou schopny vyrazit valen¢ni elektron ostfelovanych molekul za vzniku
kation radikalu, ptipadné muze také dojit k excitaci nebo vicenadsobné ionizaci analytu.
V nékterych ptipadech muze elektronovéd ionizace vést k elektronovému zéchytu za
vzniku anion radikalu. Diky tomu, Ze je ionizace reprodukovatelnd mezi pfistroji, byly
vypracovany rozsahlé knihovny spekter. [6,8]
2.2.1.2 lonizace elektrosprejem

Je to jedna z nejpouzivanéjsich ionizacnich technik, ktera je vhodna pro ionizaci
sttedné polarnich az iontovych latek. Patii k velmi Setrnym ioniza¢nim technikam a mtize
u ni dochédzet k tvorbé vicendsobn€ nabitych iontl, coz je typické pro analyzu

biomakromolekul. [6,9]
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Rozpustény analyt je pfivadeén kapilarou, na kterou je vloZeno vysoké napéti. Na
konci kapilary vznikaji kapicky za pomoci 15amlzujiciho plynu. Kapicky nesou naboj
podle zvoleného pracovniho médu. Postupnym odpafovanim se naboj stale zahust'uje, az
dojde ke coulombické explozi, ktera vede k rozpadu kapicek za uvolnéni ionti. Ionty jsou
nasledné smérovany malym otvorem do analyzatoru. [6,9]
2.2.1.3 Chemickd ionizace za atmosférického tlaku

Opét se jednd o mékkou ioniza¢ni techniku. Jsou u ni pozorovany castéjsi
fragmentové ionty nez u ESI. Je vhodna pro nepolarni aZ stfedné polarni latky. Eluat je
pfivadén na konec kapildry, kde je zmlZzen do vyhiivané zony. V této zo6né se nachazi
jehla, na kterou je vlozeno vysoké napéti, ¢imz vznika korondrni vyboj, kterym jsou
ionizovany molekuly mobilni faze. Nasledné jsou ion-molekularnimi reakcemi
ionizovany molekuly analytu. [6]
2.2.1.4 Fotoionizace za atmosférického tlaku

Je to mekka ionizacni technika, ktera je vhodna pro ionizaci nepolarnich az
stitedné polarnich latek. Uspotadani iontového zdroje je stejné jako u APCI. Jediny rozdil
je, ze misto jehly je vlozeny zdroj UV zateni. U tohoto typu ionizace je ionizovan piimo
analyt, nikoli mobilni faze. Pfipadné mulze byt primarn¢ ionizovany dopant (toulen,
benzen, ...), ktery nasledné ion-molekuldrnimi reakcemi ionizuje analyt. [6]
2.2.1.5 MALDI

MALDI nebo-li ionizace laserem za ucasti matrice je mekka ioniza¢ni technika
probihajici za vakua. Vzorek je nanesen na tercik spolu s matrici a je nasledné ionizovan

pomoci kratkého laserového impulsu a veden dale do analyzatoru. [6]

2.2.2 Analyzator

Tato ¢ast spektrometru slouzi k rozdéleni iontii podle poméru hmotnost/naboj, na
zaklad¢ jejich chovani v elektromagnetickém poli. Déleni iontl probihd ve vysokém
vakuu. D¢li se podle né€kolika parametra. Podle zptsobu déleni ionth se analyzatory déli
na iontové pasti (zachycuji ionty v elektromagnetickém poli), skenujici (meéni
skenovanou veli¢inu a postupné propousti ionty o ur¢itém pomeéru m/z k detektoru)

a pruletové analyzatory (méfi Cas, po ktery ionty piekonaji urcitou vzdalenost). [6,10]
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2.2.2.1 2D iontovd past

Tento typ analyzatoru se skladd z dvou koncovych elektrod a jedné prstencové
elektrody. Na elektrody je vlozeno napéti. Vhodnym pomérem napéti mezi elektrodami
jsou ionty drZeny uvnitf pasti. Zménou napéti jsou ionty nasledné vypuzovany do
detektoru podle jejich m/z. Iontova past je vhodna pro kvalitativni analyzu, diky tomu, Ze
umoznuje fragmentaci zachycenych iontil a naslednou analyzu jejich produktovych ionta.
[6,10]
2.2.2.2 Kvadrupdlovy analyzdtor

Tento analyzator se mechanicky sklada ze 4 ty¢i dlouhych 20-30 cm, na kter¢ je

vlozeno stejnosmérné napéti. Na 2 protilehlé tyce kladné a na zbylé 2 protilehlé tyce

zaporné. Na vSechny tyce je zaroven superponovano vysokofrekvencni stfidavé napéti.

[6]

/ ®

L

7

Tont s nestabilni oscilaci Tont se stabilni oscilaci

Obrazek 2: Schéma priichodu iontu kvadrupolem [11]-upraveno

lonty vzniklé v iontovém zdroji jsou urychleny do stfedu mezi tyce, které tvoii
kvadrupolové elektrické pole podél podélné osy smérem k detektoru. V elektrické poli,
které tycCe vytvareji zaCnou ionty oscilovat. Ur€ity pomér hodnoty stejnosmérného napéti
a amplitudy stfidavého napéti je stabilni pouze pro urcitou hodnotu m/z, a proto iont
s touto hodnotou projde k detektoru. Oscilace ostatnich iontli jsou nestabilni, v dasledku
toho dojde k jejich kolizi s ty¢i kvadrupdlu, na kterych ztrati sviij naboj. Pomoci plynulé
zmény hodnoty stejnosmérného napéti a amplitudy stfidavého napéti jsou propoustény
postupné k detektoru vSechny ionty analyzovaného vzorku (Obrazek 2). [6,10]
2.2.2.3 Trojity kvadrupdlovy analyzdtor

Jsou to 3 kvadrupdly postavené za sebe, znichz 1. a 3. pracuji jako klasicky

kvadrupdl, zatim co 2. slouzi jako kolizni cela. V této kolizni cele se nachdzi kolizni plyn
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a dochazi vni k fragmentaci iontd vybranych 1. kvadrupolem. Tyto fragmenty jsou

nasledn¢ fokusovany do 3. kvadrupolu. [6,11]

Diky tomuto sloZzeni muze trojity kvadrupol pracovat v nékolika rezimech, pfi

kterych se rizné¢ kombinuji vlastnosti jeho 3 komponent:

1.

Sken produktovych iontd: U tohoto rezimu Q1 propousti pouze iont
s vybranou hodnotou m/z. Iont je nasledn¢ fragmentovan v kolizni cele. Q3
nasledn¢ skenuje produktové ionty ve vybraném rozsahu m/z. VSechny
vznikl¢é fragmenty v tomto rozmezi projdou a jsou zaznamendny detektorem.
Diky tomuto nam tento rezim poskytne kompletni informaci o fragmentaci
definovaného iontu.

Sken prekurzorovych iontil: Jak uz nazev napovida, funkce kvadrupdli jsou
u tohoto rezimu opacné nez u skenu produktovych iontli. To znamend, Ze Q1
propousti postupné€ vSechny ionty daného rozmezi m/z, zatim co Q3 propousti
k detektoru po celou dobu pouze iont s jednou danou hodnotou m/z.

Sken neutralni ztraty: Tento mod je typicky tim, Ze Q1 1 Q3 propoustéji ionty
s konstantni diferenci m/z, jeZ piedstavuje neutralni fragment, ktery vznika
v kolizni cele.

Sledovani rozpadu iontu (SRM): Tento rezim je velice selektivni a zaroven
citlivy. Q1 vybird iont prekurzoru, ktery je nasledné v kolizni cele
fragmentovan pomoci optimalni kolizni energie pro ziskani co
nejintenzivngj§iho produktu. Tento produkt je nasledné vybran pomoci Q3.

[12]

2.2.2.4 Analyzdator doby letu

Je sloZzen zdlouhé letové trubice, na zaCatku které jsou ionty urychleny

napétovym pulzem. Ionty leti riznou rychlosti v zavislosti na jejich hmotnosti. Diky

tomu se kvalitativné rozd&li a dorazi na detektor v jinou dobu. Cim je iont leh¢i, tim se

pohybuje rychleji. [6]

Vyhodou tohoto analyzatoru je, Ze se jim da velice pfesné urcit m/z. Aby mohl

byt analyzator takto piesny, musi ionty urazit v trubici urcitou vzdalenost. To se poji

s prostorovou naroc¢nosti tohoto analyzatoru. Tento hendikep jsou schopny castecné
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kompenzovat iontova zrcadla, diky kterym mutze byt velikost piistroje zkracena pfi
zachovani stejné rozliSovaci schopnosti. [6,10]
2.2.2.5 OrbitdIni past

Je to nova metoda komer¢né vyuzivand od roku 2005. Hlavni soucasti orbitalni
pasti jsou vné¢jsi a stfedova vietenova elektroda. Na elektrody je vlozen konstantni
elektricky potencial. Ionty se pohybuji podél a okolo vietenové elektrody. ZvysSujicim
napétim se svazek iontd stlacuje, dale se stabilizujicim napétim se stabilizuji trajektorie
iontl, které nasledné vytvoii kolem elektrody rotujici prstence. Signal nésledné ziskany
z detektoru ma charakter oscilaci a na hmotnostni spektrum se prevede Fourierovou
transformaci. [6,10]
2.2.2.6 lontovd cyklotronovd rezonance s Fourierovou transformaci

Tento typ analyzatoru obsahuje velmi silné supravodivé magnety generujici
magnetické pole, uprostied které¢ho se nachazi cela. Po tom, co se ionty dostanou do cely,
vlivem silného magnetického pole se rozdéli podle m/z a zacnou se pohybovat po
cykloidalni trajektorii. VloZenim pulzu na excitaéni elektrody jsou ionty excitovany do
vysSich orbit. Nasledné¢ probiha detekce pomoci meéfeni indukovaného proudu na
detek¢nich elektrodach. Zméteny signal je nasledné preveden Fourierovou transformaci

na hmotnostni spektrum. [6,13]

2.2.3 Detektor

Poté, co jsou ionty v analyzatoru rozdé€leny, putuji do detektoru. Ionty dopadajici
na detektor vytvareji signal, ktery detektor nasledné zesili a prevede na elektricky signal.
Pouze orbitalni past a iontova cyklotronova rezonance nepouzivaji detektor, proto Ze jsou
ionty detekovany piimo v analyzatoru. [6,10]
2.2.3.1 Faradayova klec

U tohoto elektrického detektoru dopadaji ionty na kolektor, kde jsou
neutralizovdny, coZz vyvold proud elektronl. Tyto elektrony prochézi rezistorem, na
kterém zplisobi zménu napéti. Napétovy signal rezistoru je nasledné zesilen zesilovacem.
Me¢teny a zesileny signal je pfimo imérny poc¢tu naboju dopadajicich na kolektor. Odezva

Faradayovi klece je nezadvisld na energii, hmotnosti a chemické povaze iontu. [10]
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2.2.3.2 Fotondsobic

Tento detektor je typicky tim, ze ionty dopadajici na konverzni desticku a z ni
uvolni elektrony. Elektrony jsou néasledné¢ fokusovany na fosforovou desticku, ¢imz se
uvolni fotony. Proud fotont je poté zesilen ve fotonasobici. [6]
2.2.3.3 Elektronovy ndsobic

Paprsek iont rozdélenych v analyzatoru dopada na konverzni elektrodu, ktera
emituje elektrony. Mnozstvi emitovanych elektronti je pfimo umérné mnozstvi
dopadajicich iontd. Emitované elektrony jsou nésledné urychleny a fokusovany na
druhou elektrodu kterd po dopadu téchto elektronti emituje vice elektronti nez na ni

dopadne. Tento proces se 10-20 krat opakuje, ¢im dojde k podstatnému zesileni signalu.

[10]

2.3 Antibiotika

Antibiotika jsou 1écivé latky, které slouzi k potlacovani infekci. Diive byly
definovany jako latky produkované organismy branici rstu jinych mikrobt. V dnesni
dobé jsou vSak mezi antibiotika fazeny 1 latky vytvorené clovékem nazyvana
antibakterialni chemoterapeutika. [14]

Antibiotika maji n€kolik rozdili oproti ostatnim béznym lé¢ivym latkam:

- antibiotika by méla co nejméné plisobit na lidské buiiky a co nejvice plisobit

na buniky bakteridlni

- antibiotika inhibuji nebo pfimo zabijeji cilové bunky

- ucinek je zavisly na stavu rezistence, kterd mtize byt v riiznych oblastech svéta

odli$na

- ucinnost antibiotické 1é€by se mulize v prib&hu terapie meénit kvili mozné

adaptaci mikroorganismu

V dutsledku téchto specifik je schopna lékova politika citelné ovlivnit u¢innost
téchto 1é¢iv. Kvili tomu je tieba k témto latkam ptistupovat specificky. [15]

Antibiotika se dé&li podle celé fady kritérii. Casto pouzivané déleni je podle mista
ucinku na bakterialni bunce:

- Inhibitory syntézy bunécné stény (B-laktamy, glykopeptidy)

- Inhibitory syntézy kyseliny listové (sulfonamidy, trimethoprim)

19



- Inhibitory funkce nukleovych kyselin (fluorochinolony, rifamyciny)

- Inhibitory syntézy bilkovin (makrolidy, linkosamidy, streptograminy,
amfenikoly, tetracykliny, aminoglykosidy)

- Antibiotika poskozujici bunéénou membranu (peptidovd antibiotika,
aminoglykosidy)

- Oxidac¢né pusobici antibiotika (nitroimidazoly, nitrofurany) [15]

2.3.1 B-laktamy

V soucasné dob¢ se jedna o nejvyznamnéjsi a nejpouzivanéjsi skupinu antibiotik.
Jedna se o baktericidni antibiotika plisobici na bunéénou sténu bakterii. Antibiotikum
pusobi jako falesny substrat bakteridlni peptidazy. Konkrétné se navaze na koncovou ¢ast
D-alanin-D-alanin-peptiddzy, ¢imz tento enzym nemiize propojovat peptidoglykanové
fetézce v bakteridlni sténé. Dlsledkem toho dochazi k rozpadu bunééné stény a smrti

bakterie. [15]
NH,

Obrdazek 3: Struktura ampicilinu

B-laktamy maji ve své chemickeé struktufe betalaktamovy kruh, na ktery je vazany
nejcasteji kondenzovany heterocyklus. Podle struktury p-laktamového kruhu se déli na
peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a inhibitory [-laktamaz.
NejcCastéji pouzivané s nejveétsim poctem zastupcii jsou peniciliny a cefalosporiny.
Penicilinova antibiotika vychézeji ze struktury kyseliny 6-aminopenicilanové, zatimco
cefalosporiny z kyseliny 7-aminocefalosporanové. Mezi peniciliny patfi amoxicillin,
ampicilin (Obrazek 3: Struktura ampicilinuObrazek), penicilin G, penicilin V, piperacilin
a oxacillin. Mezi cefalosporiny patii cefazolin a cefotaxim. Jedna se o hydrofilni latky.

Vylucuji se z téla prevazné ledvinami v nemetabolizované podobé. [14,15]
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2.3.2 Makrolidy

Makrolidova antibiotika ptisobi navazanim na velkou ribozomalni podjednotku
50 S, ¢imz brani proteosyntéze. Jedna se o bakteriostatickd antibiotika. Vyborné pronikaji
biologickymi bariérami a dokonce dochazi k jejich hromadéni v leukocytech. Diky tomu
se vyborné hodi na likvidaci patogend, které jsou schopny ptezivat v makrofazich. [15]

Tato antibiotika jsou tvofena 14—16¢lennym laktonovym kruhem, na ktery jsou
navazany cukry. Makrolidy jsou lipofilni latky, které maji omezenou stabilitu v kyselém
prostiedi. Moc¢i jsou vylucovany pouze omezené. Jsou prevazné vyluCovany Zluci.
Casteené také dochazi k jejich metabolizaci na cytochromech v jatrech. Mezi makrolidy

patii erythromycin (Obrazek 4), klarithromycin, roxithromycin a azithromycin [14,15]

OH

o
=

14y

PN

Obrazek 4: Struktura erythromycinu

2.3.3 Linkosamidy

Jedna se o malou skupinu antibiotik, které se vazi na velkou podjednotku 50
S bakteridlniho ribozomu, ¢imzZ brani proteosyntéze. Plsobi pfevazné bakteriostaticky,

ale u nékterych citlivgjSich bakterii mohou pusobit i baktericidné. Jsou schopny

21



poskozovat bakterie uz pfi koncentracich niz$ich nez minimalni inhibi¢ni koncentrace.

[15]

e

Obrazek 5: Struktura linkomycinu

Zakladem chemické struktury linkosamidl je aminocukr, ke kterému je
peptidickou vazbou navéazan prolin. Jednd se o hydrofilni latku, kterd je ptevazné
vyluéovana ledvinami. Casteéné je ale také vyludovana zlu¢i. Mezi likosamidy patii

linkomycin (Obrazek 5). [15,16]

2.3.4 Amfenikoly

Tato malé skupina antibiotik inhibuje proteosyntézu pomoci navazani na velkou
podjednotku 50 S bakteridlniho ribozomu. Pisobi pfevazné bakteriostaticky, ale
u nékterych citlivéjSich bakterii se mliZze projevit 1 baktericidni ucinek. [15]

Jedné se o malou molekulou jejiz zaklad tvofi benzenové jadro s nitroskupinou.
Amfenikoly maji lipofilni charakter. Pfevaznd céast antibiotika je v jatrech
glukuronidovana a nésledné vyloucena moci. Mezi amfenikoly patii chloramfenikol

(Obrazek 6). [15]
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Obrazek 6: Struktura chloramfenikolu

2.3.5 Fluorochinolony

Fluorochinolony plisobi mechanismem inhibice topoizomeraz. Konkrétné se
jednd u gram-positivnich bakterii o tomoizomerazu IV a u gram-negativnich
o topoizomerazu II. Topoizomeraza II sklada molekulu DNA do superSroubovice DNA.
Topoizomeraza IV zase oddéluje dcetiné vlakno od matefského vlakna DNA pfi replikaci
DNA. Jedna se o bakteriocidni antibiotika, kterd nemaji velky rozdil mezi minimalni

inhibi¢ni koncentraci a minimalni cidni koncentraci. [15]

"oU
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Obrazek 7: Struktura ofloxacinu

Vétsina fluorochinolonti je odvozena od 4-chinolon-3-karboxylové kyseliny. Ve

vlastnostech téchto antibiotik jsou velké rozdily. Jsou vylu€ovany v rizném poméru (dle
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konkrétniho fluorochinolonu) jatry i ledvinami. Ne¢které jsou velmi ochotné
metabolizovany s tim, Ze ¢ast metaboliti si stale zachovava antibakterialni aktivitu.
Vytvareji komplexy s vicemocnymi ionty, které mohou branit vstiebavani ze stiev. Mezi
fluorochinolony patii ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin a ofloxacin (Obrazek 7).

[15]

2.3.6 Tetracykliny

Tato antibiotika se reverzibilné vazi na malou podjednotku 30 S bakteridlniho
ribozomu, ¢imz brani proteosyntéze. Tetracykliny plsobi bakteriostaticky.
U prokaryotickych bun¢k piispiva k ucinku aktivni transport tetracyklini do bunky.
Tento mechanismus u eukaryotickych bunék chybi, coz kromée jiné struktury ribozomu
také ptispiva k jejich odolnosti viici témto antibiotikiim. [15]

Zakladem molekuly tetracyklinii jsou Ctyfi linedrné fizované aromatické cykly.
Jednéd se o lipofilni latky, které snadno pronikaji télnimi bariérami. V téle castecné
podléhaji metabolizaci. Jsou vylu¢ovany jak ledvinami, tak i zlu¢i. Ochotné vytvaieji
komplexy s vicemocnymi ionty (Mg?', Ca**, ...), diky tomu dochézi pii jejich delsim
uzivani k hromadéni v kostech a zubech. Mezi tetracykliny patii doxycyklin (Obrazek 8),

chlortetracyklin, oxytetracyklin a tetracyklin. [15]

Q OH O OH OH

q

=
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T
Obrazek 8: Struktura doxycyklinu
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2.3.7 Sulfonamidy

Sulfonamidy inhibuji syntézu kyseliny listové. Vlastnim esencialni latkou
vznikajici z kyseliny listové je kyselina tetrahydrolistova, ktera je nezbytna pro
eukaryotické 1 prokaryotické organismy. Prokaryotické organismy si vyrabéji kyselinu
listovou, zatim co savci ji ziskavaji z prostedi a nemaji genovou vybavu na jeji syntézu.
V dutsledku toho piisobi sulfonamidova antibiotika selektivné na bakterie. Na bakterie
pusobi bakteriostaticky. Konkrétné sulfonamidy funguji jako kompetitivni inhibitory na
enzymu dihydropterodt-syntetdza, kterd vytvaii kyselinu dihydropteroovou, ze které

vznika kyselina dihydrolistova. [15]

M Cl
N‘/ T
HT /
O0——S——0
NH»

Obrazek 9: Struktura sulfachlorpyridazinu

Vzorovou molekulou pro v§echny sulfonamidy je sulfanilamid, na kterém dochézi
k obméndm na sulfonamidové skupiné nebo aminoskuping. Existuji druhy sulfonamidd,
které jsou hydrofilniho charakteru, tak i hydrofobniho charakteru. Mohou v téle podléhat
metabolickym reakcim v jatrech. Pfevazné podléhaji glukuronidaci a acetylaci. Jsou
vyluCovany moci. Nekteré sulfonamidy (napt. ftalylsulfathiazol) se diky svym
chemickym vlastnostem témé&f nevstiebavaji a vyuzivaji se kviili tomu k 1é€b€ stfevnich
infekei nebo topicky. Mezi hledanymi sulfonamidy touto praci patii: sulfadimethoxin,
sulfadoxin, sulfachlorpyridazin (Obrazek 9), sulfaklozin, sulfamerazin, sulfamethazin,

sulfamonomethoxin, sulfapyridin a sulfathiazol. [14,15]
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2.3.8 Rezistence

Rezistence se d€li na pfirozenou a ziskanou. Pfirozena rezistence je
vlastnost bakterii vyplyvajici zjejich metabolismu. Znamend, Ze celd populace
daného druhu bakterie je vzdy rezistentni vi¢i danému antibiotiku. Napftiklad
Enterococcus faecium je rezistentni vici P-laktdmovym antibiotikim diky rozdilnémé
D-alanin-D-alanin-peptidaze, na kterou se obvykle tato antibiotika vazou. [15]

Ziskana rezistence se vyvinula u bakterii az poté, co byla zavedena antibiotika do
praxe. Mechanismt, kterymi vznikéd rezistence je néckolik: enzymatickd inaktivace
antibiotika (peniciliny, cefalosporiny), zabrana pfistupu antibiotika k cilovému mistu
(aminoglykosidy, glykopeptidy), aktivni transport antibiotika ven =z bunky
(fluorochinolony, makrolidy), zdbrana aktivace antibiotika (nitroimidazoly), modifikace
cilového mista (B-laktdmova antibiotika) a ndhrada zablokované metabolické drahy

(sulfonamidy). [15]

2.4 Antibiotika v povrchovych vodach

2.4.1 Cesta antibiotika do vody

Xenobiotika jsou z lidského téla vyluCovana pievazné ledvinami nebo zluci. Pfi
vyluc¢ovani antibiotika z téla je antibiotikum vylu¢ovano v metabolizované podobé nebo
jako nemetabolizovana latka. Pomér téchto zplsobl vylucovéni je pro kazdou latku
specificky. Naptiklad chloramfenikol podléha z vice jak 80 % metabolizaci (nejCastéji
glukuronidaci), zhruba 10 % se vylouc¢i v nezménéné podob€ moci a zbytek je vyloucen
zluci do streva. [15,17]

Po vylouceni z téla mohou byt nékteré metabolity antibiotik pfeménény zpét na
ucinnou formu antibiotika (napiiklad v pfedchozim odstavci zmitlovany glukuronid
chloramfenikolu). Zaroven se ukazuje, Ze napiiklad sulfonamidy, jsou v hnoji stabilni
audrzuji si vyznamnou proti-mikrobni aktivitu 1 v dobé hnojeni. Timto zpisobem se
veterindrni antibiotika dostdvaji do Zzivotniho prosttedi odkud mohou byt dale
distribuovany do vodniho prostiedi. [17]

Pozemni transport antibiotik se v experimentalnich podminkach malého rozsahu

podafilo prokézat. Probihalo to tak, Ze na 2 plochy o rozloze 5 x 2 m? s primérnym
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sklonem 6° byla aplikovana kejda. Kejda byla z dobytka oSetfovaného tylosinem. Dale
do ni byl pfidan oxytetracyklin a sulfachlorpyridazin. Na okraji ploch byly do hloubky
5 cm nainstalovany zlaby pro odbér vzorku. Po 24 hodinach od aplikace kejdy byl
simulovan dést’, poté byly plochy ponechany pfirodnim podminkam. Po simulovaném
desti a nasledné po kazdé srazkové udalosti byly ze Zlabli odebrany a analyzovany vzorky.
Ve vzorcich byl nalezen oxytetracyklin a sulfachlorpyridazin. Timto zpiisobem se mohou
dostavat veterinarni antibiotika do povrchovych vod, ve kterych se je podafilo prokazat
ajejich koncentrace se zvySovala v obdobi hnojeni nebo po extrémnich srdzkéch.
Antibiotika se mohou pohybovat bud’ odtokem, pokud jsou rozpusténa, nebo miize
transport probihat piidni erozi u antibiotik navazanych na ptidni ¢astice. [18,19]

Dalsi cestou, kterou se dostavaji tyto latky do povrchovych vod jsou odpadni
vody. Odstranéni antibiotik z komunalnich vod v &istirndch odpadnich vod probiha
v rozmezi mezi 60-90 %. Polarnéjsi antibiotika jsou eliminovana z odpadnich vod
vétSinou hife nez nepolarni. Nepoldrni latky jsou adsorbovany na aktivovany kal
prostfednictvim hydrofobnich interakci. [17]

Utinnost odstranéni jednotlivych druhti antibiotik byla zkousena v Thajsku.
Ukéazalo se, Ze ucinnost CiSténi odpadnich vod je velmi zavisld na konstrukci Cistirny
azpusobu CiSténi odpadni vody. Obecné byla nejnizS§i efektivita ciSténi
u sulfomethoxazolu a klarithromycinu, zatim co nejvyssi byla u cefazolinu a celexinu.
Dalsi potencidlni moZnosti jsou prisaky kontaminovanych vod ze skladek odpadu.

[20,21]

2.4.2 Pohyb antibiotik v povrchovych vodach

Osud antibiotika v povrchové vodé zavisi na jeho fyzikalné-chemickych
vlastnostech, které ovliviiuji jeho koncentrace ve vodé ptipadné vodnich organismech
nebo navdzané na pevné Castice sedimentu (tetracykliny, fluorochinolony). Mezi
nachylnost k biodegradaci pifipadné k biotransformaci. Antibiotika vdzand na pevné
¢astice, jakymi je napiiklad sediment na dné tokd, jsou stabilngj$i neZ rozpusténd a mohou
vytvéret rezidua. [17,22]

Koncentrace antibiotika v povrchovych vodach ovlivitiuje také roc¢ni obdobi.

Velkou roli v procesu distribuce antimikrobnich latek ve vodnim prostfedi a v jeho
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biogeochemickém zpracovani hraje fytoplankton. Vetsi néartst fytoplanktonu v obdobi
kvétu zvySuje degradaci antibiotik, kterd snadno podléhaji biodegradaci (napf.
tetracykliny). Zaroven vétsi mnozstvi biomasy fytoplanktonu zvysSuje koncentrace
antibiotik v sedimentech, v disledku zrychlené sedimentace zneciStujicich latek

z vodniho sloupce. [23]

2.4.3 Vliv antibiotika na prostredi

Nizké koncentrace antibiotik, kterym jsou bakterie vystavovany u nich podporuji
vznik rezistence. V Polsku se ukézalo, Ze infrastruktura cistiren odpadnich vod je
vzhledem k antibiotiklim nedostatecnd. Nejvyssi koncentrace antibiotik byly naméfeny
u vypusté z Cistirny, nasledné¢ byla 3 km po proudu nalezena bakteridlni komunita
s vysokou rezistenci na antibiotika. [22]

Antibiotika ovliviiuji strukturu mikrobidlniho spolecenstvi, a tak i jejich
fungovani. Sediment miize plsobit jako dilezity sekundarni zdroj nékterych antibiotik.
V Ciné v Perlové fece byly nalezeny vyssi koncentrace fluorochinolont v bezobratlych
a bentickych rybach, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno jejich ¢astym kontaktem se
sedimentem, kde se tato antibiotika kumuluji. [23]

K ptisobeni nizkych davek antibiotik jsou citlivé fasy a sinice. Antibiotika u nich
ovlivituji mnoho metabolickych procest. Erythromycin zvySuje oxida¢ni stres bunck fas.
To se projevuje u druhu Raphidocelis subcapitata stimulaci riistu pii koncentraci 20 pg/l,
ale inhibici riistu pfi koncentraci 60 pg/l. U druhu Chlorela vulgaris plsobi i koncentrace
erythomycinu 60 pg/l hormeticky. Hrozi zména druhového zastoupeni fas, které jsou
hlavnim zdrojem potravy pro spoustu organismil. Nebyl prokazan zadny vliv
enviromentalnich davek antibiotik na béZnou rybi populaci. Citlivost ale byla zjiSténa

u rybich embryi, u kterych byly pozorovany otoky a deformity. [21,24]

2.4.4 Limity pro antibiotika v povrchovych vodach

Limity pro antibiotika jsou uvedeny v provadécim rozhodnuti komise (EU)
2022/1307. Z latek, kterymi se zabyva tato prace je jeho ptiloze uvedeny limit pouze pro
ofloxacin. Timto rozhodnutim jsou zruSeny rozhodnuti z pfedchozich let. V nich byly
limity pro néktera dal$i antibiotika, které byly analyzovany naSi metodou. Limity

z rozhodnuti komise (EU) jsou uvedeny v Tabulce 1. [25]
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Tabulka 1: Limity antibiotik ve vodach dle rozhodnuti komise EU [25-27]

Antibiotikum Indikativni analyticka metoda | Limit (ng/l)
Ofloxacin SPE-LC-MS-MS 26
Ciprofloxacin*® SPE-LC-MS-MS 89
Amoxicilin* SPE-LC-MS-MS 78
Makrolidy (Erythromycin,

Klarithromycin, azithromycin)* SPE-LC-MS-MS 19

* antibiotika ze starSich rozhodnuti pred 2022/1307

2.4.4.1 Koncentrace antibiotik v povrchovych voddch

Existuje cela fada praci, které se snazi vyvinout metodu na analyzu antibiotik,

zjistit jejich koncentrace v povrchovych vodach a pochopit jejich Sifeni v zivotnim

prostiedi a vliv na néj. V ramci toho se analyzuji nejen vzorky vody, ale také vzorky

sedimentu ze dna, fytoplankton z hladiny, ale také vodni organismy napt. plzi. Podatilo

se mi nalézt 2 prace, které se zabyvaji hledanim antibiotik v povrchovych vodach v Ceské

republice [28,29]. Autortim téchto praci se podafilo vyvinout metody, diky kterym nalezli

nékolik sulfonamidt v sedimentech. Ve vodach se jim nepodatilo najit zddna antibiotika.

V Tabulce 2 uvadim rozmezi koncentrace antibiotik nalezené v fekach v rtiznych

krajinach. Jednd se pouze o antibiotika, kterymi se zabyva tato price a pouze

o koncentrace nalezené ve vodé.

Tabulka 2: Koncentrace antibiotik v rekach ve svete (ng/l) [22,23,30-32]

Spanélsko - 2014- | Spanélsko - | Polsko - USA Cina - 2018 |Cina - 2018-
Antibiotikum 2015 - Riverade [2014-2015- |2018-2020 - |Nebraska- |- Perlova 2019 -
Huelva Guadiamar Biatka 2018 - potok | feka Huangshui
penicilin G 0,11-12,1
erythromycin 0-85 0-0,3 0-0,35 17,2-210,8 |0,30-16,6
klarithromycin 0-70,8 0-0,88 0,06-7,75
roxithromycin 24,5-339,0 |0,12-48.7
linkomycin 0-11,5 0,07-8,62
ciprofloxacin 0-3,0 4,4-280,8
norfloxacin 3,1-253,5
ofloxacin 9,0-198,8
doxycyklin 0-124,0
oxytetracyklin 0-47,0 96,0-385,3
tetracyklin 35,5-110,7
sulfadimethoxin 0-0,23
sulfamerazin 0-4,6
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Spanélsko - 2014- | Spanélsko - | Polsko - USA Cina - 2018 |Cina - 2018-
Antibiotikum 2015 - Riverade [2014-2015- |2018-2020 - |Nebraska- |- Perlova 2019 -
Huelva Guadiamar Biatka 2018 - potok | feka Huangshui
sulfamethazin 43,0-293,3
sulfapyridin 16,0-164,2
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3 Cil prace

Cilem této prace bylo vhodn¢ adaptovat LC-MS pouzitou pro analyzu antibiotik
za ucelem ziskani pilotnich dat o vyskytu humdannich a veterinarnich antibiotik
v povrchovych vodach vybranych mist Ceské republiky a vyhodnotit ziskané vysledky

touto metodou.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzity material a chemikalie

411

41.2

Pristroje a pomucky:

UHPLC: Agilent 1200 Infinity series

Kolonovy termostat Agilent G1316C 1290TCC, USA

Autosampler Agilent G7167B 1290 Multisampler, USA

Bindrni pumpy Agilent G4220A 1290 Bin Pump, USA

MS: Agilent model G1958-65138, 6495 triple Quad LC/MS, USA

Programy: Masshunter Workstation software LC-MS acquisition for 6400 series
triple quadrupole version B.07.00, Optimizer, EffiChem EffiValidation 4.0
Predfiltr: ASSY frit 0,2um, 2,1mm, Waters Critical Clean, USA

Predkolona: ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 um VanGuard 2,1 x 5 mm,
Waters, USA

Kolona: ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 um 2,1 x 100 mm Column, Waters, USA
Filtry: 17 mm RC 0,2 um, 100/pk, Syringe Filter, Mexiko, Thermo fisher
Analytické vahy AND LTD GR-202-EC

Ultrazvukova lazen: DK 514 BP, Bandelin Electronic, Némecko

Ptistroj na ultracistou vodu: Watter clear Evoqua TWF UV, TM, TOC monitoring
Vialky s normalnimi i perforovanymi septy

Hamiltonovy mikro stiikac¢ky riznych objemti

Kopisty

Laboratorni sklo

Chemikalie

Methanol LC-MS LiChrosolv, Merck
Kyselina mravenc¢i LC-MS Suprapur, Merck
Acetonitril LC-MS Honeywell, Merck
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4.1.3 Standardy

Antibiotika byla vybrana na zéklad€ predchozi reSerSe praci, které se zabyvaly

analyzou antibiotik v povrchovych vodach po celém svété a zaroven podle spotieb

huménnich a veterinarnich antibiotik v Ceské republice. Seznam standardi antibiotik je

uveden v Tabulce 3 a Tabulce 4.

Tabulka 3: Seznam neznacenych standardii

Antibiotikum Vyrobce Sarze

Produktové ¢islo

DR. Ehrenstorfer GmbH G1193514

DRE-C10242500

DR. Ehrenstorfer GmbH G1059464

DRE-C10243080

DR. Ehrenstorfer GmbH G1238077

DRE-C11064100

DR. Ehrenstorfer GmbH G1150484

DRE-C11064400

DR. Ehrenstorfer GmbH 20531

DRE-C15935000

DR. Ehrenstorfer GmbH 20123

DRE-C15935010

DR. Ehrenstorfer GmbH G1246730

DRE-C16218900

DR. Ehrenstorfer GmbH 20622

DRE-C15755100

DR. Ehrenstorfer GmbH 1195627

DRE-C13203490

DR. Ehrenstorfer GmbH 1015119

DRE-C11668540

DR. Ehrenstorfer GmbH 1059449

DRE-C16860000

DR. Ehrenstorfer GmbH 1010414

DRE-C14635000

European Pharmacopoeia
0064W6
Reference Standards

C1200000

DR. Ehrenstorfer GmbH 00526

DRE-C1166850

DR. Ehrenstorfer GmbH G116914

DRE-C1370000

DR. Ehrenstorfer GmbH 10214

DRE-C15648000

DR. Ehrenstorfer GmbH G1227539

DRE-C15717000

DR. Ehrenstorfer GmbH 1116543

DRE-C13084280

DR. Ehrenstorfer GmbH 00528

DRE-C11509100

DR. Ehrenstorfer GmbH G1125763

DRE-C15820000

DR. Ehrenstorfer GmbH 10616

DRE-C17396150

Sigma-Aldrich BCCC4132

46794

Sigma-Aldrich BCCC5858

31736

DR. Ehrenstorfer GmbH G1112689

DRE-C6992100

DR. Ehrenstorfer GmbH G1101080

DRE-C16990300
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Antibiotikum Vyrobce Sarze Produktové cislo
Sulfamerazin Sigma-Aldrich BCCC4027 |46826
Sulfamethazin DR. Ehrenstorfer GmbH G1125859 | DRE-C16996500
Sulfamonomethoxin sodny DR. Ehrenstorfer GmbH (G996524 DRE-C16998180
Sulfapyridin Sigma-Aldrich BCCF2670 |31738
Sulfathiazol DR. Ehrenstorfer GmbH G980077 DRE-C17000200
Tabulka 4: Seznam izotopove znaéela)}ch standardi
Antibiotikum Vyrobce Sarze Produktové Cislo
Azithromycin-D3 Toronto Research Chemicals 9-EAW-147-2 9-EAW-147-2
Ciprofloxacin-D8 hydrochlorid Toronto Research Chemicals 13-SBK-140-5 13-SBK-140-5
Erythromycin-D6 Toronto Research Chemicals 7-VHP-20-2 7-VHP-20-2
Sulfamethazin-13C6 Toronto Research Chemicals 12-MP-142-2 12-MP-142-2

4.2 Odbér a zpracovani vzorku

Vzorky vody byly odebrany maximaln€¢ 1 mésic pied analyzou. Vzorek byl

odebran z hloubky cca 10 cm pod vodni hladinou a nésledné ptelit do vzorkovnice.

U mélkych vodnich zdroji byl vzorek odebran tak, aby nedochdzelo ke kontaminaci

materidlem plovoucim na hladin€ ani materidlem ze dna toku. Néasledné byl vzorek

prefiltrovan filtry s membranou z regenerované celulozy o velikosti pori 0,2 um a az do

analyzy uchovan v lednici pfi teploté 6 + 2 °C ve sklenénych vialkéach.

4.3 Popis lokalit

Celkem byly méteny vzorky z 20 mist na vodnich tocich povodi Labe a 1 misto

mimo povodi Labe v Ceské republice. Konkrétni mista odbéru vzori v této praci nejsou

uvedeny, protoZe se jedna, v dnesni dob¢, o citlivé téma a informace by mohly byt

nespravné interpretovany. Casteéna charakteristika vodniho toku, ze kterého byl vzorek

odebran je uvedena v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Popis odbérovych mist

Nazev
vzorku

Popis vodniho toku

Datum
odbéru

9976

odbérové misto cca 120 km od zacatku teky, feka protéka prevazné
zemédelskou oblasti se spoustou vesnic a jen par meésty

03.10.2022

9977

cca 50 km dlouhd feka, po celé své délce protékajici zemédélskou krajinou a
malymi vesnicemi, jeZ se za odbérovym mistem vléva ve mésté do veétsi feky

03.10.2022

10037

odbérové misto je cca 30 km od zacatku feky, ktera zemedélskou oblasti a 1
velkym méstem a n€kolika mensimi mésty s vesnicemi

04.10.2022

10044

odbérové misto je 20 km on zacatku feky, ¢ast feky protéka lesem, ¢ast
zeméd€lskou krajinou a také jednim méstem a par vesnicemi

04.10.2022

10056

odbérové misto cca 140 km od zacatku feky, feka v 1. 1/3 protéka lesy a
nasledné hospodarskou krajinou, cestou protece pies nékolik velkych mést a
celou fadou mensich mést s vesnicemi

05.10.2022

10058

toto odbérové misto se nachazi o nékolik desitek km po proudu od odbérového
mista 10056, feka od pfedchoziho odbérového mista protéka zemédélskou
krajinou a n€kolika mésty s vesnicemi

05.10.2022

10062

toto odbérové misto se nachazi o né€kolik desitek km po proudu nez odbérové
misto 10058, feka dale protekla par mésty a zemedélskou oblasti se spoustou
vesnic

05.10.2022

10064

toto odbérové misto se nachazi o né€kolik desitek km po proudu nez odbérové
misto 10062, feka protéka z vetsi ¢asti zemeédelskou krajinou a z 1/3 CHKO,
cestou miji nékolik mést a celou fadu vesnic

05.10.2022

10065

toto odbérové misto se nachazi ve mésté cca 15 km po proudu nez odberové
misto 10064, feka protékda CHKO z vétsi ¢asti zalesnénou oblasti, kde se
nachdzi par vesnic

05.10.2022

10067

toto odb&rové misto se nachazi cca 10 km po proudu nez odbérové misto
10065, feka protéka lesy CHKO, kde se na jejim biehu nachazeji jen 2 vesnice

05.10.2022

10129

odbérové misto se nachazi cca 10 km od zacatku potoka, ktery prameni ve
vesnici, kousek od zacatku se vléva do malého rybnika, ze kterého tece
zemédelskou oblasti skrz nékolik vesnic

05.10.2022

10563

odbérové misto se nachazi cca 15 km od zacatku feky, na jedné strané feky je
prevazné les a na druhé zemédélska oblast, feka protéka nékolika mésty a
né¢kolika vesnicemi

17.10.2022

10567

odbérové misto se nachazi cca 40 km od zacatku feky, feka protéka 2 mésty a
celou fadou vesnic v zem&d¢lské oblasti

17.10.2022

10577

odbérové misto se nachazi cca 60 km od zacatku teky, ktera ze zacatku tece
kousek podél lesa a zbytek cesty pokracuje zemédélskou oblasti skrz spoustu
vesnic a nékolik malych mést

17.10.2022

10580

odbéroveé misto se nachazi cca 40 km od zacatku teky, kterd protéka
zemédelskou oblasti, kde miji nékolik mést a spoustu vesnic

17.10.2022

10579

toto odbérové misto se nachazi cca 20 km po proudu nez odbérové misto
10580, feka protéka zeméd€lskou krajinou s vesnicemi a mésty

17.10.2022

10581

odbérové misto se nachazi cca 35 km od zacatku feky, feka protéka
zemedéElskou oblasti se spoustou vesnic a par mésty

17.10.2022

10663

odbérové misto se nachazi cca 15 km od zacatku potoka, potok ze zacatku teCe
podél lesa a na druhém brehu je zemédélska oblast, 1/3 pied odbérovym
mistem tece uz jen zemédelskou oblasti, cestou mine nékolik vesnic

18.10.2022

10693

odbérové misto se nachazi cca 10 km od zacatku potoka, potok zacina ve
meésté a tee izkym lesem obklopenym zemédélskou oblasti skrz par vesnic

17.10.2022
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Nazev . Datum
Popis vodniho tok V
vzorku pIS v u odbéru

odbérové misto se nachazi cca 8 km od zacatku potoka, ktery se nachézi
10933 | v podhorské oblasti, podél jednoho svého biehu ma les a po druhé strané€ pole, |24.10.2022
teCe skrz par vesnic, potok je veden jako piirodni pamatka

odbérové misto se nachazi cca 10 km od vodni nadrze, ze které feka vytéka,
10966 | cestou tece na okraji CHKO ptevazné skrz zemédélskou krajinu pfes nékolik | 24.10.2022
vesnic

4.4 Navazovani, rozpousténi, redéni

Caést standard?l byla ve formé soli. Jejich navazky byly prepoéitany na ptislusnou
kyselinu nebo bazi. Neznacené standardy byly navazeny piimo do vialky a nasledné
rozpustény v methanolu v ultrazvukové lazni. Tim byly pfipraveny koncentrované
zasobni roztoky danych standardii. Néasledné z nich byly pfipraveny pracovni roztoky.
Konkrétné se jednalo o nafedéni kazdého izotopové neznaceného standardu na
koncentraci 0,3 pg/ml a ptipraveni smésného roztoku izotopové neznacenych standardti
o koncentraci 10 pg/ml ze vSech téchto standardu.

Zasobni 1 pracovni roztoky izotopové znacenych standardi byly pfipraveny
rozpu$ténim standardu v acetonitrilu. Acetonitril byl vybran, protoZe neobsahuje zadné
hydroxylové nebo aminoskupiny, kter¢é by mohly ménit vodikovy atom za
deuterium. Pracovni roztoky izotopov€ znacenych standardli byly pfipraveny
nafedénim nésledné: Ciprofloxacin-D8 hydrochlorid na koncentraci 4 pg/ml, roztoky
ostatnich izotopové znacenych standardi na koncentraci 0,2 pg/ml a smésny roztok
izotopovée znacenych standardii na koncentraci 20 pg/ml ze vSech téchto standarda.

Roztoky neznacenych 1 izotopové znacenych standard(l antibiotik byly

skladovéany v mrazaku pii teploté -20 °C.

4.5 Ladéni koliznich energii

Pro ladéni koliznich energii byly u neznafenych standardii pouzity pracovni
methanolické roztoky standardii o koncentraci 0,3 pg/ml. U izotopové znalenych
standardil antibiotik jejich pracovni acetonitrilové roztoky o koncentraci 0,2 pg/ml.

Jediny ciprofloxacin-D8 hydrochlorid se v této koncentraci nepodaftil naladit, proto byl
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pfipraven novy roztok pro ladéni o koncentraci 4 pg/ml. Ladéni probihalo v modu
skenovani produktovych iont. Rozmezi hledanych koliznich energii bylo nastaveno na
0-50 V. Byly hledany 3 produktové ionty s nejvetsi odezvou. Minimalni méfenad hodnota
m/z produktového iontu byla nastavena na 33. Rozdil oproti standartni analyze byl také
v tom, ze byla misto chromatografické kolony pouzita pouze spojka. Jako MF byla
pouzita smés 10 % MF A (Cisty methanol) + 90 % MF B (90 % methanol + 9,95 % voda
+ 0,05 % kyseliny mravenci). Pritok MF byl nastaven na 0,250 ml/min a davkovani
vzorku na 20 pl. Nejdfive byla antibiotika ladéna v modu ESI +. Ta, kterd méla pfilis

nizké odezvy produktovych iontli v tomto modu byla nasledné¢ ladéna v ESI -.

4.6 Chromatografie

Vychozi chromatografické podminky byly inspirovany praci [33] a byly upraveny
dle zkusSenosti laboratofe. Plivodni prace vyuzivala pro analyzu dvé chromatografické
metody, kdy kazdé z nich byla uréena pro definovanou skupinu antibiotik. Nejzietelné;si
zménou byla mobilni faze, kterd byla pro kazdou chromatografickou metodu odli$na:

1. MF A: 5SmM kyselina $tavelova v 50 % ACN, 50 % MeOH,

MF B: SmM kyselinu §tavelovou v H.O
2. MF A: 0,3 % HCOOH, 0,1 % NH4sHCO2 v H,0
MF B: 50 % ACN, 50 % MeOH

NaSe pilotni metoda separovala vSechna antibiotika najednou a vlastni separace
trvala krats$i dobu. Byla zvolena gradientova eluce slozend z téchto 2 mobilnich fazi:

MF A: MeOH

MF B: 96,95 % H>0 + 3 % MeOH + 0,05 % HCOOH

Gradient byl linearni a jeho priib¢h v Case je uveden v Tabulce 6. Protoze nebyla
metoda optimalizovand, byl také pouzit vétsi nastiik vzorku, aby bylo mozné zachytit co
a mechanickym pfedfiltrem.

V case 4,8 min byla mobilni faze proudici z kolony do odpadu, pfesmérovana do

hmotnostniho spektrometru.
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Pro identifikaci retenc¢nich ¢ast byly ptipraveny 2 roztoky:

- 1. 10 ul smésného roztoku neznacCenych standardii, 25 pl smésného roztoku
izotopove znacenych vnitinich standardl a doplnénim na 10 ml mobilni fazi B

- 2. 25 pl smésného roztoku izotopove znacenych vnitinich standarda a doplnénim

na 10 ml mobilni fazi B

Tabulka 6: Gradientova eluce v prithéhu analyzy

Cas (min) MF A (%) MF B (%) Prttok (ml/min)
0 0 100 0,25
0,5 0 100 0,25
12,0 100 0 0,25
13,2 100 0 0,25
17,0 100 0 0,45
17,1 0 100 0,45
17,95 0 100 0,45
17,99 0 100 0,25
20,0 0 100 0,25
4.7 Kalibrace

Kalibraéni roztoky byly pfipraveny ze dvou roztoki ,,IS Farmaka* a ,,10000 A*.
Pro pfipravu téchto roztokl byly pouzity pracovni roztoky uvedené v kapitole 4.4. Roztok
IS Farmaka byl pfipraven smichanim 1000 pl HCOOH, 10 pl smésného roztoku
1zotopoveé znacenych standardl a doplnénim do 10 ml methanolem. Dale byl pfipraven
roztok 10000 A smichanim 250 pl roztoku IS Farmaka, 10 pl smésného roztoku
neznacenych standardii a doplnénim ultracistou vodou do 10 ml. Tyto 2 roztoky byly
nasledné pouzity na vytvoreni koncentra¢ni fady kalibra¢nich roztokda.

Pro sestrojeni kalibra¢ni pfimky bylo pfipraveno 10 smésnych kalibracnich
roztokli a jeden slepy vzorek, z nichz byl kazdy méten tiikrat. Roztok o koncentraci
100 ng/1 byl ptipraven dvakrat pro zjiSténi odchylky pfi ptipravé jednotlivych roztokd.
Koncentrace neznacenych standardi kalibrac¢nich roztokli byly: 0 ng/l (slepy vzorek),
2 ng/l, 5 ng/l, 10 ng/l, 20 ng/l, 50 ng/l, 100 ng/l A, 100 ng/l B, 250 ng/l, 500 ng/l,
1000 ng/l. Koncentrace znacenych standardi byly v kazdém roztoku 500 ng/1. Kalibra¢ni

38



rozmezi bylo zvoleno podle o¢ekavanych koncentraci antibiotik ve vodé¢ dle zkuSenosti
laboratote.

Ptiprava roztokti probihala v odmérnych bankach o objemu 10 ml. Pro odebirani
a pridavani presného mnozstvi slozek byly vyuzivany Hamiltonovy stiikacky. Nejdiive
byla do odmérnych banék nalita voda po risku a déle byly odebirany a ptidavany roztoky
dle Tabulky 7. Po piidani roztoku IS Farmaka byla kazda banka dikladné protiepana.

Tabulka 7: Priprava kalibracnich roztokii

Vy§ledné koncentrace | Ultracista Odebréno Ptidano IS Odebréno Ptidano
kalibra¢niho roztoku voda Farmaka 10000 A
0 ng/l 10,0 ml 250 pl 250 pl 0pl 0pl

2 ng/l 10,0 ml 250 pl 250 ul 2 ul 2 ul

5 ng/l 10,0 ml 250 pl 250 ul 5ul 5ul

10 ng/I 10,0 ml 250 ul 250 ul 10 ul 10 ul
20 ng/l 10,0 ml 250 ul 250 ul 20 ul 20 ul
50 ng/l 10,0 ml 250 pl 250 pl 50 ul 50 ul
100 A ng/I 10,0 ml 250 ul 250 ul 100 pl 100 pl
100 B ng/I 10,0 ml 250 pl 250 pl 100 pl 100 pl
250 ng/| 10,0 ml 250 ul 250 ul 250 ul 250 ul
500 ng/I 10,0 ml 250 pl 250 pl 500 pl 500 ul
1000 ng/| 10,0 ml | 250 pl 250 pl 1000 pl 1000 pl

4.8 Méreni realnych vzorku

Z kazdého vzorku vody byl odméten 1 ml do vialky. Z vialky bylo odebrano
a vylito do odpadu 25 pl. Do vialky bylo nasledné ptfidano 25 pl roztoku IS Farmaka.
Dale byl ptipraven do 1 vialky slepy roztok stejnym zplisobem, jen byl misto 1 ml vzorku
pouzit 1 ml ultracisté vody. Kazdy redlny vzorek byl méfen pouze jednou. Analyza
probihala v médu SRM. K vypoctu koncentrace byla jako hlavni pouZita metoda

kalibraéni pfimky.

4.9 Experimentalni podminky

Davkovani vzorku: 100 pl
Priitok mobilni faze: 0,25 ml/min

Kolonovy termostat: 40 °C
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Typ ionizace:
Teplota kvadrupolu:
Gas flow:

Sheat gasflow:
Nebulizer:

Napéti na kapilare:

Napéti na trysce:

Hight-pressure RF:

Low-pressure RF:

ESI +

100 °C

120 °C, 15 1/min
290 °C, 11 l/min
25 psi

positiv: 3000 V
negativ: 2500 V
positiv: 300 V
negativ: 1000 V
positiv: 90 V
negativ: 90 V
positiv: 60 V
negativ: 60 V
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5 Vysledky a diskuse

Separace vzorku probihala pomoci HPLC s gradientovou eluci. Detekce antibiotik

byla provadéna pomoci hmotnostniho spektrometru s elektrosprejovou ionizaci a trojitym

kvadrupolem. Veskera antibiotika byla ionizovana v pozitivnim modu az na piperacilin,

ktery Iépe vychézel modu negativnim.

5.1 Ladeéni

Ladéni byla jedna z prvnich nezbytnych ¢innosti, kterou byla ziskana esencidlni

data o iontovych ptechodech jednotlivych antibiotik. Ziskané informace byly dale vyuzity

béhem kalibrace a vlastniho méfeni redlnych vzorki. Byly hledany 3 nejintenzivngjsi

produktové ionty, ze kterych byl ten snejvyssi odezvou v detektoru vyuzit jako

kvantitativni iont. Zbylé 2 ionty byly pouzity jako kvalitativni. Rozsah koliznich energii

byl vyuzit vrozmezi od 0 do 50 V. Piechody jednotlivych antibiotik jsou uvedeny

v Tabulce 8 pro neznacené standardy a v Tabulce 9 pro znacené standardy.

Tabulka 8: SRM prechody iontu neznacenych standardii

Kolizni
, R 2. energie, .
Antibiotikum i)rrelfurzorovy iﬁ?ﬂtltatwm Potvrzovaci potvrzovaci Pozitiv/negativ IZ fa(;ir;(g\:ggm
lont font potvrzovaci

1.;2.
amoxicillin 366,1 349,1 134 114 positiv 8;36;24
ampicillin 350,1 105,9 160 113,9 positiv 24;16;28
cefazolin 455 323,1 156 124 positiv 8;16;32
cefotaxim 456,1 324,1 396 positiv 12;8
penicilin G 335,1 91 70,2 positiv 44;32
penicilin V 351,1 114 201,44 positiv 2820
piperacilin 516,2 330,1 232.8 negativ 8;16
oxacillin 402,1 243 160 144 positiv 8;8;16
erythromycin 734,5 158 576,2 83,1 positiv 36;20;50
klarithromycin 748.5 157,9 590,3 83,1 positiv 28;20;50
roxithromycin 837,5 158 679,3 116 positiv 36;24;48
linkomycin 407,2 126,1 359,1 423 positiv 40;20;50
chloramfenikol 321 257 151,9 120,8 negativ 12;24;32
ciprofloxacin 332,1 314 288,1 231 positiv 24;16;36
enrofloxacin 360,2 3422 316,1 286 positiv 24;20;36
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Kolizni
1 5 energie
Antibiotikum Prekurzorovy Kvantltatlvnl potvrzovaci | potvrzovaci | Pozitiv/negativ N po‘rad.l 10f1tu
iont iont . . kvalitativni;
iont iont ,
potvrzovaci
1.; 2.
norfloxacin 320,1 302 282,1 231 positiv 24:36;40
ofloxacin 362,2 318,3 344 261,1 positiv 24:24;36
doxycyklin 445,2 428,1 positiv 16
chlortetracyklin 479,1 4441 462,1 154 positiv 24:;16;32
oxytetracyklin 461,2 426 4431 200,9 positiv 20;12;48
tetracyklin 4452 410,1 154,2 98,1 positiv 20;23;44
sulfadimethoxin 311,1 155,8 108 92,1 positiv 16;28;32
sulfadoxin 311,1 155,8 108,2 92 positiv 16;32;40
sulfachlorpyridazin | 285 155,9 107,9 92,1 positiv 16;28:32
sulfaklozin 285 155,9 108 92 positiv 16;28:36
sulfamerazin 265,1 92 156 107,9 positiv 36;15;32
sulfamethazin 279,1 186 124,1 92,1 positiv 20;24;32
sulfamonomethoxin |281,1 91,9 125.,8 108,1 positiv 36;20;32
sulfapyridin 250,1 91,9 108 65,3 positiv 28;24:;48
sulfathiazol 256 92 108 65,3 positiv 28;28;48
Tabulka 9: SRM prechody iontii izotopicky znacenych standardii
Kolizni
energie
Prekurzorovy | Kvantitativni L. 2. v pofadi
Antibiotikum . Y potvrzovaci | potvrzovaci | Pozitiv/negativ | iontl
1ont 1ont . - e,
iont iont kvalitativni;
potvrzovaci
1.; 2.
Azithromycin-D3 752,5 594,6 157.,9 115,8 positiv 32:40;44
Ciprofloxacin-D8 . A
il 340 3221 296,1 235,1 positiv 24;20;44
Erythromycin-D6 740,5 164,3 582,2 83,2 positiv 40;16;44
Sulfamethazin-13C6 285,1 97,9 124 114 positiv 40,2436

U vSech antibiotik byly nalezeny SRM ptechody, ale ne u vSech se podaiilo najit

vSechny produktové ionty v dostate¢né intenzité. Napiiklad u doxycyklinu byl nalezen

pouze jeden produktovy iont s dostateCnou intenzitou. Do budoucna pro doplnéni

chybéjicich ionti je nutno otestovat §irsi rozsah kolizni energie.
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5.2 Chromatografie a kalibrace

Pro separaci byla vybrana gradientova eluce. Mobilni faze vznikala smichanim
dvou ¢asti: mobilni faze A methanol; mobilni fize B methanol-voda-HCOOH
(3:96,95:0,05, v/v/v). Popis gradientu je uveden v Tabulce 6. Chromatografie trvala 20
minut. V Tabulce 10 a Tabulce 11 jsou uvedeny reten¢ni casy antibiotik. Na Obrazku 11
uvadim ukazkovy chromatogram, na kterém jsou vidét piky vSech analyzovanych
antibiotik spolu s jejich reten¢nimi Casy.

Kwvili stanoveni zavislosti odezvy detektoru na koncentraci antibiotika byla
vytvorena kalibra¢ni pfimka. Pro vytvofeni kalibra¢ni pfimky bylo natedéno 10 roztokl
se zvySujici se koncentraci neznacenych standardii antibiotik. Koncentrace izotopové
znacenych standardl byly ve vSech kalibra¢nich roztocich stejné. Kazdy roztok byl méten
tiikrat. Z vysledkd téchto méteni byla sestrojena kalibracni pfimka a vygenerovéana

rovnice kalibraéni piimky, ktera byla nasledné pouzita pro vypocet redlnych vzork.

Tabulka 10: Kalibracni krivka neznacenych standardii

Rozmezi |Plocha pod

Retenéni Rovnice kalibracni bodu kiivkou u
Antibiotikum ¢as ke R? kalibra¢ni |kalibra¢niho

(min) p Y primky roztoku

ng/l 250 ng/l

amoxicillin 5,09 y=266,2331x+61,4633 0,9994 |2-1000 68736
ampicillin 7,51 y=420,9594x+19,3760 0,9955 |2-1000 103926
cefazolin 7,46 y=10,3815x+0,9480 0,9878 |2-1000 3244
cefotaxim 7,25 y=98,0967x+12,4122 0,9966 |2-1000 25018
penicilin G 8 y=157,5189x-15,2761 0,9837 |2-500 39416
penicilin V 7,51 y=27,6977x+40,5540 0,9668 |2-1000 7264
piperacilin 10,04 y=63,6986x+12,5126 0,9962 |2-1000 16041
oxacillin 10,97 y=77,9760x+10,1193 0,9977 |2-1000 18447
erythromycin 10,7 y=12,8060x+4,4127 0,9921 ggOHOOO 3291
klarithromycin 11,39 y=896,7251x+230,5079 |0,9959 |2-1000 231178
roxithromycin 11,49 y=218,8321x+16,3959 0,9978 ggOHOOO 55718
linkomycin 6,59 y=2274,3593x+208,3894 |0,9973 |2-500 594867
chloramfenikol 8,95 y=13,2159x+77,7841 0,9560 |2-1000 3963
ciprofloxacin 7,35 y=1184,1793x+892,6555 |0,9955 |2-1000 597788
enrofloxacin 7,42 y=499,4412x+556,2601 0,9888 |2-1000 111257
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Rozmezi | Plocha pod
e Retencn Rovnice kalibra¢ni bodﬁ kfi\./kou u

Antibiotikum éag pimky R? k?}lbraéni kalibra¢niho

(min) primky roztoku

ng/l 250 ng/l

norfloxacin 7,21 y=1597,6333x+1018,1809 | 0,9955 |2-1000 402536
ofloxacin 7,05 y=598,6674x+1186,9332 |0,9953 |2-1000 152128
doxycyklin 9,38 y=706,3951x+739,8194 |0,9923 |2-1000 152487
chlortetracyklin 8,57 y=218,1317x+64,8703 0,9939 |2-1000 60467
oxytetracyklin 7,39 y=460,2786x+44,6876 0,9943 |2-1000 128822
tetracyklin 9,98 y=537,2003x+113,5543 | 0,9967 |2-1000 128539
sulfadimethoxin 8,9 y=2082,6477x+456,3023 |0,9956 |2-1000 364588
sulfadoxin 7,9 y=2152,4238x+353,7135 10,9966 |2-1000 561172
sulfachlorpyridazin | 7,51 y=615,6836x+26,3756 0,9871 |2-500 175624
sulfaklozin 8,68 y=1374,5755x+305,8255 |0,9954 |2-1000 391257
sulfamerazin 6,4 y=1304,5420x+367,5660 |0,9974 |5-250 331903
sulfamethazin 7,1 y=745,9370x+147,7248 10,9950 |2-1000 195733
sulfamonomethoxin | 7,72 y=503,4883x+127,2318 10,9919 |2-1000 140980
sulfapyridin 6,1 y=1001,7483x+153,3013 |0,9956 |2-500 268945
sulfathiazol 5,85 y=702,1058x+99,9424 0,9977 |2-1000 178574

Izotopové znafené standardy mély nadmémé vysokou relativni smérodatnou

odchylku (Tabulka 11). Dle prace [33] by mé¢la relativni smérodatné odchylka dosahovat

hodnoty nejvyse 30 %. Kvili tomu nebyla pouzita metoda kvantifikace pomoci vnitiniho

standardu ke stanoveni koncentrace redlnych vzorkd. Dlvod zvySené relativni

smérodatné odchylky se nepodatilo objasnit.

Tabulka 11: Kalibracni primka znacenych standardii
Retencni Relativni
Antibiotikum cas (min) Rovnice kalibra¢ni pfimky |smeérodatna
odchylka (%)

azithromycin-D3 8,86 y=-12,9378x+68664,1711 |33,26
ciprofloxacin-D8§ _

el 7,33 y=46,5786x+221643,0387 |36,78
erythromycin-D6 10,74 y=-1,3067x+6548,6736 48,98
sulfamethazin-13C6 7,1 y=15,5236x+185694,6562 |31,24

Piky sulfachlorpyridazinu, sulfaklozinu, sulfadimethoxinu a sulfadoxinu mély

produktové ionty prakticky stejné. Z jejich prvni analyzy se nedalo odlisit, ktery pik,
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kterému z dvojice ndlezi. Kvili urceni konkrétniho reten¢niho ¢asu byly pfipraveny jako
Cisté standardy o koncentraci 1 pg/ml a zméteny kazdy zvlast. Chromatogram a jejich

prechody iontl jsou uvedeny na Obrazku 10 a v Tabulce 12.

Tabulka 12: SRM prechody antibiotik se shodnym m/z

Prekurzorovy | Kvantifika¢ni L, 2. Retencni
Antibiotikum | TOKUTZOTOVY | BV Potvrzovaci | Potvrzovaci | ¢as
iont ont . . .
iont iont (min)
sulfadimethoxin 311,1 155,8 108 92,1 8,9
sulfadoxin 311,1 155,8 108.2 92 7.9
sulfachlorpyridazin | 285 155,9 107,9 92,1 7,51
sulfaklozin 285 155,9 108 92 8,68
Sulfachlorpyridazin Sulfaklozin
1 7.517
1 648592 8.683
315542
0
Sulfadoxin Sulfadimethoxin
21 7.901 8.894
110H556 7015/
| k
0

Obrazek 10: Chromatogram antibiotik se stejnymi produktovymi ionty
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4.7+
4.6
4.5+
4.4+
4.3+
4.2+
4.1+

3.9+
3.8+
3.7+
3.6+
3.5+
3.4+
3.3+
3.2+
3.1+

Linkomycin

Sulfamerazin

2.9+
2.8+

Sulfapyridin

2.7+
2.6+
2.5+
2.4+
2.3+
2.2
2.1+

1.9
1.8
1.7
1.6
1.5
1.4
1.3
1.2

|

Sulfathiazol

Amoxicilin

1.1

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+

Ofloxacin
Sulfamethazin
Sulfamethazin-13C6
Norfloxacin
Cefotaxim
Ciprofloxacin
Ciprofloxacin-D8
Oxytetracyklin
Enrofloxacin
Cefazolin
Ampicilin
Penicilin V

Sulfachlorpvridazin

Jid

Penicilin G

Chlortetracyklin

Sulfamonomethoxin

Sulfaklozin

Sulfadoxin

A5

Sulfadimethoxin

l Azitromycin-D3

Chloramfenikol

Doxycyklin

Tetracyklin

Piperacillin

Erythromycin
Erythromycin-D6

Oxacilin

Klarithromycin

Roxithromycin

5 5.5 6 6.5

7 75 8

Counts vs. Acquisition Time (min)

9 95 10

115 12

Obrazek 11: Chromatogram kalibracniho roztoku 1000 ng/l s popsanymi antibiotiky
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Tabulka 13: Limity pro antibiotika

Antibiotikum LOD (ng/1) LOQ (ng/1)
0,2470 5
0,1714%* 5
1,0000 100
0,3550 20
2,6316 20
0,9375 20
0,1467* 10
0,0444* 2
0,5455 20
0,0342%* 10
0,2048
0,0385*

0,5282 50
0,1134*

0,4138

0,2760

0,2273

0,3061 20
0,5556 20
0,1395* 20
0,0853* 20
0,1181* 5
0,0722* 5
0,2335 10
0,2479 5
0,1070* 5
0,1422%* 5
0,2055 5
0,0355* 5
0,0592* 5

* pro presnéjsi LOD a LOQ je tfeba pouzit roztok o niz$i koncentracich nez 2 ng/l
LOD a LOQ jednotlivych antibiotik jsou uvedeny v Tabulce 13. LOD byla
vypoctena jako pomér piku k Sumu (S/N) vétsi nez 3. U vétSiny antibiotik byla
vypocitana z roztoku o koncentraci 2 ng/l. Jediny penicilin G nedosahoval pfi této
koncentraci potfebného pomeéru, proto byl vypocitan z roztoku o koncentraci 5 ng/l.
Dle zvyklosti v laboratofi by se pro vypocet LOD nemél pouzit chromatogram, kde
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pro dany pik je pomér signdlu k Sumu vyssi nez 30. Hodnoty vyssi nez 30 znamenaji,
ze jsou piky oproti Sumu hodné vysoké a vypocet LOD nemusi byt ptesny. Pokud je
hodnota S/N 30 pii koncentraci 2 ng/l, odpovida LOD = 0,2 ng/l. To znamena, Ze
hodnoty LOD nizsi nez 0,2 ng/l je tieba dale ovétit. U antibiotik, které maji tuto
hodnotu nizsi by bylo vhodné pro ptesné urceni LOD natedit tyto roztoky na nizsi
koncentraci nez 2 ng/ml a zméfit odezvu detektoru u nich.

Je potieba vzit v tvahu Sum zékladni linie, ktery je u ultracisté vody, ze které
byly tyto roztoky pfipravené, minimdlni. Pro zpfesnéni by bylo tedy lepsi pouzit
vhodnéj$i matrici vice podobnou povrchové vodé. U ni by se také mohli projevit
potencialni matri¢ni efekty, které zatim nebyly hodnoceny.

Mez kvantifikace byla stanovena jako spodni bod kalibra¢ni ptimky, pro ktery
je hladina nejistoty niz8i neZ 30 %. Hladinu nejistoty pocital program EffiChem
EffiValidation 4.0. Byla spocitana vzorcem: (naméfena hodnota/teoreticka hodnota,
dle kalibra¢ni pfimky) x 100. LOD a LOQ této metody by se daly dale zlepSit

zakoncentrovanim vzorku na pomoci SPE kolonek.

5.3 Realné vzorky

Vzhledem k tomu, Ze relativni smérodatné odchylky izotopové znacenych
standardt ptesahovaly hodnotu 30 %, nebyly pouZity izotopové znacené standardy ke
kvantifikaci. Antibiotika byla kvantifikovdna pomoci kalibracnich pifimek
neznacenych standardii. Koncentrace antibiotik nalezené v povrchovych vodach jsou
uvedené v Tabulce 14.

V kazdém odbérovém misté byla nalezena antibiotika a vSak ne vSude byla
jejich  koncentrace nad mezi kvantifikace. Nejcastéji nalézané antibiotikum
s nejvyssimi koncentracemi byl sulfapyridin. Na vétSin€ lokalit dosahoval koncentraci,
jaké byly detekovany v Perlové fece v Ciné vroce 2018 [23]. Pouziti tohoto
antibiotika jsem vSak v humanni ani veterinarni medicingé CR nikde nenasel. Jeho
vysoké koncentrace v povrchovych vodach lze vysvétlit tim, Ze se pouziva navazany
na kyselinu 5-aminosalicylovou v podobé sulfasalazinu. Jeho rozkladem vznika

sulfapyridin. [34]
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DalSim casto detekovanym antibiotikem byl klarithromycin. Toto makrolidové
antibiotikum bylo uvedeno v roce 2018 v provadécim rozhodnuti komise EU 840 [26].
V tomto rozhodnuti byl uveden limit pro makrolidova antibiotika 19 ng/l. Tento limit
byl na 6 lokalitdich pfekrocen. Stejny limit zarovenl plati pro erythromycin. Ten
ptekrocil tento limit pouze na jednom misté. Koncentrace klarithromycinu byla
v porovnani s fekami ve svété vysoka a na 2 lokalitach pfesahovala i koncentrace
nalezené v fece Rivera de Huelva ve Spanélsku v letech 2014-2015 [30]. Koncentrace
erythromycinu byla na misté, kde limit ptekrocila, podobna jako nalezené koncentrace
v Rivera de Huelva nebo v Perlové fece v Cing. [32]

Vétsina tokl, ze kterych byly vzorky odebrany méla podobny charakter.
Nejvice nalezi antibiotik nad mezi kvantifikace bylo nalezeno na lokalit¢ 10037. To
je zfejmé& zpuisobeno tim, ze je feka celkem kratkd a za svou cestu proteCe hned
nékolika vétsimi aglomeracemi.

Dalsi zvysené nélezy antibiotik byly nalezeny na mistech 10129 a 10693.Tyto
2 potoky maji podobny charakter. Jsou malé, tak ze dochazi k malému nafedéni
polutantl a zaroven protékaji nékolika obcemi.

Zajimavy trend méla koncentrace sulfapyridinu na velké fece, na které byly
odebirany vzorky podél velké c¢asti toku na mistech 10056, 10058, 10062, 10064,
10065 a 10067. Koncentrace sulfapyridinu postupné po proudu klesala i pfes to, ze
feka velkou ¢ast své cesty protékd zemédélskou krajinou s celou fadou mést a vesnic.
Tento pokles by mohl byt zplisobeny samocistici schopnosti povrchovych vod, které
zahrnuje 1 vazbu na sediment, v némz mohou tyto latky tvofit rezidua. Ke sniZeni
koncentrace ziejmé ptispélo 1 nafedénim postrannimi pfitoky.

Opacny trend ma mensi feka, ze které byly vzorky odebrany z 2 odbé&rovych
mist 10580 a 10579. Zde doslo po proudu k zvySeni koncentrace sulfapyridinu
azaroven se zvySila koncentrace klarithromycinu a linkomycinu nad mez
kvantifikace. Klarithromycin je humanni antibiotikum, které se ve veterinarni
mediciné€ pouziva pouze raritn€é. Zatim co linkomycin se v dnesni dobé pouzivé jako
veterinarni 1é¢ivo a pro humanni pouziti mu byla v roce 2010 ukoncena registrace.
Tento nartst by mohl byt zplisoben tim, Ze se jedna o mensi feku s drobnymi ptitoky

potoki a ficek ze zemeédélské oblasti se spoustou vesnic. [15,35]
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Analyzou ATB v povrchovych vodach se zabyvaly v Ceské republice 2 prace
[28,29]. Tyto prace se zamciovali Cist¢ na analyzu sulfonamida, které se jim
nepodafilo detekovat ve vodach, ale pouze v sedimentech. Tyto prace mély zaroven
niz§i LOD 1 LOQ nez tato naSe pilotni metoda. Odebirali ale vzorky z n¢kolika
moravskych toktli, ve kterych je zfejmé kontaminace sulfonamidl nizsi nez v téch
tocich, kterym i se zabyva nase prace.

Nase pilotni metoda je schopna méfit koncentrace antibiotik v povrchovych
vodach. Bohuzel vzhledem k tomu, Ze redlné vzorky byly z diivodu nedostatku ¢asu
méfeny jen jednou, je tfeba vysledek z Tabulky 14 jeSté ovéfit. Pro ziskani
spolehlivych vysledkii by bylo vhodné zmétit kazdy vzorek dle laboratofe alesponi
okrat, vzhledem k tomu, Ze metoda neni jeSté validovana. Pokud by byla metoda
zvalidovéna, méteni vzorkl by dle zvyklosti laboratote probihalo jednou standartné
dle uvedené metody a jednou s pfidavkem neznacenych standardii (metoda
standartniho pridavku).

Pro ziskéni celkovégj$iho piehledu o antibiotikdch ve vodé by bylo lepsi
z kazdého odbérového mista odebirat vzorky v pribehu celého roku. Aby se predeslo
tomu, ze budou vysledky skreslené chvilkovym narGstem koncentrace antibiotika
naptiklad z dlivodua pretiZeni Cistirny odpadnich vod, hnojeni, ptivalového desté atd.
Zaroven by bylo vhodné do budoucna rozsifit metodu o analyzu sedimentt a piipadné
1 fytoplanktonu. Pro ziskani komplexnéjsiho pfehledu koncentraci i u antibiotik, které
maji tendenci se v téchto soustavach spiSe kumulovat, nez zlstavat rozpustény ve
vodé¢.

Vyhodou této metody je Siroké spektrum antibiotik, které je schopna detekovat.
Limity detekce a kvantifikace také dosahuji velmi nizkych hladin i v porovnani se
zahrani¢nimi pracemi zabyvajicimi se touto problematikou. Zarovent ma tato metoda
potencial pro dalSi sniZeni té€chto limitl, pokud se pouzije vhodna forma

zakoncentrovani vzorku. Do budoucna bude dobré metodu validovat.
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6 Zaveér

Byla adaptovdana metoda pro screeningové Setfeni vyskytu humdnnich
a veterinarnich antibiotik na vybranych mistech Ceské republiky v povrchovych
vodach. Separace antibiotik probihala pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie na reverzni fazi s gradientovou eluci. Jako mobilni faze A byl pouzit
methanol, jako mobilni faze B smés 96,95 % ultracisté vody, 3 % methanolu a 0,05 %
kyseliny mravenci. Antibiotika byla detekovdna pomoci hmotnostniho spektrometru
typu trojitého kvadrupolu. lonizace analytli byla provedena pomoci elektrospreje
s vyuzitim pozitivniho i negativniho zdznamu. Nejdiive byly nalezeny vhodné kolizni
energie pro ziskani co nejintenzivngj$ich signali produktovych iontd jednotlivych
antibiotik. Déle byla identifikovana jednotlivda ATB na zaklad¢ ptislusnych SRM
pfechodl a charakterizovédna pfislusSnym retenénim ¢asem. Pro jednotlivda ATB byly
sestrojeny kalibra¢ni pfimky. Pak nésledovala aplikace metody na realné vzorky.

Touto metodou bylo analyzovano 21 vzorki vody odebranych z 15 toka Ceské
republiky. Antibiotika byla detekovédna ve vSech tocich. Celkem bylo detekovano 30
ruznych antibiotik. Nejcastéji nalezenymi antibiotiky a s nejvy$Simi koncentracemi
byly sulfapyridin a klarithromycin. Tato prace poskytla cenné data na jejichz zakladé
bude probihat dalSi badani na Povodi Labe. Je v planu rozsifit metodu o dalsi

antibiotika a pfipadné sniZit limity detekce a kvantifikace a provést validaci.
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