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Antibioticka rezistencia

Antibioticka rezistencia je schopnost baktérii odolavat inhibi¢nym alebo letdlnym uc¢inkom
antibiotik. V dnesnom obdobi je otazka antibiotickej rezistencie u baktérii, ktoré sa spajaju
s bakteridlnymi ochoreniami velmi dolezita. Niektori vedci sa domnievaju, Ze pri sucasnom
trende vyskytu antibiotickej rezistencie v prostredi sa mozeme dostat do bodu, kedy uz
antibiotika nebudu voci bakterialnym infekciam vobec uc¢inkovat. Rovnako tak
farmaceutické spoloCnosti uz nevyvijaju nové antibiotikd, pretoze sa ich vyvoj ekonomicky
neoplati. Nositelmi antibiotickej rezistencie su baktérie, ktoré si volnym okom
nepozorovatelné organizmy a preto dokazu velmi lalko a nepovSimnuté preniknut do
akejkolvek sféry nasho zivota. Ako vlastnici rezistentnych génov a samotnej rezistencie voci
antibiotikam sa rezistentné druhy vyskytuju vSade tam, kde je pritomnost antibiotik, a kde je
pritomnost antibiotik je pritomny aj ¢lovek. CiZe vyskyt rezistentnych baktérii je viazany
hlavne na Cloveka a jeho ¢innosti. Rezervoarov rezistentnych baktérii je viacero, no jednym
z najzavaznejsich su prave odpadové vody.

Odpadova voda ako miesto stretu roznych antibiotik a réoznych baktérii

Obava z rozsirenia rezistencie na antibiotika existuje celosvetovo a tento problém nie je
obmedzeny len na klinickt sféru. Vacsina antibiotik, ktoré st podavané ludom sa bezne
vyskytuju aj v domdacnostiach a tie nakoniec skoncia v odpadovych vodach. Prave preto st
Sisti¢ky odpadovych vod (COV) jednym z hlavnych zdrojov rezistentnych baktérii a molekil
antibiotik, ktoré sa odtial $iria do Zivotného prostredia. COV prijimaji vodu z roznych
prostredi a lokalit, co umoznuje baktériam vymenu génov rezistencie v horizontalnom
prenose génov konjugdaciou, transforméciou alebo transdukciou. Jasné dékazy o vyvoji

a $ireni rezistencie z COV vsak este stéle nie st uplné. V COV v$ak dochadza k stretu
baktérii, antibiotik, biocidov, lieCiv a tazkych kovov, Co moze podporit prenos rezistentnych
génov. Najviac antibiotik pochddza prave z nemocnic a ludskych domacnosti. Tie vytvaraju
v COV na baktérie selek¢ny tlak, ktory selektuje prave rezistentné druhy s génmi
rezistencie. Deje sa tak preto, lebo v COV s koncentrécie antibiotik ovela niZsie ako je tomu
v klinickych podmienkach. Ukézalo sa, ze aj pod-limitné hodnoty antiobitik maju na baktérie
selektivny efekt a baktérie volia fenotypy rezistencie. COV je pre baktérie jedine¢né
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prostredie, ktoré obsahuje zmes roznych latok a preto moze predstavovat vaznu hrozbu
v suvislosti so Sirenim antibiotickej rezistencie. Je preto potrebné dalej skimat tento
fenomén.

Metody pouzivané pri analyze antibioticky rezistentnych baktérii

Metddy detekcie rezistencie u baktérii sa vyvijaju uz 70 rokov a objavili sa vo vedeckej sfére
s objavom antibiotik, pretoze sme po objaveni antiobitik prisli na to, Ze existuju aj baktérie,
ktoré antibiotikdm odolavaju. Spociatku bolo pri testovani antibiotickej rezistencie mozné
skumat iba rezistenciu u kultivovatelnych baktérii, kde procesu testovania predchadzala
kultivacia a Cistenie bakteridlnych kultur. Testovanie antibiotickej rezistencie je plne
pouzivané v klinickej mikrobioldgii, kde je potrebné pri pacientoch s bakterialnym
ochorenim testovat, na aky druh antibiotika je baktéria citlivd, aby ju bolo mozné
zlikvidovat. Pre urcenie rezistencie sa pouzivaju tzv. referenc¢né tabulky, kde sa popisuji
medzné hodnoty rezistencie. Jednou zo spolo¢nosti, ktora sa venuje priprave a aktualizacii
referenénych hodnot rezistencie je EUCAST, ktory plati pre Eurépu a CLSI zndmy

v Amerike. Pre odpadové vody vSak medzné hodnoty EUCASTu neplatia. Mozno vsak pouzit
hodnoty ECOFF, ktoré stanovil EUCAST ako spolo¢né epidemiologické hodnoty. Ich
nevyhodou vSak je monitorinig velkého mnozstva nezavislych izolatov. Izoldcia s klutivaciou
baktérii z prostredia ma vSak svoje obmedzenia, pretoze len velmi malo baktérii je v dnesnej
dobe kultivovatelnych. Preto je potrebné spajat kultivacné technicky s molekuldrno-
genetickymi metodami, ktoré dokau odhalovat gény skryté v nekultivovatelnych baktériach
a su zodpovedné za rezistenciu voci antibiotikam. Genetické metddy dokazu zachytavat
mutacie v genome, horizontalny prenos génov, mapovat celé gendmy sekvenovanim

a poskytovat tak informacie a prehlad o genetickom prostredi antibioticky rezistentnych
baktérii. Z genetickych metodik sa vyuziva napriklad kvantitativha PCR, ktora nepotrebuje
predchadzajucu klutivaciu. Je citlivou metdédou pre zachytenie rezistentnych génov, no
vyzaduje poznanie genetického kddu a sii¢asne je naviazana na tvorbu primérov, ktoré su

v PCR reakcii nevyhnutné na vyznacenie sledovaného genetického useku. Za pomoci qPCR
je mozné kvantifikovat mnozstvo génov zodpovednych za rezistenciu voci antibiotikam.
Dal$ou z genetickych analyz pouZzivanych pri detekcii rezistencie je metagenomika.
Metagenomika je sekvenovanie DNA celej komunity baktérii, pri ktorej nie je potrebna
znalost génov rezistencie. Metagenomika nema svoje obmedzenia na prostredie, nema
obmedzenie na gény rezistencie, pretoze sekvenuje ¢asti genémov a dokaze zachytit cely
rezistom. Je vSak zavisla na poznani sekvencie rezistentnych génov, ktoré su ulozené

v genetickcyh deatabazach. Vac¢sina metagenomickych studii je zamerena len na kratke
useky DNA a preto neobsahuju celt informdciu o sekvenovanych génoch. NovSou metdédou
je funkCna metagenomika, kde sa klonovanie a expresia envirnomentdlnej DNA uskutocnuje
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v hostitelovi ako je napriklad Escherichia coli. DNA sa klonuje v E. coli a sleduje sa
fenotypovy prejav hostitela. Jednou z nevyhod funk¢nej metagenomiky je jej narocnost
v klonovani a expresii génov v hostitelovi. NajnovSie metddy sa zameriavajui na vysoko-
rychlostné sekvenovanie a metody bez kultivacie. Existuje Siroka skala testovania
antibiotickej rezistencie vo vztahu k odpadovym vodam, a je len na vyskumnikoch aku
metddu zvolia, aby dokazali odpovedat na zvolené otazky.

Prenos génov rezistencie

Vysokd hustota baktérii v COV mozZe byt optimalnym prostredim pre horizontalny prenos
génov medzi baktériami prostredia a ludskych patogénov. Mobilné genetické elementy ako
su transpozdny (skacuce gény) boli najcastejSie identifikované v indikatorovych baktériach
ako su Enterococcus a koliformné baktérie, kde patri aj E. coli. Umiestnenie rezistentnych
mobilnych genetickych elementov st najcastejSie na plazmidoch, transpozénoch alebo
integronoch. Prave tieto elementy umoznuju lahky prenos rezistencie medzi baktériami
rovnakého druhu, rodu ale aj medzidruhovo a medzirodovo. Prenos génov v COV uz bol
dokazany u E. faecalis v Nemecku. Rychlost prenosu bola vsak 10-krat nizsia ako

v laboratérnych podmienkach, no prenos nastal. Nedavne studie dokazali, ze horizontalny
prenos génov je podporovany aj pod-limitnymi mnozstvami antibiotik. Metodiky na detekciu
prenosu génov v COV su zatial nedostatocné, takZe tu existuje priestor na ich zlep$enie ale
rovnako aj medzera v chapani tohto procesu.

Selekc¢ny tlak v odpadovych vodach

Selekény tlak hraje kliCova ulohu pri Sireni rezistentnych baktérii v odpadovych vodéch.

V stcasnosti je zname, ze aj nizke koncentracie antibiotik mézu viest k selekcii
rezistentnych druhov baktérii. V odpadovej vode to potom stazuje urcit bezpecnu
koncentraciu. Prave kvoli neznalosti presnych procesov selekéného tlaku v redlnych
podmienkach sa nam stazuje vyhodnotenie potencialnych rizik. Mobilné elementy nestce
gény rezistencie ¢astokrat obsahuju gény rezistencie voci viacerym antibiotikdm stucasne,
alebo aj gény pre rezistenciu voci dezinfek¢nym prostriedkom alebo tazkym kovom, ¢o vedie
eSte ku komplikovanejsiemu vyhodnoteniu.

Cistenie odpadovych vdd a rezistencia

Akonéhle sa rezistentné baktérie dostanti do COV, mézu v nej $irit svoje mobilné genetické
elementy rezistencie medzi ostatnymi druhmi a nepozorovane uniknit do vonkajsieho
prostredia. Existuju studie, kde sa popisuju situacie, Ze sa rezistentné baktérie vyskytuju

v COV a rovnako aj v ich dopadovych vodéach, ¢o naznaduje, Ze sa rezistentné gény dostali do
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vonkajSieho prostredia. Celkové hladiny boli znizené 10 - 100 nasobne, no neboli tplne
eliminované. Sledované profily rezistencie baktérii zahrnali vsetky typy rezistencie voci dnes
komerc¢ne pouzivanym antibiotikdm. Zistilo sa, ze nemocnicné vody prispievaju
rezistentnymi baktériami do COV iba 1 % a zvy$nych 99 % pripada na konumalne odpadové
vody z domdacnosti. Najcastejsie analyzované druhy baktérii z COV patria k spoloénym
ukazovatelom fekalnej kontamindcie: E. coli, vSetky koliformné baktérie a enterokoky.
Okrem iného sa v COV vyskytovali zndme a klinicky vyznamné druhy baktérii: meticilin
rezistentny Staphylococcus aureus, vankomycin rezistentny Enterococcus spp., ostatné
enterobaktérie, Pseudomonas a Acinetobacter. 1zolované boli aj baktérie rezistentné voci
chynolénom, karbapenémom a baktérie produkujice beta-laktamazy s rozsirenym spektrom
ucinku (ESBL). Dokazalo sa, Ze proces Cistenia odpadovych vod je priamo-imerny s poctom
bakteérii vyskytujucich sa v jednotlivych krokoch Cistenia. Zaujimava praca autora Guo

a kolektiv hovori o poklese baktérii rezistentnych na erytromycin, cefalexin, gentamicin

a ciprofloxacin a zvySeni poCtu baktérii rezistentnych na sulfadiazin, vankomycin, rifampicin
a tetracyklin po oSetreni UV Ziarenim v COV. V niektorych $tidiach sa popisuje aj jav, kde
antibioticky rezistentné baktérie ostali v rovnakych poctoch aj v dezifikovanych vodach.

Z toho vyplyva, Ze prostredie COV je vhodnym prostredim pre selekciu rezistentnych
druhov, ktoré mozu svoje genetické mobilné elementy odovzdavat dalej.

Okrem metdd zaloZenych na kultivécii sa v prostredi COV poutziili aj genetické metédy na
detekciu rezistentnych génov a zistilo, Ze COV obsahuje vietky doposial zndme gény
rezistencie. Aktivovany kal moze byt teda silnym zdrojom rezistentnych génov a méze cez
COV presijt bez obmedzenia. Je preto povazovany za zdroj rezistentnych génov a zdroj
baktérii obsahujice gény rezistencie.

Aktivovany kal

Proces aktivacie kalu je beznou metddou na odstranovanie zivin v odpadovej vody. V tomto
procese mikroorganizmy Zzijice v aerébnych podmienkach oxiduju uhlikaté zluceniny

a dusikaté latky, zhlukuju sa a vytvaraju kal, ktory sa odddeluje od kvapalnej fazy. Cast kalu
sa recykluje a zvysna Cast sa odstranuje ako kal prebytocny alebo splaskovy. Prebytoény kal
prechddza anaerdbnou digesciou a kompostovanim, predtym nez sa moze zapracovat
napriklad do pody. V porovnani s kalom sa ukazalo, Ze splaskova voda obsahuje rézne
baktérie a antibiotika a preto by sa prave splaskova voda mala skumat vo vztahu k
rezistencii a vplyvu na Zivotné prostredie. Rovnako bolo zistené, ze aj kal po kompostovani
obsahuje genetické mobilné elementy nesuce rezistenciu a mézu po pridani do pédy obohatit
podnu bakteriocendzu o rezistentné gény a zvysit tak mieru resistencie u baktérii zijucich

v pode. Odtial sa gény rezistencie mézu opat dostat k cloveku prostrednictvom
polnohospodarskych produktov.
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Vytok z COV

Vyskyt rezistentnych druhov a mobilnych rezistentnych genetickych elementov sa zvysuje po
prude do COV. V jednej zo $tudii, ktora sa vykonala v Nemecku sa po prude do COV zistilo
az 123 klinicky relevantnych génov rezistencie, vratane aminoglykozidovych, beta-
laktamovych, tetracyklinovych, rifampicinovych, trimetoprimovych, makrolidovych

a sulfonamidovych génov rezistencie. Taktiez sa nasli gény kddujuce viac-liekové efluxné
pumpy schopné poskytnut hostitelovi rezistenciu voci sirokej Skale zlicenin.

V $tudii z Ciny sa ukazala COV ako rezervoar génov voci tetracyklinovym, sulfénamidovym,
makrolifdovym a inym antibiotikdm.

Pokrocilé technologie spracovania

Pokrocilé technologie st zamerané na odstranenie vznikajucich kontaminantov, kde patria
lie¢iva, vyrobky osobnej hygieny a starostlivosti, zIiCeniny narusajuce endokrimny systém,
povrchovo aktivne latky, pesticidy a latky spomalujice horenie. Medzi pokrocilé technoldgie
Cistenia odpadovych vod, ktoré sa ukazali ako efektivne patria fotokatalyza, membranova
filtracia, adsorbcie aktivnym uhlim a pokrocilé oxidacné procesy. Gény rezistencie vSak
nedokdaze odstranit ani jedna z tychto pokrocilych metdd spracovania. Okrem toho, niektoré
z tychto pokrocilych metdd indukuju u baktérii tzv. SOS odpoved (vSeobecna odpoved bunky
baktérie na posSkodenie DNA), to zvySuje rychlost mutdcii v bakteridlnych bunkach a zvysuje
expresiu DNA-polymerdaz, ¢o moze viest ku genetickej necitlivosti voc¢i antibiotikdm. Preto je
potrebné pred pripadnym zavedenim tychto pokroc¢ilych metdd do praxe, najprv poriadne
preskumat ich dopad aj na tento problém.

Zaver

Cisticky odpadovych vod st véeobecne uznavany rezervoar rezistentnych génov a su
povazované za vhodné prostredie pre prenos rezistentnych génov. Gény rezistencie sa
naozaj vyskytuju vo vsetkych typoch odpadovych vod, ¢i uz sa jedna o komunalne,
nemocnicné alebo priemyselné odpoadové vody. V sucCasnoti je vSak velmi tazké posudit, Ci
je rozdiel v mnozstve génov rezistencie v konkrétnom prostredi relevantny. Z vysledkov
roznych autorov vyplyva, Ze ré6zne COV prindsaju rozny vysledky pri odstrafiovani génov
rezistencie, no zatial sa presne nevie aké faktory na to vplyvaji. Porovnavaniu jednotlivych
COV bréani nedostato¢nd legislativa a vSeobecne prijatych metdd a protokolov. Preto tu
existuju obavy, ze pokrocilejSie stupne oSetrovania odpadovych vod moze vyustit do
zvySovania a podpory rezistencie smerom do prostredia. Preto je nutné vyriesit tento
problém, ¢o najrychlejSie, eSte pred zavedenim progresivnejSich metod do Cistenia
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odpadovych vod. Analyzy rizik sa musi rozvijat skor ako vyvodime zavery aby sme nasli
skutocne efektivne rieSenie viacerych problémov sicasne.
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