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1. Uvod



V poslednich letech zafind mit odbornd vefejnost strach o rovnovahu ve
sladkovodnim i motském ekosystému, zejména diky znecistovani chemickymi latkami,
ke kterym léciva bezpochyby patii. Tyto chemikalie pak pusobi jak na zivocCichy, tak
i rostliny. Cistirny odpadnich vod nedokazou tyto latky Gplné vyfiltrovat, tak je zde na
misté, aby se zkoumal jejich efekt na vSechny slozky potravniho fetézce. Obavy

vyjadfuje i mnoho autort:

Sladké vody mohou byt ovliviiovany riznymi nebezpe¢nymi latkami, které se tam
dostavaji pomoci primyslovych a zeméd¢€lskych aktivit, vytokem ze skladek odpadii,
louhovanim a odtokem vody. Odhad kvality vody je velmi dilezity pro provedeni
monitoringu a programy minimalizace rizik zpisobenych nebezpenymi latkami ve

vodnim ekosystému. (Palma, P.; 2009)

Léciva jsou dilezitou a nepostradatelnou soucdsti moderniho Zivota. Nejsou
aplikovany pouze vhumanni a veterinarni medicing, ale také v zeméd¢lstvi

a akvakultute a jejich produkce a uzivani pfevySuje stovky metrickych tun roéné.
(Natecz-Jawecki, G.; 2006)

Léciva a produkty osobni péce (PPCP) jsou skupinou objevujicich se necistot,
ktera v poslednich letech ptitahuje znacnou pozornost. Tyto produkty, stejné jako jejich
metabolity a konjugaty, jsou uvoliiovany do vodniho prostiedi bud exkreci
a vylouhovanim lidského a zvifeciho odpadu, nebo oplachovanim naSich tél a odtokem
Spinavé vody. PPCP jsou pak detekovatelné jak v povrchovych, pitnych a podzemnich
vodach, distirnadch odpadnich vod, stejné tak 1 v piidach a sedimentech. Potencionalni
ekologicky vliv spojeny sPPCP je specifickym problémem vzhledem k jejich

kontinualnimu vstupu do vodniho prostiedi. (Kim, J. W.; 2009)

Doklad o spotfebé vybrané skupin€ IéCiv, tj. antibiotik, podava kuptikladu
Halling-Serensen (1998), ktery zjistil jejich uzivani v danské humanni i veterinarni
medicing vice jak 200 tun ro¢n€. Podle Parka (2008) piiblizng 23 tisic tun antibiotik je
vyrobeno kazdy rok a okolo 40 % se jich uziva jen v zemédélstvi. Celkové mnozstvi
veterinarnich antibiotik uZivanych k terapeutickym ucelim a jako ptfisady do krmiv
v Koreji za rok 2005 bylo okolo 1,5 tisice tun. V Ceské republice bylo za rok 2008 dle
MV-AISLP (2009.3) spotiebovano 12,7 milionii baleni.

Tato mnozstvi udavaji pouze jejich spotfebu. Bohuzel neni mozné urcit, kolik tun

se dostane ve form¢ parentni latky ¢i jejich metabolitt do volné ptirody.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Na%C5%82ecz-Jawecki%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

1.1. Cil prace

Cilem rigor6zni prace bylo navazat na moji diplomovou praci (Ekotoxikologicky
screening vybraného antibiotika), dale provadét ekotoxikologicky screening antibiotika
(ve form& 1é&ivého piipravku Augmentin® 625 mg a standardu amoxicillinu) a tim

rozsifit spektrum testujicich organismi.

Jelikoz uzivani antibakteridlnich 1€¢iv pro systémovou terapii v priabéhu let
neklesa a Sirokospektralni antibiotikum amoxicillin tvoii nezanedbatelnou ¢&ast této
spotteby, existuje zde moznost, zZe dochazi ke kumulaci v jednotlivych c¢lancich
potravniho fetézce. Proto jsem se rozhodla k dalsimu ekotoxikologickému testovani

dalsich organismt trofického fetézce.

Studovala jsem inhibici ristu na vodnim producentovi, jednobunééné zelené fase
Selenastrum capricornutum, akutni toxicitu na destruentovi, nalevnikovi Tetrahymena
pyriformis a souCasné jsem provedla rychly orientacni test Rapidtoxkit na
konzumentovi, kory$i Thamnocephalus platyurus pro zjisténi potencialni nebezpe¢nosti

latky v Zivotnim prostiedi.



2. Teoreticka ¢ast



2.1. Amoxicillin

2.1.1. Légivo Augmentin® 625 mg

2.1.1.1. Farmakodynamické vlastnosti

Mikrobiologie

Amoxicillin je polosyntetické antibiotikum s Sirokou antibakterialni aktivitou proti
fad¢ grampozitivnich i gramnegativnich mikroorganismt. Amoxicillin v§ak neni odolny
vac¢i beta-laktamazam, a proto spektrum samotného amoxicillinu nezahrnuje

mikroorganismy, které produkuji tyto enzymy. (SPC)
riIJH2 ’ | Amoxicillin (dle mezinarodniho
No s nazvoslovi [IUPAC: 7-[2-amino-2-(4-
,©/\: o N\>< hydroxyphenyl)-acetyl]amino-3,3-di-
HO’
© coon  Mmethyl-6-0x0-2-thia-5-azabicyclo

[3.2.0]heptane-4-carboxylic acid)

(www.drugbank.ca)

Kyselina klavulanova mé beta-laktamovou strukturu podobnou penicilinim. Ma
schopnost inaktivovat celou fadu beta-laktamaz ptitomnych v mikroorganismech
resistentnich vuci penicilinim a cefalosporinim. Plsobi dobfe zejména proti klinicky
vyznamnym beta-laktamazam produkovanym plasmidy, které jsou ¢asto zodpovédné za
pfenos rezistence proti 1ékim. Méné ucinnd je proti beta-laktaméze typu 1 produkované

na chromozomech. (SPC)

COOH Kyselina klavulanova (dle mezinarodniho nazvoslovi
‘3'\ — IUPAC: (2R,5R,Z)-3-(2-hydroxyethylidene)-7-oxo-4-
— oxa-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic  acid)
0 —OH (www.drugbank.ca)
H

Kyselina klavulanova obsazena v Augmentinu chrani amoxicillin pfed rozkladem
beta-laktamazami a vyznamné rozSifuje antibakterialni spektrum amoxicillinu
o mikroorganismy, které jsou normalné¢ vac¢i amoxicillinu, jinym penicilinim

a cefalosporiniim resistentni. Augmentin ma typické vlastnosti Sirokospektrého
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antibiotika a inhibitoru beta-laktamaz. Augmentin pisobi baktericidné na celou fadu

mikroorganismu:

Grampositivni aerobni: Bacillus anthracis, Corynebacterium sp., Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes, Nocardia asteroides,
Staphylococcus aureus, koagulaza negativni stafylokoky (v€etné Staphylococcus
epidermidis), Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus

pyogenes, Streptococcus sp., Streptococcus viridans.

Grampositivni anaerobni: Clostridium sp., Peptococcus sp., Peptostreptococcus
sp..

Gramnegativni aerobni: Bordetella pertussis, Brucella sp., Escherichia coli,
Gardnerella vaginalis, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Klebsiella sp.,
Legionella sp., Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
Pasteurella multocida, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella sp., Shigella sp.,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica.

Gramnegativni anaerobni: Bacteroides sp. (véetn¢ Bacteroides fragilis),

Fusobacterium sp..

Ostatni: Borrelia burgdorferi, Chlamydiae, Leptospira icterohaemorrhagiae,
Treponema pallidum. (SPC)

2.1.1.2. Farmakokinetika

Absorpce

Ob¢ slozky Augmentinu, amoxicillin 1 kyselina klavulanova, jsou pfi
fyziologickém pH dobfe rozpustné ve vode€. Po perordlnim podani se obé slozky dobie
arychle vstiebavaji. Optimalni absorpce je dosazeno, poda-li se Augmentin tésné pred

jidlem.
Farmakokinetické udaje

Vysledky dvou farmakokinetickych studii, kdy byly zdravym dobrovolnikiim
nala¢no podavany tablety 1x denné (a srovnani s podanim kazdé slozky zvlast’), jsou

shrnuty v nasledujici tabulce:
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Stredni hodnoty farmakokinetickych parametra
, r DéVka Cmax Tmax AUC -l-l/2
Podany 1k | =" | (ma/l) | (hodiny) | (mg.hodil) | (hodiny)

Augmentin

Amoxicillin | 625mg® | %90 | 69 L5 232 13

Amoxicillin 500 6,5 1,3 19,5 1,1
Augmentin

Kyselina | 625 mg® 125 2,8 13 73 08

klavulanova | Kyselina | 125 3.4 0.9 7.8 0.7
klavulanova

Sérové koncentrace amoxicillinu dosazené po podani Augmentinu jsou
srovnatelné¢ s koncentracemi, které nachdzime po peroralnim podéani ekvivalentniho

mnozstvi samotného amoxicillinu. (SPC)

Distribuce

Po nitrozilnim podani se daji terapeutické koncentrace amoxicillinu i kyseliny
klavulanové detekovat ve tkanich a intersticialni tekutiné. Terapeutické koncentrace
pripravku byly nalezeny ve Zzluéniku, bfi$ni tkani, kazi, tukové a svalové tkani

a v synovialni a peritonealni tekuting, ve Zluci a hnisu.

Amoxicillin i kyselina klavulanova se vazi slabé na plasmatické bilkoviny. Studie
ukazuji, ze asi 25 % kyseliny klavulanové a 18 % amoxicillinu z celkového mnozstvi
V plasmé se vaze na bilkoviny. Studie provadéné na zvitatech neprokazaly kumulaci ani

jedné slozky v organech.

Amoxicillin se da jako vétSina penicilint detekovat v matefském mléce. Stejné tak
se v matefském mléce daji detekovat stopovd mnozstvi kyseliny klavulanové. Uzivani
Augmentinu pii kojeni nevyvolava u kojence zadné nezadouci ucinky kromé rizika
sensibilisace spojeného s uvedenym vyluCovanim antibiotik do matetského mléka.
Reprodukéni studie provadéné na zvifatech prokazaly, ze amoxicillin i kyselina
klavulanova prochézeji placentarni bariérou. Nebyl vSak zjistén zadny piipad poruchy

plodnosti nebo poskozeni plodu. (SPC)

V madarské studii zahrnujici 6 935 kojencti nebyla zjisténa Zadna souvislost mezi
uzivanim Augmentinu v druhém a tfetim mésici té¢hotenstvi s vrozenymi vadami.
(Czeizel, A. E.; 2001) V jiné randomizované studii s 4 826 téhotnymi zenami byla
pozorovana souvislost mezi uzivanim amoxicillinu s kyselinou klavulanovou ve tfetim
trimestru a vyskytem nekrotizujici enterokolitidy u novorozenct. (Kenyon, S.; 2001, 2002)
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Vyluéovani

Amoxicillin se vylucuje, stejné jako ostatni peniciliny, pfevazné ledvinami,
zatimco klavulanat se vyluCuje ledvinami i mimoledvinovou cestou. Asi 60 — 70 %
amoxicillinu a asi 40 — 65 % kyseliny klavulanové se vylou¢i v nezménéné forme¢ moci

béhem prvnich 6 hodin po podani jedné tablety 625 mg.

10 — 25 % podaného amoxicillinu se vylou¢i moci ve formé inaktivni kyseliny
penicilové. Kyselina klavulanova se u ¢lovéka intenzivné metabolizuje na 2,5-dihydro-
4-(2-hydroxyethyl)-5-oxo-1H-pyrol-3-karboxylovou  kyselinu,  1-amino-4-hydroxy-

butan-2-on a oxid uhlicity, které se vylucuji mo¢i, stolici a plicni ventilaci. (SPC)

2.1.2. Spotieba antibakteridlnich 1é&iv a amoxicillinu v Ceské republice

2.1.2.1. Spotieba za rok 2007

Spotieba antibakterialnich 1é¢iv pro systémovou terapii v roce 2007 byla
12 021 610 baleni za pramérnou cenu 2 547 724 141 K¢, coz odpovidalo 72 635 122
spottebovanych definovanych dennich davek (DDD), tj. 19,3445 spottebovanych
definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den (DDD/t.o/d).

Na amoxicillin z toho ptipadalo 612 248 baleni za primérnou cenu 76 219 572
K¢, coz odpovidalo 7 594 300 DDD, tj. 2,0225 DDD/t.o0./d.

Na amoxicillin s enzymovym inhibitorem pfipadalo 1432516 baleni za
primérnou cenu 486 770242 K&, coz odpovidalo 14 496 698 DDD, tj. 3,8608
DDD/t.o./d. (MV AISLP; 2008.3)
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Podil spotirebovanych baleni za rok 2007

0O Amoxicillin

B Amoxicillin s
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2.1.2.2. Spoti‘eba za rok 2008

Spotfeba antibakterialnich 1éCiv pro systémovou terapii vroce 2008 byla
12 050 226 baleni za primérnou cenu 2 749 755 966 K¢, coz odpovidalo 74 012 422
spotfebovanych definovanych dennich davek (DDD), tj. 19,5329 spotiebovanych
definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den (DDD/t.o/d).

Na amoxicillin z toho pfipadalo 544 166 baleni za primérnou cenu 69 515 169
K¢, coz odpovidalo 6 532 861 DDD, tj. 1,7241 DDD/t.0./d.

Na amoxicillin s enzymovym inhibitorem pfipadalo 1549 536 baleni za
primérnou cenu 530817 992 K¢, coz odpovidalo 15913 048 DDD, tj. 4,1996
DDD/t.0./d. (MV AISLP; 2009.2)

Podil spotirebovanych baleni za rok 2008

A0
4% 30,

B Amoxicillin

B Amoxicillin g
eNzZymovym

83% inhibitorem

OOstatni
antibakterialni
1é¢iva

Podil z prumérnych cen za rok 2008
(v K¢)

B Amoxicillin

B Amoxicillin s
eNZymovym
mhibitorem

OOstatni

antibakterialni
léciva
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Podil spotirebovanych DDD za rok 2008

B Amoxicillin

B Amoxicillin g
eNzZymovym
mhibitorem

O Ostatni
antibakterialni
léciva

2.1.2.3. Spoti‘eba za roky 2005 - 2008

Na zakladé dat ziskanych z diplomové prace (DP; 2008) a MV-AISLP (verze
2008.3 a 2009.2) mohlo dojit k porovnani hodnot:

Spotieba baleni antibakterialnich léciv za
jednotlivé roky
ob ] 4 d | ®mAmoxicillin
N 91 95
A AMD 9 9{2\; o %bﬁ) 0 51&_
|| mAmoxicillin g
enzymovym
mnhibitorem
\‘5‘3? e \ e \ 59 | |D0statni
NP \ 0 5\0 539 antibakterialni
b3 S 6 | léciva
S
2005 20006 2007 2008

Pozn.: Data uvadéji pocet spotiebovanych baleni.
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2.1.3. Spotreba antibakterialnich 1é¢iv a amoxicillinu v nemocnicich Karlovy
Vary a Cheb za rok 2007 a 2008

Nemocnice v Karlovych Varech a Chebu, které patii pod Karlovarskou krajskou
nemocnici a.s., jsou dualezitymi centry pro poskytovani zdravotnické péce
v Karlovarském kraji. Se svymi 600 a 340 lizky jsou velkymi spotiebiteli nejen

v oblasti antibakterialnich 1é¢iv.

Spotieba antibakteridlnich 1é¢iv pro systémovou terapii za rok 2007 v téchto
nemocnicich ¢inila 35 145,4 baleni, ztoho na amoxicillin piipadlo 179 baleni a na

amoxicillin s enzymovym inhibitorem 2 758 baleni. (Mediox — verze 1.9.0)

Podil spotrebovanych baleni antibakterialnich léciv
v nemocnici Cheb a Karlovy Vary za rok 2007

0.5%

B Amoxicillin

B Amoxicillin ¢ enzymovym
mnhibitorem

O Ostatni antibakterialni
léciva

Podil spotrebovanych baleni jednotlivych lécivych
pripravku amoxicillinu a amoxicillinu s enzymovym
inhibitorem

12% 6% 4%

B Amoclen

ODuomox

O Amoksiklav

O Amoxicillin-Ratiopharm
B Augmentin

B Megamox
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Spotieba antibakterialnich 1é¢iv pro systémovou terapii za rok 2008 pak byla
42 483,9 baleni, ztoho na amoxicillin pfipadlo 208 baleni a na amoxicillin

S enzymovym inhibitorem 3 403 baleni. (Mediox)

Podil spotrebovanych baleni antibakterialnich léciv
v nemocnici Cheb a Karlovy Vary za rok 2008

0,5%

B Amoxicillin

B Amoxicillin ¢ enzymovym
inhibitorem

O Ostatni antibakterialni
léciva

Podil spotrebovanych baleni jednotlivych lécivych
pripravku amoxicillinu a amoxicillinu s enzymovym
inhibitorem

0,2%
2% 1750, _0,1%

B Amoclen

EDuomox

O Ospamox

O Amoksiklav

O Amoxicillin-Ratioph comp.
B Augmentin

B Megamox
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2.2. ZkuSebni organismy

2.2.1. Selenastrum capricornutum

Taxonomické zaiazeni
Algae (Rasy)

Rasy jsou vétsinou mikroskopicky pozorovatelné nizsi rostliny, které fadime
z hlediska charakteru bunky mezi organismy eukaryotické (jadro s jadernou
membranou). Jejich télo tvori stélka. Rasy Ziji pfevazné ve vodnim prostfedi, kde tvoii
autotrofni slozku spolecenstva. Jejich vyskyt je dan charakterem biotopu a ro¢niho
obdobi (sezonni dynamika druhit). Z hlediska obyvaného biotopu stojatych a tekoucich
vod lze rozlisit fasy fytoplanktonni (osidluji volnou vodu, vznaseji se pasivné nebo se
pohybuji pomoci bic¢ikli a brv), perifytonni (tvoii narosty na ponotfenych rostlinach,

kamenech a jinych substratech) a bentické (obyvajici dno). (Rihova Ambrozova, J.; 2008)

Zastupci jednotlivych oddé€leni se 1i§i submikroskopickou stavbou bungk,
sloZzenim fotosyntetickych barviv a typem zéasobnich latek. Paralelni vyvoj stélek
Vv pribehu evoluce zplsobuje jejich typové prolinani ve vSech oddé€lenich. (Hrdina, V.;
2004)

Kmen: Chlorophyta (Zelené rasy)

Zakladnim charakteristickym znakem celé skupiny je vyrazné zelené¢ zbarveni,
zpusobené pfitomnosti asimilacnich pigmentti ve skladbé: chlorofyl a a b, a a B-
karoteny a xantofyly (lutein, neoxantin, violaxantin a zeaxantin, u Ulvophyceae navic
sifonein a sifonoxantin). (Rihova Ambrozova, J.; 2008) Pomér chlorofyli a i b a a- a B-
karotenil je stejny jako u vySSich rostlin. Karotenoidy obcas piekryji ostatni barviva

jako slune¢ni filtr. (www.sinicearasy.cz)

Chloroplast ma dvé obalné membrany a 2 - 6 thylakoidd v jedné lamele. Je bez
spojeni s bunéénym jadrem. Ve vétsing piipadi je vyvinut pyrenoid — bilkovinné télisko
obsahujici RUBISCO - 1,5-ribul6zobifosfat karboxylazy (funkce tohoto enzymu je
vazat oxid uhliCity v temnostni fazi fotosyntézy). Na povrchu pyrenoidu je vétSinou
Skrob. V chloroplastu se nevyskytuji grana, jaka zname u vyssich rostlin. Zasobni latkou

je predevsim skrob, ktery se shromazd’uje v chloroplastech nebo na pyrenoidu. Jako
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dopliikové zasobni latky se vyskytuji mono- a disacharidy a jejich derivaty (alkoholy
aj.) a polyfosfatova zrna (volutin). Nékteré skupiny maji jest¢ n&jaké dalsi specifické

zasobni latky (napi. Ulvophyceae mannan a xylan). (www.sinicearasy.cz)

Rozdéleni zelenych tas do jednotlivych taxonomickych tiid je dano postavenim

bicikd, pribéhem mitdzy a charakterem bunééné stény. (Rihova Ambrozova, J.; 2008)

Zelené tasy jsou velice Siroka skupina. Jeji pfislusnici maji vS§echny druhy stélek,
jen rhizopodialni typ se vyskytuje pouze jako gameta u Zygnematales. Odvozené;si

skupiny zelenych fas maji vétSinou i komplikovangjsi typ stélky.

Celd skupina je natolik rozsahld a rozmanitd, Zze sice existuji nckteré typy
rozmnozovani, které se daji oznacit jako obecné, ale skoro kazda ze skupin mé vyrazna

specifika.

> Nepohlavni rozmnozovéani: - bic¢ikovci se nepohlavné rozmnozuji
schizotomii, jednobunééni se rozmnozuji sporulaci, tzv. cytogonii. Typy

zijici v coenobiich se rozmnozuji dcefinymi coenobii, vlaknité typy se

vegetativné déli tzv. cytotomii.

» Pohlavni rozmnozovani: — obecné izo-, anizo- i oogamie, s fadou ruznych

variant a specifik.

v

Maji nékolik typl pribehu mitdzy: Nejprimitivngj$i je uzavienda vnitrojadernd

pleuromitdza. VétSina zelenych fas ma ortomitézu. (www.sinicearasy.cz)
Ttida: Chlorophyceae (Zelenivky)

Zelenivky jsou fasy s jednobunéénou nebo mnohobunénou stélkou. Ziji
jednotlivé nebo v koloniich nebo cenobiich. Vegetativni buiiky zelenivek jsou

jednojaderné, zpravidla s jednim chloroplastem. (Leifertova, 1.; 1990)

Druhové bohatéd tiida zelenivek obsahuje volné zijici bicikovce, jednobunécné

kapsalni (gleomorfni) a kokalni fasy.

Znacnou cast buniky zelenivek zaujima chloroplast. Obsahuje tylakoidy sdruzené
Vv lamely. U vétSiny druhti je pouze jeden chloroplast, ktery Casto obsahuje jeden nebo
neékolik pyrenoidii. Vlastni télisko (matrix) pyrenoidu je kulovité nebo ovalné. Na
povrchu pyrenoidu byvaji ulozena zrna Skrobu a dal§i pak jsou ulozena portznu

Vv chloroplastu. Dalsi strukturou chloroplastu byva cervené stigma. Obsahuje beta-
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karoten a vétsi mnozstvi proteinti. Barva chloroplastl je zelend, pfi nedostatku Zivin

(zejména dusikatych) bunky zastavuji déleni a zloutnou.

Bunécné stény velké skupiny kokalnich zelenych fas jsou polysacharidové
s chemicky rezistentni povrchovou vrstvou, zpravidla nazyvanou sporoloprotein. Volné
zijici bi¢ikovcei rodu Dunaliella nemaji pevnou bunéénou sténu, jejich povrch pokryva
pouze plasmatickda membrana. U fadi Chlamydomonadales a Volvocales se buné¢na
sténa nazyva chlamys. Je pevnd a pruzna, u plné vyvinutych bun¢k miize byt
vicevrstevnata. Jeji dulezitou slozkou je aminokyselina hydroxyprolin, na rozdil od

dalsich radi je tato sténa glykoproteinova.

Jadro je kulovité, s jadérkem, obklopené diktyozomy a mitochondriemi. V bufice

byva jediné jadro. (Kalina, T.; 2005)

Déleni je uzaviena nebo castecné oteviena ortomitodza, pii niz se vytvari fykoplast.

Z endoplazmatického retikula vzniké tzv. septum, které oddéluje dcefiné protoplasty.

Nepohlavni rozmnozovani probiha pomoci nahych zoospor s CW a DO pozici
bazi bicikl, n€kterd typy se rozmnozuji rovnéz autosporami. Pohlavni rozmnoZzovani -
izogamie a anizogamie, vzacné oogamie (fad Oedogoniales). (www.sinicearasy.cz)

Neptiznivé podminky pretrvavaji zelenivky v podobé akinet (tlustosténné
nepohyblivé bunky). (Leifertova, I.; 1990)

Ttida obsahuje asi 500 rodt a 3 000 druht. (Kalina, T.; 2005) Vzhledem k obrovské
§ifi skupiny nemaji Chlorophyceae spole¢nou ekologii, snad jen to, ze velka vétSina
zastupctl jsou sladkovodni typy, ale zahrnuje také znacné mnozstvi zastupcti pidnich,
aerickych a extrémofilnich. (www.sinicearasy.cz)

Rad: Chlorococcales

Heterogenni skupina ptevazné sladkovodnich fas, obsahujici velky pocet roda.

Klasifikace a taxonomie jednotlivych rodi je neustalena. (Kalina, T.; 2005)

Tento fad obsahuje mononuklearni druhy s kokélni stélkou. Dle rozmnozovani se
daji rozd€lit na zoosporinni, autosporinni a coenobialni typy. (www.sinicearasy.cz)

Tyto fasy byvaji dominujici slozkou mikrofléry nasich vod a ptdy. Chlorokokalni
fasy se snadno péstuji v kulturach jako pfedpokladany zdroj bilkovin pro vyzivu

a izolaci ucinnych latek. (Leifertova, 1.; 1990)
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Rod: Selenastrum

Rod Selenastrum ma mésickovité nebo srpovité buiky, které jsou delsi nez Sirsi
asiln¢ zakfivené nebo zamotané. Muze tvofit nemucilagenni kolonie z klastra,
skladajici se ze4, 8 a 16 bunék, které nejsou propleteny a misto toho se dotykaji

vypouklymi stranami. (silicasecchidisk.conncoll.edu)

Dominuje Vv letnim a podzimnim fytoplanktonu stojatych vod, kde je casto
s jinymi druhy hlavnim primarnim producentem. (Kalina, T.; 2005) Patii mezi autosporinni

typy. Buiiky jsou rohli¢kovité, bez pyrenoidu, uloZené ve slizu. (www.sinicearasy.cz)

Druh: Selenastrum capricornutum Prinz (syn. Ankistrodesmus subcapitata,
Kirchneriella subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata) (www.fritschalgae.info
/index.html)

Selenastrum capricornutum je nejcastéji uzivany biomonitor ke zhodnoceni

ruznych Grovni zivin a toxint ve sladkovodnim prostiedi. (silicasecchidisk.conncoll.edu)

Selenastrum capricornutum je bézné uzivana ve standardnich fasovych testech

toxicity (ISO 1989) jako modelovy organismus pro sladkovodni fasy. (Holten Liitzheft, H.
H.; 1999)

Selenastrum capricornutum (foto: silicasecchidisk.conncoll.edu)
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2.2.2. Tetrahymena pyriformis

Rise: Chromalveolata
Rise obsahuje ¢tyfi hlavni skupiny s mixotrofni vyZivou.

Druhy, které obsahuji chloroplasty, vznikly sekundarni endosymbi6zou, kdy
eukaryotni buiika pohltila jinou eukaryotni buiiku, ktera jiz obsahovala plastid ziskany
primarni endosymbi6zou. Jejich chloroplasty vzdy obsahuji chlorofyly c.
Nefotosyntetické skupiny fazené mezi Stramenopila ztratily chloroplasty az druhotné.
Dalsi skupina zahrnuje piivodce toxoplasmozy, kryptosporidiozy, kokcidiozy a malérie.
(Kalina, T.; 2005)

Podfise: Alveolata

Maji pod svou cytoplazmatickou membranou ploché vakuoly, zvané kortikalni
alveoly. Tyto struktury, tvofené celulézou nebo jinymi latkami, jsou ohrani¢ené jednou
membranou a spolecné tvoii tzv. pelikulu, zajistujici bunice tuhost a pruznost. (Volf, P.;

2007)

vvvvvv

obrnénky (Dinozoa, Dinoflagellata, Dinophyta), vytrusovci (Sporozoa) a nalevnici
(Ciliophora). Uvedené skupiny maji vyvojové vztahy sfis§i hub a fi§i Zivocichu.
Fotoautotrofni druhy jsou pouze mezi obrnénkami. (Kalina, T.; 2005)

Kmen: Ciliophora

Ciliophora ziskali své jméno na zakladé metody lokomoce: plavou pomoci cilii.
Cilie jsou kratké, vlasim podobné vybézky cytoplazmy slozené z mikrotubult

obklopenych bunéénou membranou. Cilie mohou piivadét potravu.
Jsou to mnohojaderné organismy.

Mohou se rozmnoZzovat pohlavné i nepohlavné. NejcastéjSim zplisobem asexualni
reprodukce je déleni. Do genetické vymény béhem sexualni reprodukce se zapojuje
mikronukleus, pficemz po konjugaci a nasledném dé€leni vzniknou cCtyfi identické

organismy.

Ciliophora jsou ptevazné sladkovodni organismy a maji ¢asto vztah k bakteriim,

které pro n€¢ mohou i nemusi byt Skodlivé. (microbewiki.kenyon.edu/index.php/Ciliophora)
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Ttida: Ciliata (Ndlevnici)

Nalevnici jsou vyvojové nejpokrocilejsi skupinou prvoki. Velikost bunék se
pohybuje v rozmezi 10 um az 4 500 pum. Tvar téla je vétSinou ovalny. Brvy jsou
rozmistény po celém povrchu téla nebo jen na nékterych ¢astech v pravidelnych fadach.
K pfijmu potravy slouzi cytostoma, které je umisténo na povrchu téla, v prohlubni
(atrium), v dutin¢ (vestibulum) ¢i v ustni dutiné¢ vybavené vysoce specializovanymi
skupinami brv. Existuje i pfedustni prohluben. U nékterych druhti je ustni dutina na
pfednim konci rozeviena v tzv. piiGstni pole, tj. peristom. Krom¢ peristomu se
vyskytuje nalevkovity utvar, tj. infundibulum. Cytostoma je umisténo terminalné, tj. na

konci téla anebo na bfisni, tj. ventralni strané.

Povrchova vrstva buiiky, tzv. kortex, ma slozitou stavbu. Svrchni vrstva kortexu,
pelikula, ma rizny povrchovy reliéf, popt. je zménéna v tuhy krunyt. Hlubsi vrstvou
kortexu je infraciliatura, ktera obsahuje kinetosomy, tj. bazalni téliska fasinek a systém

fibril a mikrotubultl (kinetosomy bez fasinek - buiiky jsou neobrvené).

Rada kinetosomii a jejich fasinek tvoii tzv. kinetu. Kinety jsou vyznamnou
sloZkou tustniho Ustroji, obrveni ust je hlavnim voditkem pro determinaci. Podélné télni
kinety vedouci od pfedniho pélu buiiky k zadnimu se nazyvaji meridiany (taxonomicky
znak). Rasinky se vyskytuji nejen v fadach, ale i jednotlivé jako tzv. skakaci pruzné
Stétiny. Specidlnim pifipadem je vznik cir, které vznikly spojenim fasinek (skupina
Hypotrichida). Dle umisténi cir na té€le nalevnika se rozliSuji ciry frontalni - na pfednim
konci; ventralni - na bfiSni stran¢; marginatni - dvé fady po stranich; transverzalni -

pficné ulozend skupina silnych cir v zadni ¢asti téla; ocasni - na konci téla.

Typickym znakem ndlevnikil je pfitomnost dvou typl jader. Mikronukleus je
diploidni a ma prvofadou ulohu pifi pohlavnim rozmnozovani. Je maly, kulovity
a zaziva nepozorovatelny. Makronukleus (u primitivnich druht diploidni) byva spise

zmnoZeny a fidi procesy v burice. Je vétsi a riizného tvaru.

Nalevnici tvoii duleZitou slozku potravnich fetézcl, jsou indikéatory zneciSténi
vody, podileji se na samocisticich pochodech ve vodnim prostiedi. (Rihovd Ambrozova, J.;
2008)

Nadrad: Oligohymenophorea (Chudoblanni)

Zastupci nadfadu nalevnikt Oligohymenophora maji skute¢nou ustni dutinu, ktera

muze byt druhotné oteviena a tvofi peristom ¢i se zuzuje v infundibulum. K obrveni
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ustniho ustroji patii fada bo¢n¢ spojenych tasinek tvofici blanity utvar, tzv. paroralni
membranu, kterd presahuje obrys téla. (Infraciliarnim zédkladem paroralni membrany je
haplokineta, tj. fada stfidavé vpravo a vlevo postavenych kinetosomti, pouze vnéjsi jsou
obrvené. V ustni dutin€ jsou dalsi Utvary, napi. adoralni zéna membranel, jejichz
zakladem je polykineta, tj. vice soub&ézné probihajicich tfad husté sestavenych
kinetosomt.) Potravu si piivifuji. U tadu Peritrichida se vyskytuje Zlaznaté zatizeni,
produkujici stvol, kterym nalevnici ptisedavaji k podkladu. U nékterych rodi miize
obsahovat stazitelné svalové vlakno, tj. myonema, umoziujici rychlé stazeni. Zastupci
této skupiny mohou Zzit i v koloniich, jedinci v kolonii se oznacuji jako zoidy. (Rihova

Ambrozova, J.; 2008)

Rad: Hymenostomatida

Stfedni aZ velké formy, 50 az 250 pm, bez ocasnich §tétin, napadné Ustni Ustroji.
Lokomoc¢ni pas chybi a télo maji pokryté meridiany. (Rihova Ambrozova, J.; 2008)

Rod: Tetrahymena (Hrusticka)

Té¢lo maji hruskovité az vejCité, vpredu zaspicatélé. Pied tstni dutinou jsou télni
kinety oddéleny pfedustnim Svem. V ustni duting jsou tfi membranely, na bfiSni strané

1 — 2 postoralni kinety. (Rihova Ambrozova, J.; 2008)
Druh: Tetrahymena pyriformis Ehrenberg

Télo méa ovoidni a uniformné obrvené, usta pifiblizn¢ trojtihelnikova. Kulaty
makronukleus je situovan uprostied a je obvykle doprovazen 1 mikronukleem
a kontraktilni vakuola je blizko zadni casti. (www.nies.go.jp) Makronukelus prvoka
Tetrahymena pyriformis obsahuje 12—14krat vice DNA nez mikronukleus a prakticky
reprezentuje kompletni obsah DNA builkky. Makro- a mikronukleus davaji silné
pozitivni fytochemickou reakci DNA. (Stefanidou, M. a kol.; 2001)

Tetrahymena je ¢lenem heterotrofni volné Zijici mikrofauny vodniho ekosystému,
kterd zaobird prvni trofickou uroven. S ostatnimi nalevniky hraje klicovou roli
V pfenosu energie uvniti mikrobidlni smycky a je indikatorem vcasného varovani pfi
zne€isténi.

Je to prava eukaryotickd buiika, ktera miize byt snadno kultivovana s kratkym

generickym ¢asem v definovaném médiu. V mnoha studiich se tento organismus pouzil
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jako alternativni bunéény model pro in vitro toxikologické testovani riznych chemikalii

vcetng pesticidi, té¢zkych kovi, 1éCiv a organickych sloucenin. (Bonnet, J. - L., a kol.; 2007)

Prvok Tetrahymena pyriformis je vhodnym experimentalnim modelem pro

funk¢ni, farmakologickeé, toxikologické nebo imunotoxické studie. (Stefanidou, M. a kol.;
2001)

Tetrahymena pyriformis je jeden z nejbéznéji pouzivanych obrvenych prvoki pro

laboratorni vyzkumy. (Sauvant, M. P. a kol.; 1999)

NIES-403 Tetrahymena pyriformis 10 um

Tetrahymena pyriformis (foto: www.nies.go.jp)

2.2.3. Thamnocephalus platyurus

Kmen: Arthropoda (Clenovci)

Kmen clenovci je nejpocetnéjsi skupina organismi s vysokym stupném télesné
organizace. Télo je sloZzeno z né€kolika segmentl, clankované jsou rovnéz koncetiny,

kryté chitinem. (Rihovd Ambrozova, J.; 2008)
Podkmen: Crustacea (Korysi)

Zahrnuji milimetrové az nékolik desitek centimetri velké, pfevazné vodni

¢lenovce. T¢€lo i konéetiny maji ¢lankované. Pocet ¢lankd je proménlivy (10 — 50).

Jsou to prevazné vodni ¢lenovcei, velmi malo druhti je suchozemskych, ale i tyto
preferuji vysokou vzdusnou vlhkost. Clankované télo je ¢lenéno na oddily (tagmata):
hlava, hrud’ a zade¢ek. Casto dochazi ke sriistu nékolika hrudnich ¢lankd s hlavovym

oddilem za vzniku hlavohrudi. U starobylych forem je clenéni téla na hlavu a trup
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(truncus). T¢€lo je kryté kutikulou, kterd muze byt siln€ inkrustovdna uhli¢itanem

vapenatym a vytvaret tak krunyf.

Koncetiny jsou bud’ jednovétevné a slouzi pak obvykle klezeni nebo jsou
rozeklané, dvouvétevné (biramni) — ty slouzi vétSinou k plavani, pfihanéni a filtraci

potravy, dychéni aj.

Hlava je zakonéena akronem (prvni télni ¢lanek, ktery je bez koncetin) a dal§imi
peti clanky nesouci organy koncetinového piivodu: antenuly a anteny (tykadla prvniho
a druhého paru), mandibuly (kusadla) a dva pary maxil (Celisti). Hrud’ je z rGzného
poctu ¢lankd, koncetiny na prvnich tfech clancich jsou c¢asto modifikovany
v maxilipedy (Celistni nozky). Ostatni hrudni konéetiny maji bézné pohybovou funkci,
mohou také slouzit k dychani, filtraci potravy nebo k rozmnozovani. Posledni télni

¢lanek je bez koncetin a byva v ném fitni otvor.

Travici soustava je trubicovita, rizn€ diferencovand. Dychacimi organy jsou zabry
ve form¢ epipoditovych piivéski na koncetindch. Cévni soustava je oteviena
s dominujici dorzalni cévou. Vylu€ovacimi organy jsou modifikovand metanefridia bud’
u baze druhého paru Celisti — maxilarni Zlazy, nebo u druhého paru tykadel — antendlni
zlazy. Nervova soustava je u nizsSich tfid koryst tvofena parovitymi ganglii
Vv jednotlivych télnich ¢lancich téla, pricemz prvni je nejvétsi. U rakovet dochazi ke
splyvani ganglii v hlavé s vytvofenim mozkového ganglia délené¢ho na tfi casti. Jako
smyslové organy mohou byt vytvofeny rizné mechanoreceptory umisténé nejcastéji na

tykadlech. (Sedlik, E.; 2003) Dychaji Zabrami. (Rihova Ambrozova, J.; 2008)

Korysi jsou vétSinou gonochoristi, nékdy je pfitomna parthenogenese. Pohlavni
zlazy jsou parovité a maji parovité vyvody. U nizSich tfid je vyrazny pohlavni
dimorfismus — samci byvaji mensi. Vyvoj je pfimy nebo ptes larvalni stadium. Typt
larev je mnoho, ale zdkladnimi typy jsou nauplius a zoea. (Sedlak, E.; 2003)

Korysi jsou vazani na vodu nebo alesponi na vlhké prostiedi. VétSina z nich zije
v mofich. Objevuji se ve vSech hloubkach. VétSinou Ziji benticky, ncktefi se

pfizpusobili planktonickému nebo nektonnimu zplsobu zivota. Mnozi korysi jsou

filtratofi, n€kteti jsou dravci nebo paraziti.
Ttida: Brachiopoda (LupenonoZci)

Tato tfida se sklada z ¢tyt Zzijicich skupin: Anostraca, Notostraca, Cladocera

a Conchostraca a dvou fosilnich.
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S vice jak 800 popsanymi druhy, je obtizné zevSeobeciiovat tuto skupinu. VétSina
jich zije v sladkych ¢i brakickych vodach a jen malo jich je motskych. Vajicka jsou
schopna po dlouhou dobu piezivat v obdobi sucha a pii styku s vodou se lihnou, ¢ehoz

se vyuziva v balenich dodavanych do zverimext jako krmivo pro akvarijni zvirata.

Hrud’ a bficho jsou u vétSiny spojené nebo nerozeznatelné. Jejich piivésky jsou
obvykle lupenonozky, pficemz nékteré skupiny maji téchto piivéskll vice nez ostatni.

Maji kombinaci parovych slozenych ocek a/nebo jednoduchého stiedového oka.

Mnozi jsou schopni partenogeneze, ale néktefi pouzivaji jiné strategie

rozmnozovani.

Tito zivocichové pfijimaji potravu mnoha cestami. Jedni se krmi suspenzi,
tvofenou bud’ pohyblivymi organickymi ¢éasticemi, nebo jimi rozvifenym sedimentem.
Dalsi seskrabuji organicky povlak ze zrnek pisku a skal. Mala ¢ast lovi mensi ZivocCichy.
(www.ucmp.berkeley.edu)

Rad: Anostraca (Zvdbronoz'ky)

Anostraca maji télo dlouze protahlé a ze stran smacknuté. T¢€lo je tvoreno hlavou,
11 hrudnimi ¢lanky a 9 zadeckovymi ¢lanky s furkou (ploutvovité lupinky). Hrudni
koncetiny nesou po 1 paru listovitych nozek, antenuly jsou bicikovité. (Rihova Ambrozova,
J.: 2008)

Celed’: Thamnocephalidae

Tato celed’ obsahuje Sest rod: Branchinella, Branchinellites, Dendrocephalus,
Gurneya, Simplicephalus a Thamnocephalus. Nékteré druhy jsou bézné, ale vétSina ma

ziejme& omezené rozsifeni (Timms, B. V.; 2004)

Od ostatnich zabronozek se 1isi telsonem redukovanym a nejasnym od koncového
abdominalniho segmentu. Samctim chybi frontalni pifivésky, maji penes s rigidni bazi

a apikalnimi trny. Samicky maji trny na labru. (Williams, W. D.; 1980)
Rod: Thamnocephalus
Druh: Thamnocephalus platyurus Packard, 1877

Barva fylopodii je siln€ variabilni, 1i$i se od mista k mistu a od jednoho Zivotniho
stadia k jinému. Jejich barva sahd od prusvitné k Sedé, modré, zelené, oranzové az
k nacervenalé, pravdépodobné fizené typem stravené potravy. (Maeda-Martinez, A. M.;
1995)
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Thamnocephalus platyurus se vice nez 10 let pouziva v riznych
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ekotoxikologickych studiich jako ekonomiétéjsi varianta k jinym testim s korysi.
(Nalecz- Jawecki, G.; 2006)

T. platyurus by mél byt vedle Vibrio fisheri uzivan v akutnich testech pro

ekotoxikologicky monitorovaci program vodnich nadrzi. (Palma, P.; 2009)

Tento organismus obsadil rizné urovné vodniho ekosystému a je dobrym
modelem pro predpoveéd toxicity polutantti v ekosystémech. V porovnani s Daphnia

magna je znacné citlivéjsi K mnoha chemikaliim. (Kim, J. W.; 2009)

Thamnocephalus platyurus (foto: www.microbiotests.be)
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3. Experimentalni ¢ast
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3.1. Testovaci organismy

Rasa Selenastrum capricornutum

Imobilizované tasy ve formé kulicek jsou soucasti baleni Algaltoxkitu F, které

dodava firma MicroBioTests Inc.

Centrifugacni zkumavky s kuli¢kami fas Selenastrum capricornutum vcéetné média

jsou skladovany v temnu pii 5 + 2°C.

Nalevnik Tetrahymena pyriformis

T. pyriformis byl ziskdn jako zasobni kultura z katedry parazitologie

Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Zkumavky jsou uchovavany pfi teploté 20 °C za dostate¢ného piistupu kysliku.

Larvalni stadium kory$e Thamnocephalus platyurus
Cysty jsou soucasti baleni Rapidtoxkitu, které dodava firma MicroBioTests Inc.

Plastové zkumavky s cystami Thamnocephalus platyurus jsou uchovavany

v chladu pii 4°C. Z cyst jsem nechala vylihnout larvy, pro pokus stati 30 — 45 hodin.
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3.2. Chemikalie, pomiicky a zaiizeni

3.2.1. Pouzité chemické latky

Pouzité 1é¢ivo
. ®
Augmentin™ 625 mg

- drzitel rozhodnuti o registraci: Smithkline Beecham Pharmaceuticals, Brentford,

Velka Britanie
- baleni: POR TBL FLM 21X625MG+SACEK
- ATC skupina: JO1CR02

- ucinnd latka: Amoxicillinum trihydricum 574 mg (coz odpovidd 500 mg
amoxicillinu) a Kalii clavulanas 149 mg (coz odpovida 125 mg kyseliny klavulanové)

V jedné tableté

- pomocné latky: Magnesium-stearat, sodnd sul karboxymethylSkrobu, koloidni
oxid ktemicity, mikrokrystalickd celulosa, oxid titanicity, hypromelosa 2910/5,
hypromelosa 2910/15, makrogol 4000, makrogol 6000, dimetikon

- lékova forma: Potahovana tableta
- kod SUKL: 86148

- registracni Cislo: 15/141/84-C

Standard ucinné latky
Amoxicillin SIGMA® 1 g

- vzorec: C16H19N305S

- molarni hmotnost: 365,40 g.mol™

- vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA
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Ostatni chemikalie

Voda ziskana reverzni osmézou
Kyselina chlorovodikové (HCI)
Hydroxid sodny (NaOH)

Dichroman draselny (K,Cr,07)

3.2.2. Pomucky a pristroje

Pomiicky

Plastové testovaci desticky s 96 jamkami
ALGALTOXKIT F

PROTOXKIT F™

RAPIDTOXKIT™

Petriho misky sklenéné (o priiméru 10, 5 cm)
Sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem
Zabrusové zkumavky sklenéné s uzavéry
Zkumavky centrifugaéni

Automatické mikropipety a Spicky firmy Braun (100 — 1 000 pl, 20 — 200 pl, 0,5 —
5ml)

Stojany na zkumavky
Pipety plastové malé
Erlenmayerovy baiky
Laboratorni 1zi¢ky

Vazenky

33



Sklenéné tyCinky

Kadinky

Odmeérné banky

Teflonové michadlo
Ochranné rukavice

Parafilm

Exsikator

Rousky

Lihové fixy na popisovani
Cerné papiry

Pristroje

Predvazky Kern 440-47N
Analytické vahy Kern Abj
pHmetr pH/Cond 340
Oxymetr Oxi340i

Michacka MM2A (Laboratorni pfistroje Praha)
Termostat VTB Binder
Termostat MicroBioTest Inc.
Ultrazvukova lazen Bandeln
Stereomikroskop

Ptistroj na reverzni osmézu Water Purification System
Lednice

Pocita¢ s readerem Anthos 2010
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3.3. Provedeni experimentu

3.3.1. Pfiprava a provedeni experimentu pomoci Selenastrum capricornutum

— stanoveni akutni inhibice rustu

Pii vlastnim testovani se vychazelo z Algaltoxkitu F, ktery byl upraven dle
moznosti laboratofe na usporadani ve zkumavkach. Test se pouzivd ke stanoveni

toxicity chemikalii a odpadnich vod. Jeho vyhodou je vysoka citlivost a nizké cena.

Principem je inhibice rustu fas po 72 hodinach ptisobeni testované latky.

Priprava kultiva¢niho média pro rasy

Do odmérné bariky o objemu 1000 ml se nalije 800 ml deionizované vody a piida
10 ml vyzivného roztoku (Nutrient Stock) z lahvicky A a 1 ml z nadobek B, C a D. Dale
se prida po rysku deionizovana voda a zhomogenizuje se obsah. Dle potieby se upravi

pH na 8 £ 0,2 s pouzitim 0,01 M kyseliny chlorovodikové nebo hydroxidu sodného.

De-imobilizace ras

Z centrifugacni zkumavky obsahujici fasové kulicky se vylije tekutina a piida 5 ml
rozpousStéciho média (Matrix dissolving medium). Uzaviend zkumavka se pak razné
protiepava kazdé 2 minuty, aby se matrix Uplné rozpustil. Poté se zkumavka
centrifuguje 10 minut pii otackach 3 000 rpm, vylije supernatant a pfida se 10 ml
deionizované vody a resuspenduje obsah. Opét se centrifuguje 10 minut pii otackach
3 000 rpm a slije se supernatant. Pfida se 10 ml kultivacniho média pro fasy a opét se

protiepe pro resuspendaci fas.

Piiprava koncentrovaného rasového inokula

Obsah centrifuga¢ni zkumavky se nalije do 100 ml kalibrované barnky a piida se
fasové kultivaéni médium po rysku. Baika se zazatkuje a protfepe do homogenizace
fas. Ze suspenze Se odebere nékolik kapek, které se kapnou do Biirkerovy pocitaci

komurky. Zjisti se koncentrace rasové kultury (pocet bunék v komirce se nasobi 5 000)
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a dle vzorce se vypocte potiebny objem inokula tak, aby koncentrace ve zkuSebnich
zkumavkéch byla 1.10% bungk/1 ml:

Voc
X =
a
X potiebny objem inokula v ml
c pozadovana hustota fasové kultury na za¢atku testu (pocet bunék v 1 ml)
\Y mnozstvi testovaného roztoku v ml
a hustota inokula¢ni kultury (pocet buné¢k v 1 ml)

Potfebny objem inokula se pak doplni kultivacnim médiem pro fasy.

Priprava testované latky

Testovana latku vcetné standardni toxické latky (dichroman draselny, K,Cr,07) se
testuje v molarnich koncentracich. Mnozstvi latky, které odpovida nejvyssi koncentraci,
se navazi arozpusti v zdbrusové zkumavce. Jako rozpoustédlo se pouzije pfipravené

fasové kultivacni médium. Pro dokonalé rozpusténi se mlZze pouzit ultrazvukova lazen.

Koncentracni fada se pfipravi nafedénim vzorku s nejvyssi koncentraci. Faktor

fedéni je 0,5.

Vlastni provedeni pokusu

Pokusy se provadi ve sklenénych zabrusovych zkumavkach. Pro kazdou

testovanou latku se pouzije 6 zkumavek a pro kontrolu pokusu 2 zkumavky.

Do kazdé zkumavky se vlozi 5 ml suspenze fas a 1 ml roztoku testované latky
z koncentracni fady a lehce se protiepe. Vysledna fasova koncentrace ve zkumavce je

1.10* bunék/1 ml.

Zkumavky, umisténé ve stojanku v nahodném potadi, se inkubuji 72 hodin a po
celou dobu kultivace se udrzuje konstantni bo¢ni osvétleni 10 000 lux pii teploté 21 —

25 °C. Béhem umisténi v termostatu se zkumavky pravidelné lehce protiepavaji.

Pomoci Biirkerovy komitrky se po 24, 48 a 72 hodinach inkubace, vzdy po

protfepani, spocita hustota fasové suspenze.
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3.3.2. Priprava a provedeni experimentu akutni toxicity s Tetrahymena

pyriformis

Pii vlastnim testovani Se vychdzelo ze zakladni metodiky Protoxkitu F
modifikovaného skupinou okolo Diase (1999) na mikrotitracni desticky

s vyhodnocenim na readeru.

Test je zalozen na opakujicich se meéfeni optické hustoty suspenze prvoka
Tetrahymena pyriformis. Inhibice ristu je pozorovana po 24 hodinach expozice kultury
testovanou latkou. Jedna se o vicegeneracni test toxicity, kdy béhem této doby vznikne

5 — 6 generaci prvoka. Principem testu je pfeména substratu v bunénou biomasu.

Priprava inokula

Jako tekuté médium pro rdst organismu se pouzije PPY — ,,Proteose Pepton Yeast
Extract Medium®- obsahujici 1,5 % peptonu a s piidavkem kvasnicového extraktu (0,5

%).

Suspenzi organismu Tetrahymena pyriformis se zfedi PPY médiem na koncentraci
10* - 10° bunék/ml.

Piiprava testované latky

Testovana latka véetné standardni toxické latky (dichroman draselny, K,Cr,0y), se
testuje v molarnich koncentracich. Mnozstvi latky, které odpovida nejvyssi koncentraci,
se navazi a rozpusti v zabrusové zkumavce. Jako rozpoustédlo se pouZije deinonizovana

voda. Pro dokonalé rozpusténi se pouZije ultrazvukovou lazen.

Koncentra¢ni fada se pfipravi nafedénim vzorku s nejvyssi koncentraci. Faktor

fedéni je 0,25.

Vlastni provedeni experimentu

Pokusy se provadi Vv plastovych 96jamkovych testovacich destickach. Kazda
desticka ma 8 tfad (A-H) a 12 sloupci (1-12). Mikrotitracni desticka se plni dle

nasledujiciho schématu:
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1,3.,5,7,9, 11, 12. sloupec se necha prazdny kvuli dostatku vzduchu pro

zkuSebni organismus.

Rada B se naplni 120 pl peptonu a 60 pl vody, fada C 120 ul peptonu a 60 pl
jednotlivymi koncentracemi vzorku, fada D pak 120 pl peptonu a 60 pl suspenzi
obsahujici Tetrahymena pyriformis. Do fad E, F a G se pak da 60 pl peptonu, 60 pul

vzorku a 60 pl suspenze organismu. Tyto pak slouzi jako 3 paralelni stanoveni, pficemz

cv v

Pti kazdém pokusu se provede referenc¢ni test toxicity s dichromanem draselnym

(K2C|’207).

Me¢éteni optické hustoty probiha pii 492 nm na readru Anthos 2010. Prvni méfeni
se uskutecni hned po naockovani kultury (Cas 0) a pak po 1, 2, 4, 6, 22, 24 a 48
hodinach. V pribéhu tohoto testovani se mikrotitracni destiC¢ky uchovavaji v inkubatoru

pfi 25 °C bez ptistupu svétla.

Vyhodnoceni vysledkii

Ze ziskanych dat se spocita 24hodinova inhibice v procentech dle vzorce:

% inhibice = (1 - %ﬁcﬂ} 100
AOD rozdil optickych hustot v ¢ase 0 a 24 hodin
AODc0 rozdil optickych hustot v kontrolach v ¢ase 0 a 24 hodin

Z téchto dat se dale ziskd hodnota 24h LCxp.
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3.3.3. Priprava a provedeni experimentu pomoci Thamnocephalus

platyurus — stanoveni inhibice pFijmu potravy

Screeningovy test Rapidtoxkit s larvalnim stadiem korySe Thamnocephalus

platyurus je ur¢en k rychlé detekci toxinli ve vodnim prostiedi.

T. platyurus pftijima potravu filtraci vody. Pokud je vystaven stresu, ktery muze
byt zplisoben pfitomnosti toxinil, rychlost filtrace klesa a pfi dlouhodobém pilisobeni
stresového faktoru se zastavuje. V tomto piipadé se pozoruje rozdil zbarveni larev

V kontrolach a ve vzorcich.

Lihnuti cyst

Po otevieni zkumavky scystami se piida 1 ml standardni vody (lahvicka
S napisem ,standard freshwater) a po jejim zazatkovani opatrné protiepe. Cysty Se

nechaji 1 hodinu sméacet.

Smacené cysty Se pak preliji ze zkumavky do lihnouci nadoby (pro lepsi
manipulaci se mohou pouzit sklenéné Petriho misky). Zkumavka se vyplachne 1 ml
standardni vody, ktera se vlije do lihnouci nadoby a pfida se jesté 8 ml standardni vody.
Nédoba se uzavie, opatrné promicha tak, aby se zabranilo pfichyceni cyst na stény,

a pak se vlozi do inkubatoru.

Podminky lihnuti: 25 °C, souvislé osvétleni (3 000 — 4 000 lux), doba lihnuti: 30 —
45 hodin.

Priprava testované latky

Testovana latka se testuje v molarnich koncentracich. Mnozstvi latky, které
odpovida nejvyssi koncentraci, Se navazi arozpusti v zabrusové zkumavce. Jako
rozpous$tédlo se pouzije pfipravena standardizovand voda. Pro dokonalé rozpusténi se

pouzije ultrazvukovou lazen.

Koncentra¢ni fada se pfipravi nafedénim vzorku s nejvyssi koncentraci. Faktor

fedéni je 0,5.
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Vlastni provedeni pokusu

Ptipravené plastové zkumavky ve dvou papirovych stojancich (viz nakres) se
naplni tak, aby prvni dvé zkumavky Vv prvnim stojanku obsahovaly 4,5 ml standardni
vody, ty pak slouzi jako kontroly. Do dalSich zkumavek se ptfida 4,5 ml rGznych
koncentraci roztoku testované latky. Jednd se o 7 riznych koncentraci ve dvou

paralelnich stanovenich.

Nadoba s vylihnutymi larvami se jemné protiepe a jeji obsah se pielije do
pfipravené zkumavky s ¢ervenym vickem. Pomoci mikropipety se opatrné promicha
obsah zkumavky tak, aby byly larvy rovnomérné rozmistény ve zkumavce. Z takto
ptipravené suspenze se odebere 0,5 ml a ptida se do kazdé z testovanych zkumavek

vcetné kontrol.
Uzaviené zkumavky se umisti na 1 hodinu do inkubétoru pfi teploté 25 °C.

Vezme se lahvicka, ktera obsahuje Cervené mikrosféry, a promichd se az do
vzniku homogenni suspenze. Do kazdé zkumavky s testovanym organismem se piida

pomoci insulinové stiikacky 0,2 ml této suspenze. Opét se opatrné promicha.
Zkumavky se daji do inkubatoru na 15 — 30 minut.

Po uplynuti této doby se pfidaji do kazdé zkumavky 3 kapky fixa¢niho roztoku
a opatrné se promichaji. V pfipad¢, Ze organismy nezahynou, muze se pouzit 0,1 M

kyselina chlorovodikova.
Po cca 5 minutach by se m¢ly uhynulé larvy usadit ve spodni ¢asti zkumavky.

Pomoci mikropipety se odebere 0,3 ml roztoku s mrtvymi larvami zkazdé

zkumavky a premisti se do plastové 8 jamkové desticky.

Pod mikroskopem na tmavém podkladé se spocitaji vSechny larvy v jamce

a potom ty, které nemaji zabarveny zazivaci trakt (mortalita zpisobena toxinem).
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Vyhodnoceni vysledki

Pro vlastni testovani se musi pouzit larvy uvedeného stati (30 — 45 hodin), protoze

mlads$i nemaji zcela vyvinut travici trakt a naopak starsi slabnou hladem.

Pomoci nasledujiciho vzorce se ur¢i mira inhibice pfijmu barviva (IPU):

L-B
IPTT = 0 100
A procentualni piijem mikrosfér v kontrole
B procentudlni piijem mikrosfér ve vzorku

Jiz 30% IPU signalizuje pfitomnost toxinu v testované vode¢.
I slab¢ zbarvené larvy se hodnoti jako pozitivni.

V kontrolni vodé by mélo byt nejméné 50% jedincti pozitivnich.
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4. Vysledky
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4.1. Selenastrum capricornutum

4.1.1. Létivo Augmentin® 625 mg

- délka testu: 72 hodin
- podminky experimentu: konstantni bo¢ni osvétleni 10 000 lux, teplota 25 °C

- vzorek ve forme suspenze

Tabulka vysledku ¢. 1: Tabulka zobrazuje priiméry ze dvou experimentii.

fals);)\(;;tch Koncentrace Cas (hodiny)
bunék v 1 ml ucinné latky 0 24 18 79
(x10%) (mmol/l)

kontrola 1 33,33 36,66 65,6
cl 31 1 18,2 1,8 2,1
c2 15,5 1 26,3 3,1 8,3
c3 7,75 1 275 52 16
c4 3,875 1 33,1 13,4 17,17
c5 1,938 1 45,5 21,6 22
c6 0,969 1 68,3 22,1 28,3

Graf &. 1: Selenastrum capricornutum a Augmentin® 625 mg

80
70

60 A /
/ kontrola
50 _
= 3] mmol/l
40 /N / .
/ N \_.....-/ = 15,5 mmol/l
30 \\ — 7 75 mmol/l

3.875 mmol/l
1.938 mmol/l
0.969 mmol/l

20 +——

Lo 1 NN\ ———
. B

Poéet iasovychbunék v 1 ml (x104)

Cas (hodiny)

Z grafu vyplyva, Ze vcelém spektru zvolenych koncentraci dochdzi k silné

inhibici ristu fasy a tim je pro S. capricornutum lé¢ivo zna¢né toxické.
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V tomto ptipadé nemohu stanovit 1Cs, jelikoz tato hodnota by neodpovidala
realité. Z divodu velkého mnozstvi vzorku trvalo pocitani v Biirkerové komtirce okolo
osmi hodin, pfi¢emz po tuto dobu se stale bunécna masa rozristala a vysledky tak byly

znacn€ zkreslené.

4.1.2. Standard u¢inné latky (amoxicillin)

- délka testu: 72 hodin
- podminky experimentu: konstantni bo¢ni osvétleni 10 000 lux, teplota 25 °C

- vzorek ve forme suspenze

Tabulka vysledku ¢. 2: Tabulka zobrazuje priumery ze dvou experimentai.

 Pocet Koncentrace Cas (hodiny)
rasovych AN
y ucinné latky
bunck V41 ml (mol/l) 0 24 48 72
(x10™)
kontrola 1] 33,33] 36,66 65,6
cl 31 1 9,8 1,6 5
c2 15,5 1 11,6 8,3 25,1
c3 7,75 1 16,1 30,2 33,3
c4 3,875 1 21,6 27,5 36,4
c5 1,938 1 23 28,3 48,3
c6 0,969 1 28,3 30 63

Graf ¢. 2: Selenastrum capricornutum a standard ucinné latky (amoxicillin)

70
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50 /
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kontrola
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— 7 75 mmol/l
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= — 3 875 mmol/l
10 7 1.938mmol/l
0 . . . 0.969 mmol/l
0 24 48 72

Cas (hodiny)
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Z grafu vyplyva, ze koncentrace 31; 15,5 a 7,75 mmol/l zptsobuji silnou inhibici

rlstu fasy a tim jsou pro S. capricornutum lécivo zna¢n¢ toxické

V tomto piipad¢ také nelze stanovit 1Csy z divodu velké ¢asové narocnosti pii

odecitani velkého mnozstvi vzorki, béhem kterého dochazelo k stalému nartistu bunék.
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4.2. Tetrahymena pyriformis

4.2.1. Létivo Augmentin® 625 mg

- délka testu: 48 hodin
- podminky experimentu: bez pfistupu svétla, teplota 25 °C

- vzorek ve forme suspenze

Tabulka vysledka ¢. 3: Tabulka zobrazuje namérené hodnoty optickych hustot

ziskanych pomoci readeru V case 0 — tj. po naockovani kultury a pridani testovanych

latek.
1. 2. 3. 4, 5.

Koncentrace ucinné | 54 21| g57g|  2144| 0536| 0,134

latky (mmol/l)
Testovaci médium 0,126 0,127 0,134 0,125 0,129
Médium + vzorek 2,685 1,25 0,43 0,184 0,121
Kontrola 0,14 0,14 0,142 0,143 0,154
Meédium -+ vzorek + 2,756 1,132 0,423 0,197 0,142
organismus 2,767 1,188 0,436 0,21 0,142
2,68 1,244 0,401 0,201 0,135
Pramér hodnot 2,734 1,188 0,420 0,203 0,140

Tabulka vysledkt ¢. 4: Tabulka zobrazuje namerené hodnoty optickych hustot

ziskanych pomoci readeru po 24 hodindch kultivace.

1. 2. 3. 4, 5.

Koncentrace ucinné | 54 31| g57g|  2144| 0536| 0,134
latky (mmol/l)

Testovaci médium 0,127 0,127 0,132 0,126 0,127

Médium + vzorek 2,27 1,183 0,455 0,191 0,121

Kontrola 0,135 0,515 0,563 0,549 0,604

Meédium + vzorek + 2,262 1,042 0,351 0,191 0,101

organismus 2,271 1,108 0,371 0,183 0,102

2,27 1,226 0,37 0,171 0,099

Pramér hodnot 2,268 1,125 0,364 0,182 0,101
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Graf ¢. 3: Graf zavislosti hustoty suspenze Tetrahymena pyriformis na case

u jednotlivych koncentraci Augmentinu®™ 625 mg.

02 / =—4—kontrola
/ =4 34,31 mmol/l
0.15 _
/ 8,578 mmol/l
0.1 / 2,144 mmol/l
0,05 N 0.536 mmol/1
0T = 0.134 mmol/l

0 24

Optick:ahustota

Cas (hodiny)

Tabulka vysledkt ¢. 5: Tabulka zndzornuje hodnoty 24hodinové inhibice
Tetrahymena pyriformis v Augmentinu® 625 mg ziskané vypoctem (viz vzorec strana 38)
ztabulek ¢. 3 a 4.

Koncentrace ucinné latky 24hodinova inhibice (%)
(mmol/l)
34,31 116
8,858 99
2,144 125
0,536 108
0,134 112

Z téchto vysledkd jsem nemohla urcit hodnoty ECsp, latka v daném rozpéti

koncentraci byla pro organismy vysoce toxicka.

Hodnota ECsy pro standardni toxickou latku (dichroman draselny) byla
1,335 mg/l.
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4.2.2. Standard ucinné latky (amoxicillin)

- délka testu: 48 hodin

- podminky experimentu: bez piistupu svétla, teplota 25 °C

- vzorek ve forme suspenze

Tabulka vysledk ¢. 6: Tabulka zobrazuje namerené hodnoty optickych hustot

ziskanych pomoci readeru v ¢ase 0 — tj. po naockovani kultury a pridani testovanych

latek.

1. 2. 3. 4, 5.

Koncentrace icinne 31| 775 1938 o0484| 0121
latky (mmol/l)

Testovaci médium 0,119 0,126 0,123 0,128 0,129
Médium + vzorek 1,928 0,119 0,095 0,095 0,096
Kontrola 0,131 0,133 0,135 0,134 0,141
Meédium + vzorek + 2,058 0,126 0,12 0,118 0,121
organismus 1,972 0,145 0,112 0,115 0,118
2,084 0,128 0,122 0,113 0,115
Pramér hodnot 2,038 0,133 0,118 0,115 0,118

Tabulka vysledkd €. 7: Tabulka zobrazuje namérené hodnoty optickych hustot

ziskanych pomoci readeru po 24 hodindch kultivace.

1, 2. 3. 4. 5,

Koncentrace ucinné 31|  7,75| 1,938| 0484 0,121
latky (mmol/l)

Testovaci médium 0,12 0,126 0,128 0,127 0,124
Meédium + vzorek 1,849| 0,07| 0094] 0095 0,004
Kontrola 0,125 0,519 0,505 0,526 0,564
Medium - vrorek - | 1:886 0007|0096 0007|0007
organismus 1,858 0,094| 0094] 0094] 0,095
1,902| 0097| 0096 0094] 0,097
Primér hodnot 1,882| 009| 0095 0095 0,09
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Graf ¢. 4: Graf zavislosti hustoty suspenze Tetrahymena pyriformis na case

U jednotlivych koncentraci standardu ucinné latky (amoxicillin).
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Tabulka vysledkt ¢. 8: Tabulka zndzornuje hodnoty 24hodinové inhibice
Tetrahymena pyriformis ve standardu ucinné latky (amoxicillin) ziskané vypoctem (viz

vzorec strana 38) z tabulek ¢. 6 a 7.

Koncentrace uc¢inné latky 24hodinové inhibice (%)
(mmol/l)
31 125
7,75 108
1,938 107
0,484 106
0,121 106

Z téchto vysledkl jsme také nemohli urcit hodnoty ECsp, latka v daném rozpéti

koncentraci byla pro organismy vysoce toxicka.

Hodnota ECsy pro standardni toxickou latku (dichroman draselny) byla
1,335 mg/l.
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4.3. Thamnocephalus platyurus (RAPIDTOXKIT)

4.3.1. Létivo Augmentin® 625 mq

- délka testu: 60 minut
- podminky experimentu: teplota 25 °C

- vzorek ve forme suspenze

Tabulka vysledkt €. 9:

Koncentrace | Inhibice piijmu Koncentrace a .
G&inné latky barvivap (0}0) aginné litky Inhibice piijmu barviva (%)
(mmol/l) PS1 (mmol/l) PS 2 PS3 | Primér
31 100 34,21 100 100 100
15,5 100 17,105 100 100 100
7,75 100 8,553 100 100 100
3,875 17 4,276 100 18 59
1,938 13 2,138 17 23 20
0,969 12 1,069 25 12 19
0,484 9 0,535 25 13 19

PS 1, 2, 3 ... paralelni stanoveni €. 1, 2, 3

Graf &. 5: Thamnocephalus platyurus (RAPIDTOXKIT) a Augmentin® 625 mg

mP51
aps2

100 A

'\/
Koncentrace Géinné latky (mmol/l) o o

Tento test slouzi pouze k orientaénimu urceni toxicity latek rozpusténych ve vodé

a signalem pfitomnosti nezadouci slouceniny je 30% inhibice pfijmu barviva (IPU).
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Tato hranice byla piekrocena jiz v koncentraci 4,276 mmol/l (1,562 g¢/l). Latka

v uvedené koncentraci a ve vyssich testovanych koncentracich vykazuje potencidlni

nebezpecnost pro vodni prostiedi.

4.3.2. Standard ucinné latky (amoxicillin)

- délka testu: 60 minut

- podminky experimentu: teplota 25 °C

- vzorek ve forme suspenze

Tabulka vysledki ¢. 10:

Koncentrace

Inhibice pfijmu barviva (%)

“‘?r‘;‘rlﬁolf}g(y PS 1 PS2 | PS3 | Pramer
31 64 46 01 67
15,5 60 65 60 62
7,75 28 16 29 24
3,875 8 8 62 26
1,938 5 5 20 10
0,969 0 7 38 15
0,484 0 0 14 5

PS 1,2, 3 ... paralelni stanoveni €. 1, 2, 3

Graf ¢. 7: Thamnocephalus platyurus (RAPIDTOXKIT) a standard ucinné latky
(amoxicillin)
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31 15,5 7,75 3,875 1,938 0,969 0,484
Koncentrace Gcinné latky {mmol/l)

51



Tento test slouzi pouze k orientacnimu urceni toxicity latek rozpusténych ve vodé
a signalem pfitomnosti nezadouci slouceniny je 30% inhibice piijmu barviva (IPU). Pro
standard U¢inné latky byla tato hodnota 8,974 mmol/l — tj. 3,279 g/l (data ziskana
extrapolaci vysledkl). Pouze dvé nejvyssi (31 mmol/l a 15,5 mmol/l) testované

koncentrace vykazovaly nebezpecnost pro vodni prostiedi.

Graf ¢. 8: Porovndni priimérnych hodnot mortality Thamnocephalus platyurus

100 ~

W Augmentin 625 mg
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20 4 @ Standard Gcinné latky
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o
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31 15,5 7,75 3,875 1,938 0,969 0,484

Koncentrace Gcinné latky {mmol/l)

Z vizualniho zhodnoceni grafu jsme dospéli k zavéru, ze léCivy piipravek
v danych koncentracich je toxictéjsi pro Thamnocephalus platyurus nez standard G¢inné
latky.
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5. Diskuze
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Pii ekotoxikologickému screeningu lé&iva Augmentin® 625 mg jsem vybrala za
zkuSebni organismy zelenou fasu Selenastrum capricornutum jako zastupce z fady
producenti a nizSich rostlin, korySe akonzumenta Thamnocephalus platyurus

a nalevnika Tetrahymena pyriformis, fazeného k destruentim.

Pfi hodnoceni tohoto 1é¢iva jsem zvolila poc¢atecni koncentraci 1é¢ivého pripravku
tak, ze jsem vychazela z mé diplomové prace (DP; 2008), konkrétné z experimentii na
bélohoicici Sinapis alba. Tuto koncentraci (34 mmol/l) jsem vybrala z piedpokladu, ze
jak bélohof¢ice, tak i Selenastrum capricornutum patii do fiSe rostlin a tudiz by mohly
mit stejné nebo obdobné reakce na tuto latku. Skupina okolo Fairchilda (1997) totiz
zjistila, ze jak S. capricornutum, tak vodni rostlina Lemna minor (okiehek mensi) jsou
obdobné citlivé  ktriazinovym  (atrazin, metribuzin, simazin, cyanazin),
sulfonymocovinovym (metsulfuron, chlorsulfuron), pyridinovym (diquat, paraquat),
dinitroanilinovym (trifluralin) a acetanilidovym (alachlor, metolachlor) herbicidim,
avsak tato fasa je citlivéjsi nez L. minor k jednomu ze dvou thiokarbamatu (triallate)
a k jednomu z triazint (cyanazine). Vyzkum Blinové (2004) zabyvajici se toxicitou vod
rizného piivodu a chemikalii (Cr**, Pb*, Cu®*, Cd*, pyreny) naopak poukézal na to, ze
citlivost kory$i a rostlinnych druhti k jednotlivym kontaminantim ¢i smésim je

nepiedvidatelna. Lemna minor je citlivéjsi nez Selenastrum capricornutum.

I kdyz uzivani amoxicillinu v poslednich letech spiSe stagnuje, stale tvofi
nezanedbatelnou ¢ast celkové spotieby antibakteridlnich 1é¢iv (dle databaze MV-AISLP
v Ceské republice piiblizné 17 % vsech baleni v letech 2005 — 2008). Podle Pascoea
(2003) ve Velké Britanii patii amoxicillin dokonce mezi 10 nejcastéji predepisovanych
1éCiv. Presto je zde stale malo autortl, ktefi se zabyvaji dopadem tohoto antimikrobniho
1é¢iva na ekosystém. Dle USP DI® je navic amoxicillin eliminovan ledvinami z 60 —
75 % nezménény, a i kdyz Adler dle Sorena (2003) tikd, ze beta-laktdmy, ke kterym
toto antibiotikum patfi, se v ptirod¢ nachazeji ztidka patrné kvtli degradaci nestabilniho
laktdmového kruhu, je vSak zde velka pravdépodobnost, ze dochazi k ovlivnéni
organismil. Eguchi (2004) tvrdi, Ze zvifatim byv4d podévano soucasné¢ vice
antimikrobidlnich agens a tim se dostavd do ekosystému jejich kombinace. Piesto se

podle n¢j ve vétsing€ pripadi uzivaji pro testy toxicity pouze jednotlivé chemické latky.

Jako jeden z mala autori se Park (2008) zabyval studiem bé&zné uZivanych

veterinarnich antibiotik (mezi které zaradil i amoxicillin) a jejich dopadem na vodni
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ekosystém. K experimentiim akutni a chronické toxicity si vybral standardni zkuSebni
organismy: Vibrio fischeri, Daphnia magna, Moina macrocopa a Oryzias latipes. Pfi
testovani akutni toxicity nevid¢él vyznamné rozdily mezi jednotlivymi organismy
a ruznymi skupinami antimikrobnich 1é¢iv (sulfonamidy, tetracykliny, aminoglykosidy,
fluorochinolony) s vyjimkou beta-laktamt (ampicilin a amoxicillin), které byly nejméné

toxické.

Skupina okolo Pascoea (2003) si vybrala za zkuSebni organismus Zahavce
nezmara obecného (Hydra vulgaris), pii¢emz studovala akutni a chronickou toxicitu.
Zadny efekt nepozorovali az do koncentrace 1,0 mg/l a po 17 dnech expozice nebyl

ovlivnén pfijem potravy a ani tvorba pupendt.

Obecné lze tvrdit, Ze fasové testy toxicity na Selenastrum capricornutum jsou
popularngj$i nez experimenty s ostatnimi organismy, které jsem testovala. Tuto
domnénku potvrzuje Holten Liitzheft (1999) a Halling-Serensen (2000), ktefi ve svych
pracich uvadéji, ze je bézn¢ uzivana ve standardnich fasovych testech toxicity (ISO

8692, 1989) jako modelovy organismus pro sladkovodni fasy.

Holten Liitzheft (1999) se dokonce ve své praci zabyval studiem kromé jinych
antibiotik téz amoxicillinem, ktery se v Dansku pouziva v rybim farmateni, a jeho
efektem na moiskou fasu Mycrocystis aeruginosa, sladkovodni fasu Selenastrum
capricornutum a skryténku Rhodomonas salina. Pfi testovani S. capricornutum pouzil
modifikaci testu dle standardniho protokolu 1SO 8692 (1989). Algaltoxkit F™, ze
kterého jsem vychazela, také vychazi z této ISO normy spolu s predpisy OECD —
Guideline 201: Rasa, ristovy inhibiéni test. Pro moznosti laboratofe byl tento test
upraven na uspofadani ve zkumavkach. Pocatecni koncentrace bunék u Holten
Liitzhofta byla 1.10° bun&k/ml (tuto hodnotu zjistil diky automatickému pocitaci ¢éstic),
pficemz bunky rostly na natfasném stole (93 rpm) pod svétlem o intenzité 6,8 + 0,4 klux
pii teploté 23 £ 1 °C. Tuto pocatecni koncentraci bunck jsem si urcila také s tim
rozdilem, Ze jsem buiiky Spocitala manudln€é pomoci Biirkerovy komurky. Jak jsem
posléze zjistila, tato metoda neni vhodna pro vétsi pocet vzorkl,, protoze pocitani
zabralo okolo 8 hodin a za tu dobu doslo k expanzi buné¢né masy a tyto vysledky byly
proto zkreslené. Zkumavky, které jsem pravidelné manualné protiepavala, jsem nechala
ve stojanku v termostatu pii 25°C, kde na né pusobilo Konstantni bo¢ni osvétleni

10 klux.
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Nartst bunééné masy pak zjistoval pomoci spektrofotometru, ktery urcoval
hladinu chlorofylu po extrakci bunék fas 67% etanolem. Pro amoxicillin ziskal hodnotu
NOEC vyssi nez 250 mg/l. Inhibice ristu fas v nasem experimentu se projevila podle
grafu ¢. 2 az od koncentrace 2,83 g/l. Metodiku extrakce buné€k etanolem pouzil
I Halling-Serensen (2000). VVzhledem Kk tomu, ze se ma metodika odecitani vysledki
ukazala jako nespravna, nebyla jsem schopna ziskat relevantni hodnoty ICsp, i kdyZz
Sano a kol. (2005) je manualné spocitala pomoci hemacytometru a Dellamatrice (2005)

pomoci Neubauerovy komurky.

Jinou formu zjistovani ristu bun€k fas pouzil Eguchi (2004) - automaticky

hematologicky analyzator.

Dalsi, ktery se zabyval vlivem amoxicillinu na fasu S. capricornutum byl
Andreozzi (2004). Jeho tasové testy toxicity ukdzaly, Ze v rozsahu koncentraci od
50 ng/l do 50 mg/l neni toto 1é¢ivo vici ni toxické, coz potvrzuje vyzkum Holten
Liitzhefta (1999). V tomto rozmezi neovliviiuje anijiné eukaryotické organismy:
Closterium ehrenbergi, Cyclotella meneghiniana, ale ukazala se zna¢na toxicita vuci

sinici Synechococcus leopolensis.

Test se Selenastrum capricornutum patiil k akutnim a trval 72 hodin. Stejnou
dobu trval i test kolektivu okolo Lanzkyho (1997). Ten studoval akutni toxicitu jiného
antibiotika, metronidazolu, s vysledkem ECsy 40,4 mg/l. Dalsim pak byl napf. jiz
zminény Eguchi (2004), ktery zkoumal vliv antimikrobnich latek schvalenych
v Japonsku jako veterindrni 1éCiva pomoci testu vychazejiciho ze smérnice OECD
¢. 201 sdrobnymi modifikacemi. Erythromycin mél hodnoty ECsy 0,037 mg/I,
sulfomethoxazol 1,5 mg/l, sulfadiazin 2,2 mg/l, sulfadimethoxin 2,3 mg/l, ale ampicilin
(strukturné podobny amoxicillinu) a cefazolin neinhibovaly rast (ECso > 1000 mg/l).
Kamava a kol. se zabyvali akutni toxicitou jinych latek, mastnych kyselin (s poc¢tem
uhliki C14 — C18) bézné se nachazejicich ve dieveé. Toxicita zavisela na poctu uhlika
anasobnych vazeb. Z testovanych kyselin olejova (cis-9-oktadekanova) vykazovala

nejvyssi toxicitu (72h ICsg = 0,47 mg/1) a jeji triglycerid uz nevykazoval Zadnou.

Minimalni doba expozice testu toxicity je dle normy ISO 8692 (1989) a OECD
Guideline No. 201 uréena na 72 hodin. Dle skupiny okolo Koc¢iho (2002) je vSak
vhodnéjsi pouziti doby expozice alesponn 96 hodin do doby, kdy jsou jiz relativni

odchylky niz$i a tak se vyhnout nepfesnostem zplisobenym vyS§imi relativnimi
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odchylkami ve druhém a tretim dni. Doporucuji vsak, ze nejlépe je provadét experiment
az do doby, kdy jsou z kultiva¢niho média vycerpany ziviny. Toto potvrzuje i Diamond
a kol. (2008), ktery ve svém vyzkumu stokovych vod zjistil, ze fasové testy Casto byly

nachylné k falesné pozitivité a vysoké variabilit¢ v ramci riiznych laboratofi.

Nekteti autofi se proto spise zabyvali chronickymi 96hodinovymi testy. Pfikladem
muze byt Sano akol. (2005), ktera zjistovala toxicitu biocidu Siroko uZzivaného
Vv lékatskych aplikacich, glutaraldehydu. Test byl veden na zakladé standarda
uvedenych v ASTM (American Society for Testing and Materials z roku 1998 -
Standard guide for conducting static 96h toxicity tests with microalgae) a USEPA
(Short-term Methods for Estimating the Chronic Toxicity of Effluents and Receiving
Water to Freshwater Organisms z roku 2002). Hodnota ICsq pak pro glutaraldehyd byla
1,0 mg/l (95% interval spolehlivosti 0,44 — 1,29 mg/l). Avsak Choova skupina (2008)
zjistila, ze pouhé dv€ hodiny sta¢i k predpovézeni hodnoty ECsg V porovnani
s konven¢nimi 96hodinovymi testy zakladajici se na rustové rychlosti. Vyvinuty test
s S. capricornutum se prokazal byt uzitetnou jednoduchou testovaci metodou

V urcovani environmentalni toxicity.

Podle Tsaie (2007) Selenastrum capricornutum ukazala zna¢né vyssi citlivost pii
testovani 90 organickych latek Vv porovnani s ostatnimi organismy: nalevnikem
Tetrahymena pyriformis, korySsem Daphnia magna, rybou Pimephales promelas

a luminiscenéni bakterii Photobacterium phosphoreum.

Pro akutni testy s T. pyriformis jsem pouzila metodiku vyvinutou skupinou okolo
Diase (1999), ktera hodnoti popula¢ni rist a vyuziva plastové 96jamkové desticky. Ty
jsem inkubovala 48 hodin v temnu pti 25°C a opticka hustota byla méfena na readeru
pii 492 nm. Bonnet (2007) pouzival pro své experimenty stejné desticky s tim rozdilem,
ze nechal pouze 36 bunék na jeji periferii prazdnych. Pro test jsem kromé okraji
nevyplnovala jest¢ 1., 3., 5., 7., 9., 11. a 12. sloupec kvili dostatku vzduchu pro
zkuSebni organismus a kazdou jamku jsme naplnila 180 pul roztoku oproti jeho 200 pl.
Bonnet desticky nechal inkubovat pii teploté 28 °C a optickou hustotu méfil kazdou
hodinu po dobu 12 hodin pti vinové délce 490 nm. Hodnota ECsy pro standardni
toxickou latku (dichroman draselny) mi pak vysla 1,335 mg/l. Testované 1é¢ivo bohuzel

ve zvoleném rozpéti koncentraci vzhledem k vysoké toxicité tuto hodnotu nedalo.
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Kromé téchto mikrodesti¢ek zkoumal toxicitu herbicidi a jejich degradacnich

produktii jesté v bankach a zkumavkach, a vysledky pak porovnal:

Tabulka ¢. 11: (prrevzata od Bonnet (2007)

y Mikrodesticky
ICs0 (My/l) Bariky (9 hod) Zkumavky (9 hod) (12 hod)
alachlor 12,96 £ 0,64 11,61 £ 0,38 8,89 + 1,28
diuron 8,18 £0,96 7,84 £ 0,66 6,33 +1,11

Dle Sauvanta a kol. (1995) je technika testovani pouzivajici mikrotitra¢ni desticky
rychla, jednoducha na ovladani, levna a statisticky relevantni, coz jsem potvrdila,
protoZze vyhodnocenim na readeru vylouc¢im lidskou chybu pfi manualnim odecitani

vysledkd.

Mimo populacniho rdstu jsem se Vv nékterych publikacich setkavala také
s hodnocenim esterazové aktivity. Skupina okolo Bogaertse (2001) zjistila pti srovnani
13 anorganickych a 21 organickych sloucenin, ze FDA test esterdzové aktivity ma ve
vetsSing pripadl vyssi citlivost oproti testim zahrnujicich populaéni rast. Pfi porovnani
téchto dvou endpointti u cisplatiny a doxorubicinu Bonnet (2003) toto potvrdil — tj. I1Csg
124,37 £ 7,47 a 74,62 + 6,12 pmol/l pro populacni rust a z hlediska nespecifické
esterazové aktivity pak 88,32 + 8,35 a 44,61 + 3,33 umol/l. Ve své dalsi praci (2007)
v testech s alachlorem a diuronem naopak zjistil, ze rust je citlivéjsi (ICsp 8,89 +
1,28mg/l a 6,33 + 1,11 mg/l) nez esterazova aktivita (ICso 14,92 + 1,13 mg/l
a >100mg/l).

Nektefi autofi se zabyvali vlivem na motilitu tohoto nalevnika. Skupina okolo Wu
(1996) ziskala u testovaného organismu s antibiotikem chloramfenikolem hodnotu 1Csy
pro motilitu 2,95 + 0,25 mmol/l, zatimco pro jeho sukcinat byla tato hodnota 28,2 +
1,93 mmol/l. V jiné své praci (1994) zkoumali vliv etanolu a opioidii na motilitu. ECsp
pro ethanol byla 522 + 36,7 mmol/l, dextropropoxyfen 0,59 + 0,08 mmol/l, metadon
0,40 + 0,09 mmol/l a petidin 4,57 = 0,36 mmol/l. Tym Darcyho (2002) zjistil, ze ICs
amitriptilinu, desipraminu, lofepraminu a lidokainu odpovidd rozdé&lovacimu

koeficientu n-oktanol — voda.

Pét evropskych skupin okolo Girlinga (2000) zkoumalo né&kolik riznych
organismi: fasy (Chlamydomonas reinhardi, Scenedesmus subspicatus a Euglena

gracilis), prvoky (Tetrahymena pyriformis), vifniky (Brachionus calyciflorus), koryse
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(Gammarus pulex) a dvouktidlé (Chironomus riparius). Pficemz zjistili, ze nejnizsi
ziskané hodnoty NOEC, ECx nebo LCx pro lindan, azatrin a méd’ jsou srovnatelné
Vv laboratornich testech zahrnujici 3,4-dichloranilin byla piiblizné¢ 200x vys$i nez

hodnota ziskana v mezokosmu.

Porovnanim citlivosti riznych testi Bonnet (2007) ukazal, ze testy vyuZzivajici
eukaryotické bunky (T. pyriformis) jsou obecné citlivéjsi neZ testy s prokaryotickymi

bunkami (Vibrio fischeri)

Prakticky nejméné zminek v literatuie je o ekotoxikologickych testech na korysi
Thamnocephalus platyurus. Rapidtoxkit, jehoz je soucasti, slouzi k rychlé detekci
toxini ve vodnich vzorcich, a je krats§i verzi 24hodinového Thamnotoxkitu F,
pficemz méfi subletalni toxicky efekt po hodinové expozici larev korysi. Je to pouze
orientacni test, signalem pfitomnosti nezadouci slouCeniny v testované vodé¢ je
30% inhibice pifijmu barviva (IPU), ktera by pak méla vést k dalsi pozornosti a boji
s touto latkou. Tato hranice byla piekroCena v koncentraci 1,56 g/l pro lécivo

Augmentin® 625 mg a pro standard G¢inné latky byla tato hodnota 3,28 g/l.

Torokné a kol. (2007) porovnavala Rapidtoxkit (s malymi Gpravami standardniho
opera¢niho postupu z roku 2004) a Thamnotoxkit na vzorcich pfirodni biomasy sinic.
Korela¢ni koeficient mezi ECsp a LCsg ziskanych z obou mikrobiotesti (r = 0,82) ukdzal
velmi dobrou shodu mezi subletalnimi a letalnimi efekty a tak je jednohodinovy

Rapidtoxkit atraktivni rychlou alternativou k Thamnotoxkitu. Nalecz-Jawecki (2006)

-----

vvvvvv

sloucenin (amitriptilin, thioridazin a chlorpromazin). Pokud se tato 1é¢iva vynechala

z porovnani, byl tento korela¢ni koeficient nizsi (r = 0,822), ale stale signifikantni.

Pfi testovani toxicity 42 vzorkl raznych typt domacich a pramyslovych vykladek
pouzila skupina okolo Muna (1995) standardni test s Daphnia magna a mikrobiotest
Thamnotoxkit F. Korys T. platyurus byl u 75 % ptipadu citlivéjsi nez D. magna, coz by
mohlo zvysit popularitu tohoto levnéjsiho alternativniho mikrobiotestu oproti

konvenénimu. Thamnocephalus platyurus se podle Nalecz-Jawecki (2006) vice nez
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10 let pouziva v ruznych ekotoxikologickych studiich jako ekonomictéjsi varianta
K jinym testim s korysi.

Holoubek a kol. (1998) v sérii experimentii oznaéil naopak T. platyurus méné
citlivym organismem Vv porovnani s fasami (Selenastrum capricornutum), korySem
Ceriodaphnia dubia a prvokem Spirostomum ambiguum. Pfi testovani akutni toxicity
(24h LCsp) permetrinu, resmetrinu a cypermetrinu Barahona a kol. (2005) zjistil, ze

T. platyurus je mén¢ sensitivni k témto latkdm nez Daphnia a Brachionus plycatilis.

Pro akutni test toxicity pouzila DellaGreca a kol. (2007) také cysty ziskané od
firmy MicroBioTest. Organismy stafi 0-2 hodiny byly vystaveni riznym koncentracim
tamoxifenu, nesteroidniho antiestrogenu, a jeho fototransformaénim produktim,
pficemz byla ziskana hodnota 24h LCso 0,40 (0,32 — 0,50) mg/l. Pro experiment jsem

pouzila 38 hodin staré organismy.

Nalecz-Jawecki (2008) zkoumal dale ekotoxicitu antidepresiv amitritilinu,
imipraminu a jejich metabolitd (desmetyl-, didesmethyl-, N-oxid). Testovana 1é¢iva
byla velmi toxicka (LCso okolo 1 mg/l) jak ke korysi Thamnocephalus platyurus, tak
k prvoku Spirostomum ambiguum. Ukazalo se, Ze toxicita smési metabolit v Spirotoxu
a Thamnotoxkitu F je vys$i, nez piedpovézend hodnota vypoltena na zakladé
koncentraci 1éCiv a jejich metaboliti ve vzorcich. Obdobné bylo i mé zjisténi, kdy jsem
shledala, e 1¢é¢ivo Augmentin® 625 mg, které v tabletach kromé& amoxicillinu obsahuje
i enzymovy inhibitor a pomocné latky, je toxiCtéj$i nez standard ucinné latky

(amoxicillin).

Vzhledem k tomu, ze jsem v experimentech navazovala na diplomovou praci
Ekotoxikologicky screening vybraného antibiotika (DP; 2008), mliZzu tak provést srovnani

S organismy, které jsem testovala v rigor6zni praci.

I kdyz jak Thamnocephalus platyurus, tak Artemia salina patii do fadu Anostraca
(zabronozky), V testech vykazovali odliSné vlastnosti. S T. platyurus byla prace
a vyhodnocovani vysledki jednodussi, protoze jsem nemusela odecitat 96jamkovou
desticku, ale desticku pouze s osmi jamkami. A. salina reagovala v 1é¢ivu atypicky, kdy
se zvySovala toxicita s klesajici koncentraci. (DP; 2008) V tomto piipadé reagoval
T. platyurus ukazkové bez problému (viz graf ¢. 8). U standardu Géinné latky byly
v piipadé A. salina vysledky uz jasnéjsi a zjistili jsme hodnotu ECso 0,6637 mmol/I
(95% interval spolehlivosti 0,5794 — 0,7602 mmol/l). (DP; 2008) U T. platyurus jsem
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zjistovala 30% inhibici pfijmu barviva, ktera byla v koncentracich 4,276 mmol/l pro

1€¢ivo a 8,974 mmol/1 pro ¢isty amoxicillin.

Jak T. platyurus, tak Brachionus calyciflorus jsou zastupci konzumentu.
B. calyciflorus jsem také testovala pomoci kit a to: Rotoxkit F a Rotoxkit F Chronic,
pficemz jsem sledovala v prvnim piipadé¢ 24hodinovou akutni toxicitu a V druhém
chronickou toxicitu po 48 hodinach. (DP; 2008) Bohuzel jsem neméla tu moznost provést
toto srovnani i u Thamnocephalus platyurus, kde jsem uzila pouze rychly Rapidtoxkit.
U vifniki jsem Vv nejvyssi testované koncentraci (1,089 mmol/l) v zddném z testt
neziskala relevantni data. Byl u nich i problém S$patné lihnivosti a vysoké umrtnosti
v kontrole. (DP; 2008) Tentokrat T. platyurus tyto problémy nebyly a testovani prob&hlo

Vv poradku.

Kdyz srovnam vysledky dvou rostlinnych druht, které jsem v naSich
experimentech pouzila, tj. Selenastrum capricornutum a Sinapis alba, mohu fici, Ze
metodika odecitani vysledkt je u bélohoi€ice jednodussi. Zde jsem méfila velikost
kotinktli (inhibici rastu kotene), které vyrostli na filtraénim papife nasycenym roztokem
[éCiva (DP; 2008), zatimco u fasy jsem pocitala bunky v Biirkerové komtrce. Pocet
fasovych bunck se béhem odecitani v jednotlivych zkumavkéch rozristal, a proto jsem
pro tyto organismy neziskala zadné hodnoty inhibice. V celém rozsahu koncentraci bylo
1éCivo pro S. capricornutum toxictéjsi nez standard, ktery mél srovnatelnou reakci od
koncentrace 7,5 mmol/l (viz graf ¢. 2). Hodnota ICsp pro S. alba a 1é¢ivo byla
0,4999 mmol/l, zatimco standard Uc¢inné latky ani Vv koncentraci 2,70 mmol/l

nevykazoval toxické uc¢inky. (DP; 2008)

Jak Tetrahymena pyriformis, tak niténka Tubifex tubifex, zastupci destruentd,
v akutnich testech toxicity davali jasné vysledky. Také testovani bylo jednodussi.
Niténky jsem testovala 30 minut v 24jamkovych plastovych destickach pfi teploté 20 °C
a dala nam pro Augmentin® 625 mg hodnotu ECsy 4,567 mmol/l (95% interval
spolehlivosti 0,1860 — 112,1 mmol/l) a pro standard G¢inné latky 110,9 mmol/l
(95% interval spolehlivosti 85,71 — 143,4 mmol/). (DP; 2008) Tato data jsem ale pro
nalevnika neziskala z toho divodu, ze latka v daném rozpéti koncentraci byla pro

organismy vysoce toxicka (viz tabulky ¢. 5 a 8).

V porovnani s ostatnimi autory — napt. Pascoe (2003), Holten Liitzheft (1999),

Andreozzi (2004) — jsem pro amoxicillin ziskala konkrétn¢jsi vysledky u jednotlivych
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organismil, protoze jsem se nebala testovat ve vysSich koncentracich (g/l oproti jejich

ma/l).
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6. Zavér
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V rigorozni praci jsem si dala za cil pokracovat v ziskavani ekotoxikologickych
dat o 1é¢ivu Augmentin® 625 mg v porovnani se standardem. Touto praci jsem navézala
na diplomovou praci Ekotoxikologicky screening vybraného antibiotika (DP; 2008). Jako
zkuSebni organismy jsem pouzila organismy: zelenou fasu Selenastrum capricornutum,
zastupce z fady producentd a nizSich rostlin, korySe a konzumenta Thamnocephalus

platyurus a nalevnika Tetrahymena pyriformis, fazeného k destruentim.

Experimenty se S. capricornutum vychazely z Algaltoxkitu vyrabéného firmou
MicroBioTests, stim rozdilem, ze jsem je provadéla dle moznosti laboratofe
v zabrusovych zkumavkach, pficemz pro kazdou testovanou latku jsem pouzila
6 zkumavek (koncentrace 1é¢iva a standardu amoxicillinu v rozmezi 31 — 0,969 mmol/l)
a 2 zkumavky pro kontrolu pokusu. Ty jsme nechala za obc¢asného protiepavani
inkubovat 72 hodin pfi konstantnim boc¢nim osvétleni 10 000 lux pfi teploté 25 °C.
Pomoci Biitkerovy komiirky jsem po 24, 48 a 72 hodinach inkubace, vzdy po
protiepani, spocitala hustotu fasové suspenze. Jak jsem posléze zjistila, tato metoda
odecitani vysledki neni vhodna, protoze pocitani velkého mnozstvi vzorki zabralo
okolo 8 hodin aza tu dobu doSlo k expanzi bunétné masy a vysledky inhibi¢ni
koncentrace (ICso) byly proto zkreslené. Z grafi ¢. 1 a 2 nicméné vyplyva, ze
v celém rozmezi koncentraci. Tato inhibice je srovnatelnda u amoxicillinu od

koncentrace 7,5 mmol/l (2,83 g/l).

Pomoci mikrotitranich desticek jsem zkousSela akutni toxicitu na nalevnikovi
Tetrahymena pyriformis. Test byl pievzat od Diase (1999), trval 48 hodin, pficemz jsem
plastové 96jamkové desticky s organismy uchovévala Vv inkubatoru pii 25 °C bez
pfistupu svétla. Pomoci readru Anthos 2010 jsem pii 492 nm méfila optické hustoty
v ¢ase 0 (tj. hned po naockovani kultury), 1, 2, 4, 6, 22, 24 a 48 hodin. V rozsahu
koncentraci 34,31 — 0,121 mmol/l jsem jak pro 1é¢ivo (Augmentin® 625 mg), tak pro
standard ucinné latky (amoxicillin) zjistila vysokou toxicitu (inhibice v rozmezi 125 —
99 % pro 1écivo a 125 — 106 % pro standard). Z téchto hodnot jsem nemohla ziskat
hodnotu ECsy, ktera pro standardni toxickou latky (dichroman draselny) byla
1,335 mg/I.

38 hodin staré larvy Thamnocephalus platyurus jsem testovala pomoci dalsiho

prumysloveé vyrabéného kitu — Rapidtoxkitu. Pokusy probihaly 60 minut v 7 plastovych
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zkumavkach ve dvou paralelnich stanovenich se zkumavkou pro kontrolu pii 25°C. Po
uplynuti této doby jsem do testovaciho média ptidala cervené mikrosféry a za dalSich
15 — 30 minut jsem mohla po usmrceni organismt odecitat vysledky. Tento test méfi
pouze subletalni toxicky efekt, je pouze orienta¢ni a signalem pfitomnosti nezadouci
slouceniny v testované vodé¢ je 30% inhibice piijmu barviva (IPU), ktera by pak méla
vést k dalsi pozornosti a boji s touto latkou. Tato hranice byla piekro¢ena v koncentraci
4,276 mmol/l (1,56 g/l) pro 1é¢ivo Augmentin® 625 mg a pro standard G&inné latky byla
tato hodnota 8,974 mmol/l (3,28 g/l). Z grafu ¢. 8 také vyplyva, ze 1é¢ivo je toxictéjsi
nez amoxicillin samotny.

Z porovnani hodnot a grafi ziskanych v diplomové praci (DP; 2008) a nynéjSich
experimentdl jsme zjistili, ze Augmentin® 625 mg je toxi¢t&jsi neZ standard.

Metodika testti s Tetrahymena pyriformis a Selenastrum capricornutum je nasim
pracovistém dale propracovavana a uréité jsou zde zavazné divody (napf. velka

spotfeba a vysoka exkrece nezménéné latky do volné pfirody) U experimentil rozsitit

testovaci fady, které by umoznily vypocet hodnot ECsp.
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Abstrakt

Psohlavcova Zuzana, Ekotoxikologicky screening antibiotika Augmentin® 625 mg,

rigorozni prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

Farmaceutické botaniky a ekologie

V letech 2005 — 2008 amoxicillin tvofil 17 % spotiebovanych antibakterialnich
1é¢iv pro systémovou terapii. Uzivani tohoto antibiotika v prib&hu let neklesa a dochazi
k stalému zamofovani ekosystémil. Pfi hodnoceni ekotoxikologického efektu
amoxicillinu jsem vyuzila Algaltoxkit (tj. 72hodinovy test inhibice ristu zelené fasy
Selenastrum capricornutum) a Rapidtoxkit (rychly screeningovy test na korysi
Thamnocephalus platyurus) Dale jsem pouzila 48hodinovy test akutni toxicity
s nalevnikem Tetrahymena pyriformis. Tyto organismy jsem testovala v koncentracich
12,5 — 0,044 g/l Gginné latky. Rasa s lé¢ivem reagovala silné toxicky, zatimco se
standardem az od koncentrace 2,83 g/l. Pro T. platyurus byly hodnoty 30% inhibice
piijmu barviva pro amoxicillin 3,28 g/l a testovany 1éCivy ptipravek 1,56 g/l. Nalevnik

reagoval v testech sob&ma latkami silné toxicky. Lé&ivo Augmentin® 625 mg se

vvvvvv

®

Klicova slova: ekotoxicita, Augmentin- 625 mg, amoxicillin, Tetrahymena

pyriformis, Selenastrum capricornutum, Thamnocephalus platyurus
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Abstract

Psohlavcova Zuzana, Ecotoxicological screening of the antibiotic Augmentin®

625 mg, rigorous thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

In the years 2005 — 2008 amoxicillin accounted 17% of all consumed antibacterial
drugs used in systematic therapy. Usage of this antibiotic has not been reduced over the
years and therefore the ecosystems are permanently contaminated. To evaluate the
ecotoxicological effect of amoxicillin I used Algaltoxkit (ie. 72hour growth inhibition
test of the green algae Selenastrum capricornutum) and Rapidtoxkit (rapid screening
test for the crustacean Thamnocephalus platyurus). Next | used a 48hour test of acute
toxicity with the ciliate Tetrahymena pyriformis. | tested these organisms in
concentrations ranging from 12,5 — 0,044 g/l of the active substance. Green algae
reacted with the drug strongly toxic, while the standard from a concentration of 2.83 g/I.
For T. platyurus were 30% inhibition of particle uptake for amoxicillin 3,28 g/l and test
medicine 1,56 g/I. Ciliate reacted in tests with both substances strongly toxic. The drug

Augmentin® 625 mg has been shown more toxic than the standard.

Key words: ecotoxicity, Augmentin® 625 mg, amoxicillin, Tetrahymena

pyriformis, Selenastrum capricornutum, Thamnocephalus platyurus

67



Pouzita literatura:

Andreozzi, R.; Caprio, V.; Ciniglia, C.; de Champdore, M.; Lo Giudice, R.; Marotta, R.;
Zuccato, E.: Antibiotics in the environment: occurrence in Italian STPs, fate, and
preliminary assessment on algal toxicity of amoxicillin. Environmental Science
& Technology, 2004, 38(24), s. 6832 — 6838.

Barahona, M. V.; Sanchez-Fortiun, S.: Comparative study on the environmental risk
induced by several pyrethroids in estuarine and freshwater invertebrate organisms.
Chemosphere , 2005, 59(4), s. 553 — 559.

Blinova, I.: Use of freshwater algae and duckweeds for phytotoxicity testing.
Environmental Toxicology, 2004, 19(4), s. 425 — 428.

Bogaerts, P.; Bohatier, J.; Bonnemoy, F.: Use of the ciliated protozoan Tetrahymena
pyriformis for the assessment of toxicity and quantitative structure--activity
relationships of xenobiotics: comparison with the Microtox test. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 2001, 49(3), s. 293 — 301.

Bonnet, J. - L.; Dusser, M.; Bohatier, J.; Laffosse, J.: Cytotoxicity assessment of three
therapeutic agents, cyclosporin-A, cisplatin and doxorubicin, with the ciliated
protozoan Tetrahymena pyriformis. Research in Microbiology, 2003, 154(5), s. 375
— 385.

Bonnet, J. - L.; Bonnemoy, F.; Dusser, M.; Bohatier, J.: Assessment of the potential
toxicity of herbicides and their degradation products to nontarget cells using two
microorganisms, the bacteria Vibrio fischeri and the ciliate Tetrahymena pyriformis.

Environmental Toxicology, 2007, 22, s. 78 — 91.

DellaGreca, M.; lesce, M. R.; Isidori, M.; Nardelli, A.; Previtera, L.; Rubino, M.:
Phototransformation products of tamoxifen by sunlight in water. Toxicity of the
drug and its derivates on aquatic organisms. Chemosphere, 2007, 67, s. 1933 —
1939.

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Blinova%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bogaerts%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bohatier%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bonnemoy%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bonnet%20JL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dusser%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bohatier%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Laffosse%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Cho, C. W.; Pham, T. P.; Jeon, Y. C.; Min, J.; Jung, H. Y.; Lee, D. S.; Yun, Y. S.:
Microalgal photosynthetic activity measurement system for rapid toxicity
assessment. Ecotoxicology, 2008, 17(6), s. 455 — 463.

Czeizel, A. E.; Rockenbauer, M.; Sorensen, H. T.; Olsen, J.: Augmentin treatment
during pregnancy and the prevalence of congenital abnormalities. A population
based case-control teratologic study. European Journal of Obstetrics & Gynecology
and Reproductive Biology, 2001, 97(2), s. 188 — 192.

Darcy, P.; Kelly, J. P.; Leonard, B. E.; Henry, J. A.: The effect of lofepramine and other
related agents on the motility of Tetrahymena pyriformis. Toxicology Letters, 2002,
128(1-3), s. 207 — 214.

Dellamatrice, P. M.; Monteiro, R. T. R.; Kamida, H. M.; Nogueira, N. L.; Rossi, M. L.;
Blaise, Ch.: Decolourization of municipal effluent and sludge by Pleurotus sajor-
caju and Pleurotus ostreatus. World Journal of Microbiology & Biotechnology,
2005, 21, s. 1363 — 1369.

Diamond, J. M.; Stribling, S.; Bowersox, M.; Latimer, H.: Evaluation of Effluent
Toxicity as an Indicator of Aquatic Life Condition in Effluent-Dominated Streams:
A Pilot study. Integrated Environmental Assessment and Management, 2008, 4(4),
s. 456 — 470.

Dias, N.; Nicolau, A.; Carvalho, G. S.; Mota, M.; Lima, N.: Miniaturization and
application of the MTT assay to evaluate metabolic activity of protozoa in the
presence of toxicants. Journal of Basic Microbiology, 1999, 39(2), s. 103 — 108.

DP; 2008 - Psohlavcova, Z.: Ekotoxikologicky screening vybraného antibiotika.
Diplomova prace. 2008, s. 142.

Eguchi, K.; Nagase, H.; Ozawa, M.; Endoh, Y. S.; Goto, K.; Hirata, K.; Miyamoto, K.;
Yoshimura, H.: Evaluation of antimicrobial agents for veterinary use in the

ecotoxicity test using microalgae. Chemosphere, 2004, 57(11), s. 1733 — 1738.

Fairchild, J. F.; Ruessler, D. S.; Haverland, P. S.; Carlson, A. R.: Comparative

sensitivity of Selenastrum capricornutum and Lemna minor to sixteen herbicides.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pham%20TP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jeon%20YC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Min%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jung%20HY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lee%20DS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yun%20YS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Darcy%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kelly%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Leonard%20BE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Henry%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Eguchi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nagase%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ozawa%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Endoh%20YS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Goto%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hirata%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Miyamoto%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yoshimura%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fairchild%20JF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ruessler%20DS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Haverland%20PS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Carlson%20AR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Archives of Environmental Contamination and Toxicology, 1997, 32(4), s. 353 —
357.

Halling-Serensen, B.; Nors Nielsen, S.; Lanzky, P. F.; Ingerslev, F.; Liitzheft, H. C.;
Jorgensen, S. E.: Occurrence, fate and effects of pharmaceutical substances in the

environment — a review. Chemosphere, 1998, 36, s. 357 — 393.

Halling-Serensen, B.: Algal toxicity of antibacterial agents used in intensive farming.

Chemosphere, 2000, 40, s. 731 — 739.

Holoubek, I.; MarSalek, B.; Rojickova-Padrtova, R.: Evaluation of alternative and
standard toxicity assays for screening of environmental samples: Selection of an
optimal test battery. Chemosphere, 1998, 37(3), s. 495 — 507.

Holten Liitzheft, H. H.; Halling-Serensen, B.; Jorgensen, S. E.: Algal toxicity of
antibacterial agents applied in Danish fish farming. Archives of Environmental

Contamination and Toxicology, 1999, 36(1), s. 1 — 6.

Hrdina, V.; Hrdina, R.; Jahodaf, L.; Martinec, Z.; Mérka, V.: Pfirodni toxiny a jedy.
Galén, Nakladatelstvi Karolinum, Praha, 2004, s. 302.

Girling, A. E.; Pascoe, D.; Janssen C. R.; Peither, A.; Wenzel, A.; Schifer, H.;
Neumeier, B.; Mitchell, G. C.; Taylor, E. J.; Maund, S. J.; Lay, J. P.; Jiittner, L;
Crossland, N. O.; Stephenson, R. R.; Persoone, G.: Development of methods for
evaluating toxicity to freshwater ecosystems. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 2000, 45(2), s. 148 — 176.

Kalina, T.; Véaia, J.: Sinice, fasy, houby, mechorosty a podobné organismy v soucasné

biologii. Univerzita Karlova v Praze, Nakladatelstvi v Praze, 2005, s. 606.

Kenyon, S. L.; Taylor, D. J.; Tarnow-Mordi, W.: Broad-spectrum antibiotics for
preterm, prelabour rupture of fetal membranes: the ORACLE | randomised trial.
Lancet, 2001, 357(9261), s. 979 — 988.

Kenyon, S. L.; Taylor, D. J.; Tarnow-Mordi, W.: ORACLE - antibiotics for preterm
prelabour rupture of the membranes: short-term and long-term outcomes. Acta
paediatrica, 2002, 437, s. 12 — 15.

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Girling%20AE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pascoe%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Janssen%20CR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Peither%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wenzel%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sch%C3%A4fer%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Neumeier%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mitchell%20GC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Taylor%20EJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Maund%20SJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lay%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22J%C3%BCttner%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Crossland%20NO%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Stephenson%20RR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Persoone%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Kim, J. W.; Ishibashi, H.; Yamauchi, R.; Ichikawa, N.; Takao, Y.; Hirano, M.; Koga,
M.; Arizono, K.: Acute toxicity of pharmaceutical and personal care products on
freshwater crustacean (Thamnocephalus platyurus) and fish (Oryzias latipes). The
Journal of Toxicological Sciences, 2009, 34(2), s. 227 — 232.

Koci, V.; Mlejnek, M.; Burkhard, J.: Statistické vyhodnocovani fasovych biotesti.
Czech Phycology, Olomouc, 2002, 2, s. 139 — 142.

Lanzky, P. F.; Halling-Serensen, B.: The toxic effect of the antibiotic metronidazole on
aquatic organisms. Chemosphere, 1997, 35(11), s. 2553 — 2561.

Leifertova, I.; Baloun, J.: Farmaceutickd botanika. Systematika. Statni pedagogické

nakladatelstvi, Praha, 1990, s. 173.

Maeda-Martinez, A. M.; Obregén, H.; Dumont, H. J.: Food-dependent color patterns in
Thamnocephalus platyurus Packard (Brachiopoda: Anostraca); a laboratory study.
Hydrobiologia, 1995, 298, s. 133 — 139.

Muna, L.; Guido, P.; Colin, J.; Wim, D. C.; Karl, S.: Toxicity Evaluations of
Wastewaters in  Austria with Conventional and Cost-Effective Bioassays.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 1995, 32(2), s. 139 — 146.

Natecz-Jawecki, G.: In vitro biotransformation of amitriptyline and imipramine with rat
hepatic S9 fraction: evaluation of the toxicity with Spirotox and Thamnotoxkit F
Tests. Archives of Environmental Contamination and Toxicology, 2008, 54(2),
S. 266 — 273.

Natecz-Jawecki, G.; Persoone, G.:. Toxicity of Selected Pharmaceuticals to the
Anostracan Crustacean Thamnocephalus platyurus. Comparison of Sublethal and
Lethal Effect Levels with the 1h Rapidtoxkit and the 24h Thamnotoxkit
Microbiotests. Environmental Science & Pollution Research, 2006, 13(1), s. 22 —
27.

Palma, P.; Alvarenga, P.; Palma, V.; Matos, C.; Fernandes, R. M.; Soares, A.; Barbosa,

I. R.: Evaluation of surface water quality using an ecotoxicological approach: a case

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lanzky%20PF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Halling-S%C3%B8rensen%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Na%C5%82ecz-Jawecki%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Na%C5%82ecz-Jawecki%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

study of the Alqueva Reservoir (Portugal). Environmental Science & Pollution
Research, 2009.

Park, S.; Choi, K.: Hazard assessment of commonly used agricultural antibiotics on

aquatic ecosystem. Ecotoxicology, 2008, 17, s. 526 — 538.

Pascoe D.; Karntanut W.; Miiller C. T.. Do pharmaceuticals affect freshwater
invertebrates? A study with the cnidarian Hydra vulgaris. Chemosphere, 2003,
51(6), s. 521 — 528.

Rihova Ambrozova, J.: Encyklopedie hydrobiologie: vykladovy slovnik [on-line].
Vysoka skola chemicko-technologicka, Praha, [16. 6. 2008] — dostupné z adresy:
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/ebook.copyright.htm

Sano, L. L.; Krueger, A. M.; Landrum, P. F.: Chronic toxicity of glutaraldehyde:
differential sensitivity of three freshwater organisms. Aquatic Toxicology, 2005,
71(3), s. 283 — 296.

Sauvant, M. P.; Pepin, D.; Bohatier, J.; Groliere, C. A.: Microplate technique for
screening and assessing cytotoxicity of xenobiotics with Tetrahymena pyriformis.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 1995, 32(2), s. 159 — 165.

Sauvant, M. P.; Pepin, D.; Piccinni, E.: Tetrahymena pyriformis: a tool for toxicological
studies. A review. Chemosphere, 1999, 38, s. 1631 — 1669.

Sedlak, E.: Zoologie bezobratlych. Masarykova univerzita v Brné, Brno — Kravi hora,

2003, s. 337.

Soren, T. - B.: Pharmaceutical antibiotic compounds in soil — a review. Journal of Plant
Nutrition and Soil Science, 2003, 166(2), s. 145 — 167.

Stefanidou, M.; Chatziioannou, A.; Livaditou, A.; Rellaki, A.; Alevisopoulos, G.;
Spiliopoulou, H.; Koutselinis, A.: DNA toxicity of cocaine hydrochloride and
cocaine freebase by means of DNA image analysis on Tetrahymena pyriformis.
Biological & Pharmaceutical Bulletin, 2002, 25(3), s. 332 — 334.

72


http://gateway.tx.ovid.com/gw2/ovidweb.cgi?S=LLMJFPADDPDDOGKINCILKEJJCGPPAA00&Search+Link=%22Pascoe+D%22.au.
http://gateway.tx.ovid.com/gw2/ovidweb.cgi?S=LLMJFPADDPDDOGKINCILKEJJCGPPAA00&Search+Link=%22Karntanut+W%22.au.
http://gateway.tx.ovid.com/gw2/ovidweb.cgi?S=LLMJFPADDPDDOGKINCILKEJJCGPPAA00&Search+Link=%22Muller+CT%22.au.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sano%20LL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Krueger%20AM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Landrum%20PF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sauvant%20MP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pepin%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bohatier%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Groliere%20CA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Timms, B. V.: An identification guide to the fairy shrimps (Crustacea: anostraca) of
Australia. Identification Guide No. 47. Co-operative Research Centre for Freshwater
Ecology (Australia), 2004, s. 76.

Torokné, A.; Vasdinnyei, R.; Asztalos, B. M.: A rapid microbiotest for the detection of
cyanobacterial toxins. Environmental Toxicology, 2007, 22(1), s. 64 — 68.

Tsai, K. P.; Chen, C. Y.: An algal toxicity database of organic toxicants derived by
a closed-system technique. Environmental Toxicology and Chemistry, 2007, 26(9),
s. 1931 —1939.

Volf, P.; Horék, P.: Paraziti a jejich biologie. Triton, Praha, 2007, s. 318.

Williams, W. D.: Australian Freshwater Life: The Invertebrates of Australian Inland

Waters. The Macmillan Company of Australia, Melbourne, 1980, s. 321.

Wu, C.; CIift, P.; Fry, C. H.; Henry, J. A.: Membrane action of chloramphenicol
measured by protozoan motility inhibition. Archives of Toxicology, 1996, 70(12),
s. 850 — 853.

Wu, C.; Henry, J. A.: Interaction between ethanol and opioids in a protozoan assay.
Human & Experimental Toxicology, 1994, 13(3), s. 145 — 148.

- elektronické zdroje:
Mediox — 1ékarensky systém - majetek Karlovarské krajské nemocnice, a.s.
Mikro-verze AISLP - CR 2008.3 pro MS Windows
Mikro-verze AISLP - CR 2009.2 pro MS Windows
SPC — Souhrn udajii o pipravku Augmentin® 625 mg [20. 7. 2008] - dostupné z adresy:

http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php

73


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22T%C3%B6r%C3%B6kn%C3%A9%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vasdinnyei%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Asztalos%20BM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tsai%20KP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chen%20CY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Clift%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fry%20CH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Henry%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Henry%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

USP DI® Drug Information for the Health Care Profesional
www.BioLib.cz [20. 7. 2008]

www.drugbank.ca — autor: Wishart, D., University of Alberta, Departments of

Computing Science & Biological Sciences [12. 7. 2008]
www.fritschalgae.info/index.html [29. 6. 2008]
www.kkn.cz — Karlovarska krajska nemocnice, a.s. [30. 8. 2008]
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Ciliophora - [16. 11. 2008]
www.microbiotests.be — MicroBioTests Inc. [2. 8. 2008]
www.nies.go.jp - National Institute for Environmental Studies [12. 7. 2008]

http://silicasecchidisk.conncoll.edu/LucidKeys/Carolina_Key/html/Selenastrum_Main.h
tml - Connecticut College, Freshwater Ecology Laboratory [29. 6. 2008]

www.sinicearasy.cz - autofi: Kastovsky, J.; Hauer, T.; Lukavsky, J. Ptirodovédecka
fakulta, JihoGeské univerzita v Ceskych Budgjovicich [29. 6. 2008]

http://www.ucmp.berkeley.edu/arthropoda/crustacea/branchiopoda.html [20. 7. 2008] -

University of California, Museum of Paleontology

74


http://www.biology.ualberta.ca/

