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Problematika ATB rezistence



• nedostatek informací o mechanismech, které řídí transport, přenos a akumulaci genů 
antibiotické rezistence (ARG) ve vodních ekosystémech

• i když vyčištěná odpadní voda obsahuje výrazně nižší množství ARG než surová odpadní 
voda, přesto vypouštění odpadní vody může zvýšit množství ARG v recipientu [1,2]

• odpadní vody z ČOV mohou sloužit jako zdroj ARG a mobilních prvků pro vodní prostředí 
recipientu

• nezávisle na procesech čištění v konkrétní ČOV [3]

• prostředí po proudu od ČOV tak bývá obohaceno o vlastní geny antibiotické rezistence

• ale také o mobilní genetické prvky



• plazmidy, transpozony a integrony účinné mechanismy přenosu ARG (vč. multirezistencí) [4]

• transpozony s integrony se mohou přenést do ŽP 

• geny v integronech mohou tvořit tzv. genové kazety 

• umožňuje bakteriím rychle se adaptovat a vyvíjet se díky hromadění a expresí nových genů

• téměř výlučně souvisejí s rezistencí na antibiotika

• mobilizace na plazmidy byla selektována intenzivním používáním antibiotik [5]

https://www.mdpi.com/2076-0817/3/2/238/htm



• vybrané ARG  jsou považovány za relevantní indikátory rezistence různých prostředí [6]

• běžně  vyskytují v městských odpadních vodách a vodních prostředích

• beta-laktamy (geny bla CTX-M a blaTEM)

• sulfonamid (sul1)

• tetracyklin (tetM)

• kolistin (mcr1) 

• gen mcr-1 kóduje rezistenci na kolistin a jeho výskyt a prevalence na ČOV je zajímavý, 
protože byl zatím detekován v upravené odpadní vodě pouze sporadicky

• gen intI1 představuje mobilní element přenášející ARG prostřednictvím HGT dále do 
prostředí a je velmi hojný jak v odpadních vodách i ve sladkovodním prostředí

• uvádí se, že ATB mají významnou korelaci s intl1 a proto se tento gen používá jako indikátor 
antropogenního znečištění [8]



Cíle 

Relativní kvantifikace vybraných genů 
antibiotické rezistence (ARG) pomocí qPCR

Kultivace ATB rezistentních E.coli

• nátok/odtok z ČOV

• v říční vodě a sedimentech řeky Svratky 

• nad/pod výpustí z ČOV

• odhad efektivity ČOV Modřice v Brně v 
odstranění ARG



Odběr vzorků probíhal jednou měsíčně 
ve spolupráci s ČOV Modřice
v období od listopadu 2019 – září 2020

1. Nátok na ČOV/ odtok) z ČOV 
(duben-září 2020)

2. 24 hod vzorek odtoku z ČOV
(listopad 2019-září 2020)

3. Voda a sediment z recipientu 
nad/pod výpustí ČOV 
(listopad 2019-září 2020)

Metodika



qPCR

• filtrace 0,2 um, izolace DNA  kity Mo Bio

• pro stanovení relativní kvantity ARG pomocí metody qPCR byly vybrány 

• 4 typy primerů pro analýzu vybraných ARG na beta-laktamová ATB 
(blaCTX-M-15, blaCTX-M-32), sulfonamid (sul1), tetracyklin (tetM) a kolistin (mcr-1)

• integron (intl1)

• 16S rRNA (poskytuje odhad celkového mikrobiálního osídlení ve vzorku) jako vnitřní kontrolu

Kultivace

• kultivačně stanoveny počty rezistentních  E. coli na vybraná ATB 
(ampicilin, imipenem, sulfametaxazol, tetracyklin, kolistin)

• VUV Brno



• všechny vybrané geny rezistence na ATB – sul1, tetM,, blaCTX-M-15, blaCTX-M-32, mcr1 a 
integron intl1 byly detekovány pouze v surové vodě v nátoku

• blaTEM pouze v nátoku a odtoku

• průměrná abundance  ARG ve všech typech vzorků v průběhu vzorkování:

Výsledky

sul1 > intl1 > tetM > blaTEM > blaCTX-M-15 > blaCTX-M-32 > mcr-1



Sezónní průběh koncentrací sledovaných ARG v nátoku a odtoku z ČOV.
(Hodnoty ΔCt jsou v nepřímé úměře k množství detekovaných ARG)



ARG v nátoku a na odtoku z ČOV

• hodnoty relativní kvantity u všech zkoumaných ARG  ukazují na úbytek po 
kompletním vyčištění vody na ČOV

• kultivační pokusy ukázaly, že účinnost eliminace bakterií nesoucích ARG (min. 95%)
• míra eliminace ARG je mnohem menší než eliminace bakterií a dochází k jejich 

uvolňování do prostředí
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ARG ve vodním recipientu

• množství ARG ve vyčištěné odpadní vodě na odtoku bylo větší než hodnoty získané 
z říční vody nad výpustí z ČOV (N voda)

• dochází k významnému poklesu ARG během procesu přečištění na ČOV

• i tak se uvolňuje nezanedbatelné množství ARG do prostředí

• tím dochází k obohacení recipientu řeky oproti situaci nad výpustí

• trend je zřetelný u všech zkoumaných ARG s výjimkou integronu (intl1)

• hladina ARG ovlivněna ČOV FN Bohunice…?
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ARG v říčním sedimentu

• vykazují koncentrace ARG mnohem menší rozdíly nad a pod výpustí vody z ČOV oproti 
hodnotám nalezeným ve volné vodě 

• s výjimkou genu sul1 a genu pro integron
• sediment slouží jako „hot-spot“ nejen mikrobiálního metabolismu v říčním toku, ale 

taky jako rezervoár ARG
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Odhad % podílu ATB rezistentních bakterií ve společenstvu

Intl1 Sul1 TetM bla CTX-M-15 bla CTX-M-32 MCR-1 blaTEM

nátok na ČOV 7,54% 2,56% 2,32% 3,44% 0,54% 0,04% 18,87%

odtok z ČOV 7,10% 1,00% 0,17% 0,00% 0,01% 0,00% 0,03%

Intl1 Sul1 TetM bla CTX-M-15 bla CTX-M-32 MCR-1

odtok ČOV 5,17% 1,82% 0,15% 0,00% 0,01% 0,00%

voda nad ČOV  0,85% 0,06% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00%

voda pod ČOV 2,70% 0,23% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00%

Intl1 Sul1 TetM bla CTX-M-15 bla CTX-M-32 MCR-1

sediment nad ČOV 0,54% 0,49% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00%

sediment pod ČOV 1,89% 0,85% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00%



Závěr

• abundance analyzovaných genů rezistence mohla být seskupena do tří skupin a 
tyto výsledky jsou ve shodě s jinými evropským zeměmi

• první skupinu hojných ARG tvořily výše zmíněné geny intI1 a sul1
• druhou skupinou střední četnosti tetM, blaTEM (ne v recipientu!)
• třetí nejméně početnou skupinu pak tvoří mcr-1, blaCTX-M-15 a blaCTX-M-32

• kopírujeme trendy zjištěné na jiných evropských ČOV

• z hlediska hojnosti vybraných ARG v prostředí

• tak i v efektivitě jejich odstranění



• vlivem procesů na ČOV dochází k výraznému úbytku abundance všech sledovaných 
skupin ARG i intl1

• efektivita čištění nedostatečná 
• obohacení recipientu pod výpustí z ČOV o ARG

• tento efekt je výraznější u volné vody než u sedimentu

• sediment představuje hlavní rezervoár ARG v recipientu

• množství ARG zjištěných v sedimentu by po přepočtu  a objem vykazoval asi 
tisíckrát větší koncentrace ARG než volná voda…



Poděkování
Brněnské vodárny a kanalizace, a.s. 
ČOV Modřice Brno za sběr vzorků

příjemnou spolupráci a v neposlední řadě také za pomoc (resp. záchranou misi) v terénu 
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