STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor SOC: 08. ochrana a tvorba Zivotniho prosti-edi

Izolace mikroorganismii biodegradujicich diklofenak

Jan Beranek

Kraj: Praha
Praha 2016






STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor SOC: 08. ochrana a tvorba Zivotniho prostiedi

Izolace mikroorganismii biodegradujicich diklofenak

Isolation of microorganisms biodegrading diclofenac

Autor:

Skola:

Roc¢nik

Kraj:

Konzultant:

Jan Beranek

Gymnazium, Praha 2, Boti¢ska 1
Boticska 1, 128 01 Praha 2

Praha

Mgr. Vlasta Cepelova,
RNDr. Andrea Palyzova, Ph.D.

Praha 2016



4

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto praci SOC vypracoval samostatné pod vedenim
RNDr. Andrey Palyzové, Ph.D., a Mgr. Vlasty Cepelové. Déle prohlasuji, Ze jsem
praci vypracoval pomoci legalniho programového vybaveni a Ze jsem uvedl pouze
veSkeré pouzité zdroje informaci.

Jan Beranek



Podékovani

Moc dékuji vSem pracovnikiim laboratofe enzymovych technologii mikrobiologic-
kého tstavu Akademie véd CR za moznost provedeni praktické ¢asti této préce.
Zvlasté dékuji RNDr. Andree Palyzové, Ph.D., za jeji odbornou pomoc s experimen-
ty, za to, Ze mi dodala odbornou literaturu a za jeji pripominky k této praci.

Dale dékuji RNDr. Helené Mare$ové, CSc., a RNDr. Vaclavu Stépankovi, CSc., za je-
jich pomoc v oblasti molekuldrni mikrobiologie.

Dékuji i Mgr. Vlasté Cepelové za vedeni a ptipominky k praci a Ing. EvZenu Marka-
lousovi za technickou pomoc.






Anotace

Zivotni prostiedi je v sou¢asné dobé zneéisténo velkym mnozstvim riiznych polu-
tantd, latek vytvorenych clovékem. Jednou ze skupin takovych latek jsou léciva,
jejichZ pritomnost byla prokazana v povrchovych i podzemnich vodach a v ptidé.
V priibéhu této prace jsem se snaZil najit mikroorganismus, ktery dokaze biode-
gradovat konkrétni 1écivo, diklofenak. Pomoci klasickych mikrobiologickych metod
jsem ze vzorkli kontaminované pldy izoloval mikroorganismy rostouci v médiu
doplnéném diklofenakem a nalezl jsem nékolik takovych kment bakterii, které
jsem molekularné genetickymi metodami zaradil do kmene Pseudomonas putida.

Kli¢ova slova: diklofenak, biodegradace, Pseudomonas putida

Annotation

Pharmaceutical drugs and their metabolites are part of environmental pollution.
Their presence is proven in surface and underground waters and in soil. I have
been looking for a microorganism, which would be able to utilize and biodegrade
diclofenac, common drug. I have been using methods common in microbiology for
isolation such microorganisms from contaminated soil. I have found a few bacterial
species which are able to do so; these species have grown in medium supplement-
ed with diclofenac. Using molecular genetic methods I have taxonomically deter-
mined that found organisms belong to specie Pseudomonas putida.

Key words: diclofenac, biodegradation, Pseudomonas putida
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Uvod

Vzhledem k tomu, Ze celosvétova produkce a spotieba 1é¢iv stoupa, zacala se 1éciva
dostavat do vSech sloZek Zivotniho prostiedi. Jejich pritomnost je doloZena v ptidé
a ve vodnim prostredi. Proto jsou farmaka aktudlné jednim z polutantd, jejichz sle-
dovani v prostiedi je vyzadovano. Koncentrace farmak se sleduji zejména ve vod-
nim prostiedi. V posledni dobé se ukazuje jako ucinna cesta pro degradaci téchto
polutantli vyuziti bakteridlnich konsorcii nebo ¢istych kultur vybavenych enzymo-
vym systémem schopnym katabolizovat dany polutant.

Toto téma jsem si pro svou praci SOC vybral, protoZe mé zajima degradace xenobi-
otik pomoci mikroorganismi, a proto, Ze pritomnost 1é¢iv v Zivotnim prostredi je
realnd hrozba, kterou bychom ve vlastnim zajmu neméli ignorovat. Také jsem se
v ramci projektu Oteviena véda Praha zucastnil studentské védecké staze na toto
téma.

Cilem mé préace je nalézt a kultivovat mikroorganismus schopny degradovat diklo-
fenak, coz je uC€inna latka v nékterych lécich, které tlumi bolest, zanéty ¢i otoky pri
riznych koznich problémech a dokazat, Ze je diklofenak skute¢né degradovan. Za-
rovenl chci poukazat na vyznamnou roli takového mikroorganismu v biodegradaci
diklofenaku.



1 Prehled literatury

1.1 Biodegradace polutanti

Degradaci latek lze povazovat za proces, ktery vede ke zjednoduSenti jejich struktu-
ry plisobenim fyzikalnich, chemickych a biologickych faktort. V pripadé biodegra-
dace prevazuji biologické faktory nad abiotickymi. Biodegradace je biologické od-
bouravani organickych latek, a to jak prirodnich, tak téch, které maji antropogenni
piivod, coZ znameng, Ze se do Zivotniho prostiedi dostaly kviili lidské ¢innosti. Vét-
Sinu téchto latek nazyvame polutanty. Biodegradaci provadéji zpravidla mikroor-
ganismy, protoZe maji ve srovnani s vy$$imi organismy rozmanitéjs$i metabolismus
a enzymové vybaveni. Organické latky mohou byt biotransformovany nebo pres
fadu meziproduktli rozloZeny az na jednoduché anorganické latky jako oxid uhlici-
ty a vodu - v takovém piipadé hovoiime o mineralizaci. U¢innost biodegradace
organické latky je vyznamnou mérou ovlivnéna samotnou chemickou strukturou
slouceniny. Pritomnost urcitych charakteristickych skupin (-COOH, -OH, -Cl apod.)
miZe rozklad polutantu za urcitych podminek usnadnovat nebo naopak ztézovat.

(1)

Se strukturou molekuly souvisi také fyzikalné-chemické vlastnosti molekul. Jednou
z klicovych vlastnosti je napr. hydrofobicita (Spatna rozpustnost ve vodé, naopak
dobra rozpustnost v tucich a organickych rozpoustédlech), ktera se ¢aste¢né podili
na Skodlivosti polutantu v prostredi. (1)

1.1.1 Polutanty

Slovo ,polutant” pochazi z latinského polluo, coz znamena znecistovat. Pod po-
jmem polutant se rozumi latka, kterd ma nepriznivé ucinky na urcité slozky Zivot-
niho prostiedi. MiiZe byt uméle vyrobena clovékem (pokud zaroven neni priroze-
nou soucasti zZivych organismi, oznacCujeme ji jako xenobiotikum) nebo vznikat
prirodnimi pochody. Polutantem se stava, pokud se na daném misté vyskytuje v
nezadoucim mnoZstvi. Jako polutanty se oznacuji pevné, kapalné nebo plynné lat-
ky, které maji v Zivotnim prostedi $kodlivy vliv na Zivé organismy. Casto jsou to
latky antropogenniho ptivodu. Charakteristickymi vlastnostmi polutanti je jejich
toxicita a u nékterych moZznost bioakumulace (hromadéni v potravinovém retézci)
nebo odolnost viici rozkladu. (1)

Nékteré toxické organickeé latky jsou oznaCovany jako perzistentni organické polu-
tanty. Jsou rozkladany obtiZné a pomalu, a proto setrvavaji v prirodé velmi dlou-
hou dobu. Hromadi se v téle organismli a v potravnim retézci vlivem dalkového
prenosu mohou byt Siroce rozsifené. Mezi persistentni polutanty patfi napft. pesti-
cidy (DDT - 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan, HCH - hexachlorcyklohe-



xan...), chemikalie vyuzivané v chemickém primyslu (napt. PCB - polychlorované
bifenyly) a nékteré odpadni produkty chemické vyroby. (1)

1.1.2 Bioremediace

Mnoho organisml ma enzymovou vybavu, diky které mohou odbouravat nékteré
polutanty. To pro né mizZe byt vyhodné, mohou tim ziskat dalsi zdroj uhliku a
polutant, coZ ma negativni vliv na dany organismus. Z organism, které mohou
degradovat polutanty, jsou nejdtleZitéjsi bakterie. Ty dokdZou polutanty ¢asto roz-
lozit beze zbytku. O bakteridlnim metabolismu polutantti vétSinou plati, Ze geny
pro potiebné enzymy jsou Castéji pritomny na plazmidech, které si bakterie mohou
piredavat konjugaci; méné ¢asto jsou na chromozomu. Casto jsou také regulovany -
zapind je pritomnost polutantu, naopak je vypina pritomnost jednoduseji vyuzitel-
né potravy. (2)

Proces, pri kterém jsou degradujici organismy vyuZity pro vycisténi znecisSténého
prostredi, se nazyva bioremediace. Je to cilena biodegradace toxickych latek nebo
xenobiotik, nejcastéji pomoci rozsahlych mikrobialnich konsorcii bakterii a hub,
které primo nebo neptrimo rozkladaji a vyuzivaji fadu prirozenych organickych
latek. (3) K tomu, aby se uskutecnila bioremediace polutantu v kontaminovaném
prostiedi, musi byt splnény urcité predpoklady, za kterych dojde k transformaci
organické latky:

e pritomnost organismu s vhodnou enzymatickou vybavou pro degradaci po-
lutantu v kontaminovaném prostredi

e schopnost téchto organismi transformovat organicky polutant

e pii degradaci vznika latka (meziprodukt), kterd nesmi byt v dosazené kon-
centraci toxicka pro degradujici organismus

e pri vyuziti mikroorganismi téz dostupnost polutantii mikroorganismim -
moZnost proniknuti polutantu pres membranu (vyuZiti intracelularnich ne-
bo extracelularnich enzymi)

e Uprava fyziologickych podminek kontaminovaného prostiedi pro rychlé
mnoZeni populace organismu (anorganické Ziviny, kyslik nebo jiné vhodné
akceptory elektront, stopové prvky, teplota, pH, zdroj uhliku a energie, in-
duktor katabolické drahy)

e nepritomnost dalsi chemické latky potlacujici riist nebo metabolickou akti-
vitu degradacni mikrofléry v kontaminované lokalité.(3)

1.2 Léciva

Jako léciva jsou souhrnné oznacovany lécivé latky a 1écivé pripravky, které slouzi
k 1é¢eni, prevenci nebo zmirnéni projevii nemoci. (4)
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Lécivé latky jsou podle zakona ¢. 378/2007 Sb. definovany jako latky nebo smési
latek pouzivané pri pripravé 1écCivych pripravki, které se stanou ucinnou slozkou
l1écivého pripravku. Tyto latky mohou byt ptivodu lidského, Zivoc¢iSného, rostlinné-
ho nebo chemického. Dale tento zakon definuje pomocnou latku, coz je jakakoli
slozka 1éc¢ivého pripravku, kterd neni ani l1éc¢ivou latkou ani obalem. (5) Misto
oznaceni ,1éCiva latka“ je mozZno pouZit zkratku API z anglického ,active pharma-
ceutical ingredient” - Cesky ,aktivni farmaceuticka substance.”

Léciva Ize délit na zakladé jejich odolnosti viici Zivotnimu prostiedi do ti{ skupin:

e latky lehce odbouratelné
e latky Spatné odbouratelné a hydrofilni
e latky Spatné odbouratelné a hydrofobni

Pro Zivotné prostredi jsou nejnebezpecnéjsi latky ze treti skupiny, které se mohou
kumulovat v potravnich retézcich. Zvlastni skupinou jsou pak léciva - xenobiotika,
ktera mohou narusit ¢innost Zivych organismi. Mezi nejvyznamnéjsi latky této
skupiny patfti estrogeny, antibiotika a nesteroidni antiflogistika. (4)

1.2.1 Vyskytléciv v prostredi

Distribuce 1é¢iv do Zivotniho prostredi se liSi v porovnani s tradi¢nimi polutanty.
Primarnim zdrojem odpadnich 1é¢iv a jejich metabolitli jsou pacienti. V Evropé se
denné spotirebuji miliony baleni 1éciv, které obsahuji pies 3 000 riznych l1écivych
latek. Tyto latky jsou v lidském ¢i zvirecim téle metabolizovany, a jejich metabolity,
ale i zbytky lécivych latek odchazi z organismu moci do odpadnich vod (obrazek 1).

(4)

PRODUKCE

Y
DISTRIBUCE/
PRODEJ

P B
VETERINARNI HUMANNI
PRIPRAVKY PRIPRAVKY

; . -
NESPOTREBOVANE
. PRIPRAVKY
LECBA 4 LECBA

i 2
‘ CISTIRNY ODPADNICH |
; A
STABILIZOVANY SKLADKY
KAL

PUDA

Y e

POVRCHOVE VODY

Obrdzek 1 - tok IéCiv nebo jejich metabolitii do Zivotniho prostiedi (4)
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NaneStésti procesy pouzivané pfri ¢iSténi odpadnich vod nejsou nékdy schopné tyto
latky uc¢inné zachytit, a tak se 1éciva dostavaji do Zivotniho prostiredi. Nejexpono-
vanéjsimi ¢astmi vodniho prostredi byvaji povrchové vody, kde byla detekovana
napft. zvySena koncentrace (ug/1) antibiotik a hormont. Metabolity 1éc¢iv byly za-
znamenany prakticky ve vSech slozkach Zivotniho prostiedi (pida, podzemni a
povrchové vody), a to v Sirokém koncentra¢nim rozmezi od 1 ng/1 po 1 mg/l. (4)

V Ceské republice byl proveden vyzkum, ktery v rizikovych oblastech potvrdil vy-
skyt Casto pouZivanych 1éc¢iv v pitné vodé, ale jen v nizkych koncentracich, které
zatim patrné nemaji nezadouci vliv na lidské zdravi. (6)

1.2.2 EkKkotoxicita léciv

Ekotoxicita, tedy toxické plisobeni na Zivotni prostredi nebo na Zivé organismy, je
u kazdého 1éciva individualni, protoze ji ovliviiuje mnoho faktord. O ptisobeni 1é¢i-
va na lidsky organismus mame dostatek informaci, zndme jejich kladné i nezadouci
ucinky, nebot v této oblasti podléhaji farmaka prisné kontrole, obzvlasté v zemich
EU. (4; 7)

Testovani ekotoxicity probiha tak, Ze se vytvori prostiedi s modelovym organis-
mem, do kterého se umisti znama koncentrace latky, jejiZ ekotoxicitu chceme
zkoumat. Pouziva se vice modelovych organismi, pouzivaji se zastupci prokaryot a
jednobunécnych i mnohobunécnych eukaryot. Modelovy organismus se vystavi po
stanovenou dobu znamé koncentraci zkoumané latky, a po skonceni experimentu
se porovnava s jedincem ¢i kolonii prokaryot, ktera vystavena nebyla. Obecné plati,

vrvs

vvvvvv

biotika a hormony. Pritomnost antibiotik v prostfedi miize vyvolavat rezistenci
patogennich bakterii vii¢i nim, coZ by mélo zadsadni dopad na jejich 1é¢bu. Pritom-
nost hormont v prostiedi je rovnéz nezadouci; v Kanadé byl proveden vyzkum,
v némz byla populace ryb (strevli) vystavena 173-ethynylestradiolu v koncentraci
5 ng/l. Samclim zkoumanych ryb se zménilo pohlavi a samicim se snizila schopnost
reprodukce, a tim byla zkoumana populace odsouzena k zaniku. (7)

1.2.3 Odstranéni léciv z prostiedi

Existuje nékolik zptisobt, jak se 1é¢iva odstranuji z zivotniho prostredi. Prvni z nich
je fotolyza - molekula 1éCiva je zasaZena slunec¢nim zarenim a rozpadne se na jed-
nodussi molekuly. Tento zplisob degradace je nejcastéjsi ve vzduchu a ve vodnim
prostredi - téZko se takto rozloZi molekula polutantu, kterd se nachazi v ptidé

v hloubce 20 cm. Dalsi je radikalovy rozpad, kdy je molekula farmaka rozloZena
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plisobenim silnych oxidac¢nich ¢inidel, ta se vSak v prirodé nevyskytuji prilis ¢asto.

(4)

V Cistirnach odpadnich vod se pouZziva tzv. sorpce na aktivovany kal. Sklada se ze
dvou déjti, absorpce, kdy se hydrofobni molekuly 1é¢iv vaZou na hydrofobni ¢asti
membran mikroorganismii v kalu a na jiné hydrofobni ¢asti kalu. Druhy déj, ad-
sorpce, probiha diky pusobeni elektrostatickych sil mezi kladné nabitymi moleku-
lami 1é€iv a zaporné nabitym povrchem biomasy. (4)

Dal$i moZnosti odstranéni 1éc¢iv z prostiedi je biodegradace, tedy pfeména molekul
lé¢iv na jednodussi latky plsobenim mikroorganisml v aktivovaném Kkalu.
V cistickach odpadnich vod se vSak 1é¢iva biodegraduji jen Castecné, protoze jsou
v odpadni vodé pritomny jen v nizkych koncentracich. (4)

1.2.4 Diklofenak

Diklofenak, chemickym nazvem 2-[2-(2,6-dichlorfenylamino)-fenyl]octova kyseli-
na, je bila pevna latka s relativné nizkou hustotou. Je hydrofobni, tedy Spatné roz-
pustny ve vodé (2,37 mg/1) (8).

Cl

NH
Cl OH

O

Obrdzek 2 - strukturni vzorec diklofenaku (10)

Diklofenak je béZné nesteroidni a protizanétlivé 1é¢ivo. PouZziva se ve farmaceutic-
kém primyslu jako ucinna latka hlavné v pripravcich proti koZznim zanétlivym
onemocnénim, otoklim, dné ¢i akutnim migrénam. (8)

Léciva a hormony jsou v Evropské unii velmi aktualnim tématem. V roce 2013 byl
diklofenak pridan na tzv. watchlist, tedy seznam latek, jejichZ koncentrace
v povrchovych vodach by clenské staty mély sledovat. Koncentrace diklofenaku
v odpadnich vodach se v rliznych statech velmi lisi, takze je obtiZné stanovit pri-
mérnou hodnotu. V odpadnich vodach se pohybuji mezi 0,12 a 4,7 ug/1 a postupné
se zvysuji, takze dnes je diklofenak jednim z nejcastéji detekovanych 1éc¢iv viibec.
V pitnych vodach se jeho koncentrace pohybuji nejvys tésné nad limity sledovatel-
nosti (1-7 ng/1). (8)
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Stredni hodnoty jeho ekotoxicity v testech s Daphnia magna (hrotnatka velka) ko-
lisaji mezi 22 a 80 mg/l. Nicméné pocitat jen s testy imrtnosti hrotnatek by zna-
menalo podcenit skutecnou toxicitu diklofenaku. Na zakladé studii, které zahrno-
valy i dlouhodobé vystaveni modelovych organismi diklofenaku, byla vypoctena
hodnota koncentrace, ktera pravdépodobné nebude mit Zadny vliv na Zivé orga-
nismy. Ta se rovnd 116 pg/l, coZ je tisicindsobek hodnoty obvykle naméiené
v prostredi. Jako dal$i modelovy organismus byl pouzit Oncorhynchus mykiss
(pstruh duhovy), ktery byl vystaven diklofenaku o koncentraci 1 pg/1 po dobu 28
dni. PoSkodila se mu jatra, ledviny a Zabry. (8) Diklofenak plisobi negativné i na
obratlovce, zplisobuje poskozeni ledvin a gastrointestinalnich tkani. (9)

Nékteré mikroorganismy (napf. nitrifika¢ni bakterie, Pseudomonas putida, Bacillus
sp.) dokazou se svoji enzymovou vybavou rozkladat molekulu diklofenaku, ktera
jim slouzi jako zdroj uhliku a energie. Nitrifika¢ni bakterie k degradaci diklofenaku
vyuzivaji enzym monooxygenazu. Pseudomonas putida a Bacillus sp. degraduji
diklofenak v zavislosti na oxidaci Mn2* na Mn#* pres intermediat Mn3+, kdy se de-
gradace diklofenaku objevuje jako vedlejSi metabolicky proces. Na obrazku 3 je
popsan tiifazovy systém oxidace manganu z Mn?* na Mn#** (MnO3), ktery se zabu-
duje do bunécnych stén bakteridlnich bunék a oxiduje diklofenak na
5-hydroxydiklofenak. (10)

S0OH-diklofenak

diklofenak

Obrdzek 3 - oxidace Mn?* a degradace diklofenaku jako spraZend reakce. (10)

1.3 Identifikace bakterialniho izolatu pomoci srovnavani genii
16S rRNA

16S rRNA je soucasti malé podjednotky prokaryotického ribozomu. Poradi jejich
nukleotidd je kddovano v prislusném tseku 16S rDNA daného mikroorganismu.
Tento usek genetické informace prokaryot je evolu¢né stary a prochazi postupny-
mi zménami, ¢ehoZ Ize dnes vyuZzit pri identifikaci mikroorganismd, pfi niz se
16S rDNA izolatu srovnava s useky 16S rDNA v databazi. V ptripadé shody sekvence
16S rDNA izolatu s nékterym mikroorganismem v databazi se potvrdji, Ze tyto mik-
roorganismy jsou evolu¢né pribuzné. Kviili ndhodnym mutacim v 16S rDNA je
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shoda obou sekvenci malokdy stoprocentni, nicméné kdyZz se shoduje napriklad
90-95 % nukleotidd, je stale moZné povazovat identifikaci za presnou. (11)

Proces identifikace bakteridlniho izolatu se sklada zizolace jeho chromozomalni
DNA, nasledné je nutno pomoci PCR zvétsit podil 16S rDNA ve vzorku, ktery je poté
nutno osekvenovat, tedy stanovit poradi nukleotid{i, a porovnat s databazi. (2; 11)

Vyhodou této metody identifikace je vysoka presnost, prestoze v nékterych ptipa-
dech neni mozné mikroorganismus pomoci této metody zaradit do konkrétniho
kmene. Nevyhodami tohoto procesu jsou materiadlni a ¢asova narocnost (nékolik
dni). (2)
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2 Metodika

2.1 Media a roztoky

2.1.1 Kultiva¢ni media

Pro kultivaci mikroorganismi z odebranych vzork jsem pouzil nasledujici média:

2.1.1.1 Luria - Broth medium (LB)

Navazené slozky (Trypton, Yeast extract a NaCl) jsem rozpustil v 1 000 ml destilo-
vané vody a pH jsem upravil pomoci pH sondy na hodnotu 7,2 pomoci 40% rozto-
ku KOH. Poté jsem je nechal sterilizovat v autoklavu. Nasledné jsem je nechal
zchladit na teplotu 50 °C. Pro pripravu pevné pidy na Petriho misce jsem jesté
pred sterilizaci ptridal do média 18 g agaru (Oxoid).

o  Trypton (0X0id) ..corvererrrrerressererrennns 10g
e Yeast extract (BD - Difco) ....cccovuurenee 5g
e NaCl (Lachema) ....ccunrenirncereencnes 10g

L I \\ - 103 01g
®  KoHPO4 o 1,03 g
o KH2POys e 0,75¢g
®  NH4Cl oo lg

Tyto slouceniny navaZené na analytickych vahach jsem smichal a rozpustil
v 1 000 ml destilované vody. Po sterilizaci jsem medium ochladil a doplnil zasob-
nimi roztoky stopovych prvkil v nasledujicich mnoZstvich:

o MgSO04- 7TH20 ooooeooeseeserseen 1000 pl/100 ml
o CaClz* 2H20 wooveeseeseesesssessesee 200 pl/100 ml
o ZnS04 " TH20 cooovoeeseesesseesessee 100 pl/100 ml
o MnSO4+ TH20 cooooeroersesssesssesssessn 10 pul/100 ml
o FeS04+ 7TH20 wovoroseeseesesseessssee 100 pl/100 ml
o COCly* 6H20 woovoeoseeseesesseesesse 100 pl/100 ml
o CUSO4 " 5H20 coorovreseesrsseesessne 100 pl/100 ml

V pripadé pripravy pevné pldy jsem do media pied sterilizaci pridal 20 g agaru

vV
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2.1.2 Roztoky

2.1.2.1 Zasobni roztoky

Zasobni roztoky stopovych prvkii jsem pripravoval rozpusténim daného mnozstvi
latky ve 100 ml destilované vody a nechal je sterilizovat v autoklavu.

e MgSO4- 7H20 (Lachema).....ccoueueenne. 2g

e (aClz - 2H20 (Lachema) .....ccouemeerreennes 05¢g

e 7nS04-7H20 (Lachema).....ooevrurrenae 0,66g

e MnSO4 - H20 (Lachema)......ccouevrrirrenee 0,170 g
e FeSO4-7H20 (Lachema).....ouevrrierenee 0,15g

e (CoClz- 6H20 (Lachema) .....cccovevererrenee 0,0483 g
e (CuS04-5H20 (Lachema).....couervererrenee 0,0471g

2.1.2.2 Fyziologicky roztok

Fyziologicky roztok jsem pouzival pti vysevu bakteridlni kultury v prisluSném re-
déni.

e NaCl (Lachema).....cccouemrnenrererneeninnns 9g/l

2.1.2.3 Roztok methylenové modri

0,032 g methylenové modri jsem navazil na analytickych vahach primo do sklené-
né lahvicky a rozpustil ve 100 ml destilované vody.

2.1.2.4 Roztok octanu méd'natého

2 g octanu méd'natého jsem navazil na analytickych vahach ptimo do sklenéné lah-
vicky a rozpustil ve 100 ml smési destilované vody a koncentrované kyseliny octo-
vé v poméru 9:1.

2.1.3 Pufry

2.1.3.1 Amonny pufr

14,717 g NH4Cl (Lachema) jsem navazil a rozpustil ve 100 ml destilované vody. pH
jsem upravil pomoci 25% roztoku NH3 na hodnotu 9,4.

2.1.3.2 Octanovy pufr

1,4 g CH3COONa - 3H20 (Lachema) jsem navazil a rozpustil ve 100 ml destilované
vody. pH jsem upravil pomoci 0,2M kyseliny octové na 5,3.
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2.1.3.3 TBE pufr

PouZil jsem pufr sloZzeny ze 45mM Tris-HCl, 45mM H3BO3, 1mM EDTA, jehozZ vy-
sledné pH bylo rovno 8,0.

2.1.3.4 GLB pufr

PouZil jsem pufr sloZeny ze 40% roztoku sacharé6zy a 0,05% bromfenolové modri.
2.2 Laboratorni postupy

2.2.1 O0Odbér vzorkiu

Pro screeningové metody jsem pouzil vzorky kontaminované piidy ze skladky Cis-
ticky odpadnich vod (stfedocesky kraj, Ceska republika). Vzorky byly odebrany
sterilné z hloubky 10 a 30 cm pod povrchem. Vzorky jsem uchovaval pri teploté
-80 °C.

2.2.2 Kultivace mikroorganismi z kontaminované pudy

5 grami kontaminované puady jsem nechal trepat ve 100 ml LB media
s diklofenakem; diklofenak jsem podal vpevné formé - prisypal do media
v mnoZzstvi 1 g/l. Trepal jsem ve sterilnich barikach, v kultiva¢nim boxu pfi teploté
28°C, na trepacce nastavené na 200 ot/min. Po 24 hodinach kultivace jsem provedl
1. pasaz, 5 ml roztoku jsem pienesl do 100 ml sterilnfho BSB média s diklofenakem
v koncentraci 1 g/l. Toto médium jsem nechal dale kultivovat. Jedinym zdrojem
uhliku v médiu byl diklofenak. Po dalSich 48 hodinach jsem provedl 2. pasaz stej-
nym zplsobem.

Pro kontrolu jsem kultivoval i vzorky kontaminované plidy bez diklofenaku. Po-
stupoval jsem stejnym zplisobem s obéma vzorky puad, které jsem kultivoval v LB
mediu bez pridaného diklofenaku.

2.2.3 Detekce izolatli na pevném mediu s diklofenakem

Po 72 hodinach jsem vyséval z baiiky s plidou na Petriho misky s médii LB+DF
(1g/1000 ml) a BSB+DF (1 g/1 000 ml) pomoci fedici fady. Pouzival jsem sklené-
né zkumavky. Na pevné médium jsem napipetoval 100 pl kultury redéné 10-5, 10-6
a 107 a pomoci sterilni sklenéné hokejky jsem suspenzi rozmistil po celé misce.
Kontrolni vzorky kultivované bez diklofenaku jsem vyséval stejnym zplsobem, ale
na misky bez diklofenaku a s vy$$im fedénim, protoZe jsem ocekaval silnéjsi na-
rist.
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2.2.4 Screening izolati na utilizaci diklofenaku

Izolaty jsem zaockovaval do tekutého BSB media doplnénym koncentracemi diklo-
fenaku (1 ga 2 g/1). Izolaty jsem kultivoval ve 100 ml barikkach s mediem na tfepac-
ce (200 ot/min) v kultivacnim boxu pri teploté 28 °C.

2.2.5 Stanoveni koncentrace bunék

Béhem kultivace jsem méril hustotu kultury pti vinové délce 600 nm spektrofoto-
metrem firmy Pye Unicam Ltd., model SP30 - UV (Velka Britanie). Vzorek jsem mé-
ril ve 3 ml plastovych kyvetach (d = 1 cm) proti blanku (destilovana voda). Vzorky
kultury jsem redil tak, aby se hodnoty mérené optické denzity pohybovaly v rozsa-
hu hodnot 0,1 - 0,6.

2.2.6 Stanoveni koncentrace diklofenaku

Postupoval jsem dle literatury L. Capka a spol. (2013) (12), ktef{ vypracovali me-
todu stanoveni diklofenaku ve vodném roztoku pomoci UV/VIS spektrofotometrie.

2.2.6.1 Priprava kalibracni krivky

Pripravil jsem dvé kalibra¢ni kiivky, jednu pro stanoveni zbytkové koncentrace
diklofenaku pomoci methylenové modti, druhou pro stanoveni octanem meédna-
tym. Pro urceni prvni kfivky jsem si nachystal roztoky cistého diklofenaku
v destilované vodé, koncentrace diklofenaku u vzorkl byly: 10, 20, 30 a 40 mg/1.
Ke 2 ml téchto vzorkil jsem vzdy ptidal 5 ml roztoku methylenové modii, 1 ml
amonného pufru a 10 ml chloroformu. Smés jsem nechal trepat na tfepacce pri
200 ot/min po dobu 5 minut a odebral jsem organickou fazi.

Pro pripravu druhé krivky jsem opét pouzil roztoky CcCistého diklofenaku
v Koncentracich 2, 4, 6, 8, 10 a 20 g/1. K témto vzorkiim jsem pridal 3 ml roztoku
octanu méd'natého, 4 ml octanového pufru a 2 ml chloroformu, smés jsem nechal
5 minut tfepat na tfepacce pri 200 ot/min a odebral jsem organickou fazi.

Stanovil jsem extinkce organickych fazi vzorki, pro stanoveni pomoci methylenové
modri pfi vinové délce 638 nm a pro stanoveni pomoci octanu méd'natého pfri vl-
nové délce 680 nm. Méril jsem proti destilované vodé.

2.2.6.2 Priprava vzorku pro stanoveni zbytkové koncentrace
diklofenaku pomoci methylenové modri

Z jednotlivych kultur jsem do plastikovych kyvet odebral 5 ml suspenze. Vzorky
jsem nechal centrifugovat (8 000 ot/min, 4 min) a odebral jsem supernatant (teku-
tou slozku). Vzorek supernatantu o celkovém mnoZstvi 4 ml jsem smichal s methy-
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lenovou modri (5 ml), amonnym pufrem (1 ml) a chloroformem (10 ml). Smés
jsem ponechal 5 minut na tfepacce a nasledné jsem odebral organickou faze, ve
které jsem spektrofotometricky stanovil zbytkové mnoZzstvi diklofenaku.

2.2.6.3 Priprava vzorku pro stanoveni zbytkové Kkoncentrace
diklofenaku pomoci octanu médnatého

Z jednotlivych kultur jsem do plastikovych kyvet odebral 5 ml suspenze. Vzorky
jsem nechal centrifugovat (8 000 ot/min, 4 min) a odebral supernatant. Vzorek
supernatantu o celkovém mnozstvi 2 ml jsem smichal s octanem médnatym (3 ml),
octanovym pufrem (4 ml) a chloroformem (2 ml). Smés jsem nechal trepat 5 minut
na trepacce (200 ot/min) a nasledné jsem odebral organickou fazi, ve které jsem
spektrofotometricky stanovil zbytkové mnozstvi diklofenaku.

2.2.6.4 Spektrofotometrické stanoveni zbytkové koncentrace
diklofenaku

Zbytkovou koncentraci diklofenaku jsem stanovoval v rozmezi 10-100 mg/l po-
moci methylenové modrfi a v rozmezi 1-10 g/l pomoci octanu médnatého. Hodnotu
extinkce v maximu absorpcniho spektra diklofenaku jsem méril pri vinové délce
638 nebo 680 nm na spektrofotometru Shimadzu, model UV - 160 v kyvetach z
kfemenného skla. Vzorky jsem méril proti chloroformu nebo médiu vytfepaném
v methylenové modri jako blanku.

2.2.7 Izolace chromozomalni DNA

Postupoval jsem podle pokynt uvedenych v High Pure PCR Template Preparation
Kitu (13), strana 12 a 14. Pouzival jsem roztoky a pufry z kitu.

Do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf jsem pridal 400 ul bakteridlni suspenze a
nechal jsem ji centrifugovat po dobu tfi minut pfi 5000 ot/min. Poté jsem pelet
resuspendoval v pufru P1 s RNasou.

Pridal jsem 5 pl roztoku lysozymu (10 mg/ml v 10mM Tris-HCI, pH = 8) a nechal
jsem smés inkubovat prti 37 °C.

Ke smési jsem pridal 200 ul Binding pufru a 40 pl roztoku proteinazy K a po pro-
michani nechal inkubovat po dobu deseti minut p¥i teploté 70 °C.

Ke smési jsem nasledné pridal 100 pl isopropanolu a opét jsem smés zamichal.

Ptipravenou smés jsem piepipetoval do filtra¢ni kolonky ve sbérné zkumavce, po
minutové centrifugaci pri 12 000 ot/min jsem filtra¢cni kolonku vlozil do nové
sbérné zkumavky a do filtra¢ni kolonky pridal 500 pl Inhibitor Removal pufru. Po
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opétovné centrifugaci za tychz podminek jsem filtracni kolonku umistil do nové
sbérné nadobky, do kolonky pridal 500 pl promyvaciho pufru a znovu centrifugo-
val po dobu jedné minuty pii 12 000 ot/min. Tento promyvaci krok jsem opakoval
a poté nechal filtra¢ni kolonku jesté jednou centrifugovat kviili odstranéni zbylého
promyvaciho pufru.

Nakonec jsem filtra¢ni kolonku vloZil do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf
a navazanou DNA uvolnil 200 pl elu¢niho pufru predehratého na 70 °C. Po centri-
fugaci jsem purifikovanou DNA uchovaval pfi teploté -20 °C.

2.2.8 Elektroforeticka analyza DNA

K detekci a analyze izolované DNA jsem pouZil horizontalni agar6zovou elektrofo-
rézu. Proces probihal v pufru TBE, rozmér pouzitého agar6zového gelu (koncent-
race agardzy 1 %) byl 9x7,5 cm. Do gelu jsem prtidal fluorescencni barvivo ethidi-
um bromid (koncentrace ethidium bromidu 0,05 pg/ml) a ke vzorkiim purifikova-
né DNA jsem pred nanesenim na gel pridaval GLB pufr. Proces probihal pri napéti
70-90 V, pouZzival jsem zdroj EC 1000-90, E-C Apparatus Corporation. Vysledny
elektroforetogram jsem snimal dokumenta¢nim systémem Gel Logic 200 (Kodak) a
upravoval pomoci softwaru Kodak MI - Molecular Imaging System.

2.2.9 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Reakce probihala ve zkumavkach Eppendorf. Pouzil jsem automaticky PCR cycler
M] Research PTC-200. Reakce probihala v krocich podle tabulky 1.

25 ul reakéni smés jsem namichal z téchto sloZek: 5 pl Herculase pufru, 0,5 pl 10
mM dNTP (deoxynukleosid trifosfaty), 0,5 pl primeru FWD 27, 0,5 pl primeru REV
1492, 1 ul DMSO (dimethylsulfoxid), 1 pl chromozomalni DNA, 0,2 pl enzymu Her-
culase II Fusion polymerazy a doplnil sterilni destilovanou vodou.

Tabulka 1 - program krokii pro PCR (tabulka autor)

Krok Teplota (°C) Doba trvani (s) Pocet opakovani
Uvodni denaturace 98 120 1
Denaturace 98 20
Nasedani primert 55 20 35
Polymerace 72 60
Konecna polymerace 72 600 1
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2.2.10 Sterilizace

Roztoky i media jsem nechaval sterilizovat v autoklavu po dobu 30 minut pf¥i pre-
tlaku 0,1 MPa. Laboratorni sklo a plastovy material jsem nechaval sterilizovat po
dobu 8 hodin pfri teploté 100 °C.

2.2.11 Centrifugace

K odstifed’'ovani objemt do 50 ml jsem pouZzival chlazenou stolni centrifugu Ep-
pendorf typ 5403 (8 000 ot/min po dobu 5 min) a Universal 32R (8 000 ot/min,
5 min).

2.2.12 Priprava konzerv

VSechny pozitivni izolaty jsem uchovaval v konzervach s Tris/glycerolovym rozto-
kem v poméru 0,7 ml:0,7 ml pti teploté —80 °C.
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3 Vysledky

3.1 Kultivace mikroorganismii z kontaminované pidy

Pro izolaci mikroorganismi jsem pouzil dva vzorky kontaminované piidy, vzorek A
odebrany z hloubky 10 cm a vzorek B odebrany z hloubky 30 cm pod povrchem v
okoli skladky ¢isti¢ky odpadnich vod ve stiednich Cechach. Vzorky jsem nechal
trepat ve 100 ml sterilniho LB média.

Po 24 hodinach kultivace jsem provedl 1. pasaz, pri které jsem z kazdého média
odebral 5 ml média s bakterialni kulturou a sterilné prenesl do sterilniho BSB mé-
dia s diklofenakem (1 g/1), abych se zbavil piidniho sedimentu a zaroven pusobil
selek¢nim tlakem na mikroorganismy. Na obrazku 5 jsou fotografie obou
kultivovanych vzorkd po 1. pasazi. Po dalSich 48 hodinach jsem provedl 2. pasaz
stejnym zptlisobem. Narostlou kulturu jsem poté pouzil pro detekci izolati na pev-
ném médiu s diklofenakem.

Vzorek B

Vzorek A

Obrdzek 4 - vzorky kontaminované piidy A a B v BSB mediu doplnéném diklofena-
kem, po 1. pasdZi (foto autor)

3.2 Detekce izolati na pevném mediu s diklofenakem

Pro ziskani jednotlivych monokoloniovych bakterialnich izolatl jsem vyséval kul-
tury z1. a 2. pasaZze na Petriho misky sLB a BSB médii s diklofenakem
v koncentraci 2 g/l za pouziti fedicich rad (od 10-1 do10-8). U obou vzorki jsem
pouzil fedéni 10-2, 10-5, 10-6, 10-7. Redéni 10-2 jsem pouzil kviili nizkému na-
ristu kultury u vzorku A. Pro zvySeni selek¢niho tlaku na riist bakteriadlnich izolati
jsem pouzil vyssi koncentraci diklofenaku, a to 2 g/l. Na obrazku 5 je fotografie
Petriho misky s pevnym LB mediem doplnéném diklofenakem s narostlymi mono-
koloniemi.

22



Obrazek 5 - detekce bakteridlnich izoldtii na pevhém LB mediu doplnéném diklofe-
nakem v koncentraci 2 g/l. Ukdzka Petriho misky svysetou bakteridlni kulturou
vzorku B po 2. pasdZi v redéni 10- (foto autor).

Vysledky ukazaly rozdil v poctu Zivotaschopnych bakterialnich kolonii narostlych
ve vzorcich A a B. Ze vzorku A (2. pasaz) jsem ziskal 10 monokoloniovych izolatt.
Detekoval jsem niZsi pocCet Zivotaschopnych bunék, a to 104 CFU/ml (zkratka CFU
znamena colony-forming unit, tedy ,kolonie tvotici jednotka), ve srovnani se vzor-
kem B, ze kterého jsem ziskal celkem 50 monokoloniovych izolatl, coz odpovida
108 CFU/ml. Naproti tomu v kontrolnich vzorcich bez diklofenaku jsem detekoval
Fadové vice mikroorganism, a to 10° CFU/ml ve vzorku A a 1013 CFU/ml ve vzor-
ku B.

Jednotlivé monokoloniové izolaty jsem prepikyroval (tj. prenesl sterilni klickou) na
misky s médii LB a BSB s diklofenakem (2 g/1) pro separaci kultur a jejich uchovani
ve vétSim mnoZzstvi. LB médium jsem pouzil kvili vétsim naristiim kolonii (obr. 6).

Obrdzek 6 - Petriho miska s LB mediem doplnénym diklofenakem v koncentraci 2g/1
s bakteridlnimi izoldty ziskand po pikyru monokolonii narostlych na BSB mediu
v redéni 10-¢ (foto autor)
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3.3 Screening izolati na utilizaci diklofenaku

Pro funk¢ni screening jsem pouZil 10 ziskanych bakteriadlnich izolatd ze vzorku A a
50 izolatd ze vzorku B. Screening probihal v tekutém BSB médiu doplnéném diklo-
fenakem jako jedinym zdrojem uhliku v koncentraci 2 g/1, abych na bakterie piiso-
bil silnéjsSim selek¢nim tlakem. VSech 60 jednotlivych izolatl z pevného LB média
jsem prenesl sterilni klickou do banék s tekutym BSB mediem. Tyto vzorky jsem
nechal kultivovat pii teploté 28 °C po dobu 120 hodin.

V priibéhu kultivace jsem z banék odebiral definované mnozstvi kultur a méril
jsem jejich koncentraci bunék pomoci optické hustoty (ODsoo) na spektrofotometru
pii vinové délce 600 nm v 1,5 ml plastovych kyvetach. Méreni jsem provedl pro
kazdou kulturu trikrat a z namérenych hodnot jsem vypocital aritmeticky primér.
Vysledky ukazaly riizné nartisty biomasy u jednotlivych izolatd. Ze vSech Sedesati
izolatl pouze cCtyti izolaty, oznacené jako 4, 12, 14 a 22, byly schopny rist
v tekutém mediu doplnéném diklofenakem jako jediném zdroji uhliku. Vysledné
hodnoty méreni u vybranych pozitivnich kultur jsou uvedeny v tabulce 2. U ostat-
nich kultur se koncentrace bunék pohybovaly v rozmezi 0-0,2.

Tabulka 2 - stanoveni koncentrace bunék u vybranych kultur po 48 a 120 hodindch
kultivace (tabulka autor)

Cislo vzorku ODgoo po 48 hodinach ODgoo po 120 hodinach
4 3,11 2,70
12 +2,47 +2,39
14 +1,06 1,16
22 0,98 +1,11

Z téchto Ctyr vybranych izolatd pouze izolaty ¢. 4 a 12 dosahovaly nejvyssiho na-
ristu bunék (ODeoo 3,11 a 2,47) do 48 hodin kultivace. Po 120 hodinach kultivace
jiz tyto kultury vykazovaly zastaveni ristu.
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Obrazek 7 - ukdzka banék, v nichZ probihal funkéni screening izoldtii 4 a 12 (foto
autor)

3.4 Spektrofotometrické stanoveni zbytkové koncentrace diklo-
fenaku

Stanovoval jsem zbytkovou koncentraci diklofenaku v médiich po narlistu vybra-
nych bakteridlnich izolati. ProtoZe jsem znal vychozi koncentraci diklofenaku
v médiu, pouzival jsem zaroven dvé metody, stanoveni diklofenaku pomoci methy-
lenové modrii pro hodnoty koncentrace v fadu miligrama (méfil jsem pii vinové
délce 638 nm) a stanoveni pomoci octanu médnatého pro koncentrace v iadu
grami (pii vinové délce 680 nm).

Zbytkovou koncentraci diklofenaku jsem stanovoval u pozitivnich izolatl 4, 12, 14
a 22 po 120 hodinach kultivace. Z média s kulturou jsem odebral definované
mnoZstvi vzorku a po jeho centrifugaci jsem stanovoval zbytkovou koncentraci
diklofenaku v supernatantu.

Koncentraci diklofenaku ve vzorku jsem poté vypocetl z rovnice predem priprave-
né kalibrac¢ni krivky cistého diklofenaku. V tabulce 3 a grafu 1 jsou uvedeny hodno-
ty kalibra¢ni krivky stanoveni pomoci methylenové modfi.

Tabulka 3 - stanovené hodnoty absorbance cistého diklofenaku mérené pomoci me-
thylenové modri (tabulka autor)

Méreni Koncentrace diklofenaku (mg/1) | Namérena absorbance (A)
1. 10 0,4623
2. 20 0,7412
3. 30 1,1958
4. 40 1,4297
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Graf 1 - kalibra¢ni krivka stanoveni koncentrace diklofenaku pomoci methylenové
modri (graf autor)

V tabulce 4 a grafu 2 je vidét kalibra¢ni kiivka stanoveni pomoci octanu méd'naté-
ho.

Tabulka 4 - hodnoty absorbance cistého diklofenaku stanovovaného pomoci octanu
médnatého (tabulka autor)

Méteni Koncentrace diklofenaku (g/1) | Namérena absorbance (A)
1. 2 0,1543
2. 4 0,4647
3. 6 0,8409
4. 8 1,1091
5. 10 1,1307
6. 20 2,3951
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Graf 2 - kalibra¢ni kiivka stanoveni koncentrace diklofenaku pomoci octanu médna-
tého (graf autor)

Rovnice kalibra¢ni krivky stanoveni roztokem methylenové modri, pomoci které
jsem pocital zbytkovou koncentraci diklofenaku ve vzorku, je y = 29,355x - 3,0996.
Rovnice kalibracni kiivky stanoveni pomoci octanu meédnatého je
y = 8,1659x + 0,0385. Za x dosazuji namérenou absorbanci, y je vysledna koncent-
race.

Vysledné vypocitané hodnoty zbytkovych koncentraci diklofenaku v supernatantu
izolati 4, 12, 14 a 22 uvadim v tabulce 5.

Tabulka 5 - zbytkové koncentrace diklofenaku u vybranych izoldti (tabulka autor)

izolat zbytkova koncentrace diklo- | ubytek diklofenaku oproti
fenaku (mg/1) pocate¢ni hodnoté (%)

4 48 97,6

12 74 96,3

14 650 67,5

22 280 86,0

Z vysledki v tabulce 5 vyplyva, Ze vSechny Ctyti izolaty degraduji diklofenak, kdyz
je jedinym pritomnym zdrojem uhliku. Nejvétsi mnozstvi diklofenaku degradovaly
bakterie zizolatl ¢. 4 a 12. U téchto izolatl byla degradace témér stoprocentni.
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Nejpomaleji degradoval izolat ¢. 14, nicméné i ten spotieboval za 120 hodin kulti-
vace vice nez dvé tretiny diklofenaku v médiu.

Z tabulky 5 rovnéz vyplyv4, Ze pro stanoveni zbytkové koncentrace diklofenaku je
vhodnéjsi metoda stanoveni pomoci methylenové modri, protoZe pomoci ni jsem
schopny detekovat diklofenak jiz v koncentracich v radech miligrami (detek¢ni
limit je 0,4 mg/1 (12)) a vSechny namérené koncentrace jsou nizZsi nez 1 g/1. Meto-
da vyuzivajici octan médnaty je vhodnéjSi pri stanovovani vysSich koncentraci,
nebot jeji detekéni limit je 0,8 g/l (12), a kdybych tedy pouZival jen stanoveni po-
moci octanu méd'natého, nebyl bych schopny zbytkovou koncentraci stanovit.

Na obrazku 8 je ukazka zkumavek se supernatanty pripravenymi ke stanoveni po-
moci octanu médnatého. Mezi vzorky extrahovanych supernatantii a vzorkem
s Cistym diklofenakem v koncentraci 2 g/l v posledni zkumavce je patrny barevny
rozdil, ktery lze pozorovat i pouhym okem. Vzorek s diklofenakem byl pouZit pro
kontrolu mérenti.

Obrdzek 8 - vzorky pripravené k stanoveni zbytkové koncentrace diklofenaku pomoci
octanu médnatého (foto autor)

3.5 Taxonomické urceni pozitivnich izolatia

Vsechny pozitivni izolaty 4, 12, 14 a 22 jsem taxonomicky zaradil do bakterialniho
kmene pomoci fylogenetické analyzy jejich genu kdédujictho 16S rRNA. Jejich chro-
mozomalni DNA jsem pro kontrolu detekoval na elektroforéze (obr. 9). Poté jsem
pomoci standardni metody PCR namnozil tusek jejich 16S rDNA, kterou jsem na-
sledné odeslal k sekvenaci do strediska sekvenovani DNA, Mikrobiologicky ustav
AV CR. ObdrZenou sekvenci nukleotid{i jsem nasledné& porovnal s internetovou da-
tabazi GenBank, pricemz jsem pouZil program BLASTN 2.2.26.
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Obrazek 9 - fotografie purifikované DNA v agarézovém gelu. Vpravo od obrdzku je
legenda, M je marker. (foto autor)

Izolaty 4 a 12 jsem touto metodou zaradil do bakteridlniho kmene Pseudomonas
putida. Usek 16S rDNA mych izolatd se stimtéZ tsekem kmene Ps. putida
v databazi shodoval ve vice nez 95 % nukleotidii.

Izolaty 14 a 22 jsem nezaradil do konkrétniho kmene, nicméné pravdépodobné
patii do skupiny Pseudomonas. V databazi byly obéma izolatl nejblize kmeny Ps.
putida (shoda v 60 % nukleotidli) a Ps. fluorescens (shoda 55 % nukleotidii).

Na obrazku 10 je ¢ast fylogenetického stromu vytvoreného pouzitym programem.
Pseudomonas putida, do niZ jsem zartadil izolaty 4 a 12, je v dolni ¢asti obrazku zvy-
raznéna Zlutou barvou.
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“ Unculiured bacterium clong 535 168 ribosonal RNA gene. partial sequence

5 # Uncultured bacteriu clong 597 168 ribosonal RNA gene, partial sequence
o ¥ I Pseudomonas oryziabitans stiain L-1 168 ribosomal RNA gene, complete sequence
*Pseudomonas putida sirain ZP06 16 ribosomal RNA pene. partial sequence
i * Pseudomonas putida sirain AD-21 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

I Ungultured bacterium clone 516 168 rbosonial RNA pene, partial sequence
Wbacteria | 4 leaves
+ Pseudomonas putida 214-1 16§ ribosomal RNA gene, partial sequence
« Pseudomonas sp. s32 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Unculiured bacterium clone 3BH-4HH 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
q “Pseudomongs putida strain [TM L2413 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
i *Uncultured bacteriunn clong SBH-8C 168 ribosonial RNA penie, partial sequeince
 Uncultured bacterium clone 3BH-2A 165 ribosonial RNA gene, patial sequence
A g-proteobacteria | 2 leaves
9  Pseudomonas putida strain E1-4 168 ribosomal RNA pene, partial sequence
: Uneultured bacterium clone Compl-36 165 ribosomal RNA pene, partial sequence
4 |+ Pseudomonas putida strain S 11807 168 ribosomal RNA gene, pariial sequence
4 Bacterium B22-1 165 ribosonial RNA gene, partial sequence
1] 0-01 Pseudomonas sp. Y 1-4-10 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
4 * Bacterium B03-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
A p-proteobacteria | 3 leaves
“ Pseudomonas sp. W135Feb8B 168 ribosomal RNA gene, partial sequenice
A p-profeohacteria | 2 leaves
5 ] “ Pseudomonas oryzihabitans strain CY04 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
t & Pseudomonas purida gene for 165 rRNA, partial sequence, train: NERC 14671
 Ungultured bacterium clone 38Hadd 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
“ Pseudomonas sp. SB313 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
& Pseudomonas sp. BIT(2011) 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
4 Unculused bacterium clone ned896d06¢1 168 ribosomal RNA gene. partial sequence
9 " Psendomonas sp. B37 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
“ Uncultured bacterium clone ncd1307f12c] 168 rbosonial RNA penie, partial sequeince
# Uncultured bacterium clone ned2784c12e1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
* Uncultured bacterium clone ned983p091 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
“ Pseudomonas putida sirain CEL 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
4 i Uncultured bacterium partial 165 RNA gene, clone wk§_63
é wprofeobacteria | 4 kaves
wPseudomonas sp. Pier14 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Pseudomonas . D(2012) 168 ribosomal RNA gene., partial sequence
#Pseudomonas sp. H-8-1-3 gene for 168 tibosomal RNA, partial sequence
“Pseudomonas sp. BIHB 1433 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
*+ Preudomonas putida stiain THB B 1369 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
“Pseudomonas putida sirain POS-F84 168 ribosomal RNA pene, partial sequence
“Pseudomonas putida partial 168 rRNA gene
1 ] #Unicultured Pseudomonas sp. partial 168 RNA gene, isolate ELCO603, clone ADS02FD2
? :%P\‘eudnmmm putida sirain EM16 168 ribosomal RNA gene. partial sequence
bacteria | 2 leaves
“ Pseudomonas sp. BBTRS 16S ribosormal RNA gene, partial sequence
“ Peudomonas putida strain A 168 ribosonal RNA pene, partial sequence
5 “Pseudomonas putida sirain DES 168 ribosomal RNA gene. partial sequence
& Uncultured bacteriunn clong nbw 3051 2¢1 168 ribosomal RNA gene, partial séquence
 Psudomonas 5p. BI36 163 ribosomal RNA gene, partial sequence
5 Poeudomonas sp. GY-2 165 ribosomal RNA pene, partial sequence
9 “ Unculnured bacterium clone ned2087c(Mel 105 ribosontal RNA gene, partial sequence
') A p-proteobacteria | 2 leaves
3 Poeudomonas putica gene for 168 1RNA, partal sequence, strain: NBRC 13696
 Pseudomonas putida sirain AGL 13 165 ribosomal RNA gene. partial sequence
-proteobacteria | 2 leaves
¢ Uncultured bacterium clong A]-P-Z-T-1 168 ribosomal RNA gene, partal sequence
v Uncultured bacterium clong nbw232c03¢ | 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
4 Pseudomonas sp. PX2b 51 168 ribosonal RNA gene, partial sequence

# I Peudomonas p. 13631W 165 ribosomal RNA pene, partal sequence
b * Pseudomonas putida strain JB-1 165 ibosomal RNA gene, partial sequence
) ‘j OUncultured bacterium clone TFSS 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

A pproteobacteria | 2 leaves
A g-proteobacteria | 2 leaves
o Psendomonas putida partial 16§ RNA gene, strain P9
' Pseudomonas sp. G33 partial 163 tRNA gene, strain G353
gproteobacteria | 3 leaves

bacteria | 4 leaves
I * Unculuted bacterium clone TF72 168 ribosomal RNA pene, partial sequence
“Pseudomonas sp. Ld4 16 ribosomal RNA gene, partial sequence
Ag-proteobacteria | 2 leaves
9 Pseudomonas putida steain V5 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
4 “ Pseudomonas sp. R-41394 partial 165 RNA gene, sirain R-41394
4 “ Pseudomeonas putida strain TFD49 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

. 9 Ap-proteobacteria | 2 leaves
lL' ©Pseudomonias putida 165 ribosormal RNA pene, partial sequence
Y1481
Pseudomonas putida stiain H2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Obrdzek 10 - fylogenetickd analyza pozitivnich izoldti. Nalezend Pseudomonas pu-
tida degradujici diklofenak je oznacena Zluté. (obrdzek autor)
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4 Diskuse

0 diklofenaku je zndmo, Ze se nachazi vrelativné vysokych koncentracich
v zivotnim prostiedi, nejcastéji v odpadnich a povrchovych vodach a v ptdé.
Diklofenak je obtizné degradovatelnd latka, je toxicky pro vétSinu organismi
v zZivotnim prostiedi a kumuluje se v potravnich retézcich. Tato fakta popisuje
studie provedena Céline Tixier a spol. (14), ktera doklada pritomnost diklofenaku
v povrchovych vodach a jako nejvyznamnéjsi zplisob jeho degradace uvadi
koncentraci diklofenaku 0,99 pg/l, coz znamena, Ze bézné procesy v Cistickach
odpadnich vod nedokazou diklofenak uplné odstranit.

V Ceské republice byla provedena studie, ktera potvrdila pfitomnost diklofenaku
v pitné vodé pouze vyjimecné a nikdy v koncentraci, ktera by byla nebezpecna pro
clovéka. (6)

V roce 2013 byl diklofenak piidan na watchlist evropské unie, coZ znamena, Ze by
Clenské staty EU mély pribézné sledovat koncentrace diklofenaku ve svych povr-
chovych vodach a vénovat mu jakoZto polutantu naleZitou pozornost. (8; 15)

Podle studie, kterou provedl J. Lindsay Oaks a spol,, je pritomnost diklofenaku a
jeho metabolitl v prostredi primou ptic¢inou velkého ubytku populace supa ben-
galského (Gyps bengalensis) v Indii a okoli. V této oblasti vyhynulo priblizné od
roku 1990 pres 90-95 % populace tohoto supa, ktery je zde vrcholovym predato-
rem, nicméné ziejmé nema enzym, kterym by dokazal diklofenak rozloZit, a ten se
tak kumuluje v jeho organismu. V pribéhu studie byl experimentalni populaci su-
pt diklofenak podavan primo a rovnéz v podobé diklofenakem Zivenych hospodar-
skych zvirat. Tito supi hynuli v diisledku selhavani funkce ledvin, stejné jako supi
Zijici béZné v prostiedi kontaminovaném diklofenakem. (16)

Hlavnim cilem mé prace je izolace bakterialniho kmene, ktery utilizuje diklofenak a
soucasné je schopny ho vyuZit jako zdroj energie v prostredi, kde nema zZadny jiny
zdroj k dispozici. Takové bakterialni izolaty jsem nalezl a zaradil do kmene Pseu-
domonas putida. Nalezené izolaty diklofenak vyuzivaji jako zdroj energie po dobu
péti dnii, coz naznacuje, Ze mikroorganismy utilizuji i metabolity diklofenaku a
probiha jeho plna degradace, moZzna az na uroven mineralizace.

Izolace této bakterie a jeji identifikace je dtilezitd pro navazujici vyzkumné prace
v Akademii véd, kde bude napriklad popisovana a ovérovana metabolickd draha
degradovaného diklofenaku a izolace enzym{, které se ji ucastni. V pripadé, Ze na-
stane potreba izolovat dalSi bakterie degradujici diklofenak, bude rovnéz mozné
vyuzit metodiku z této prace.
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Ve své praci jsem pracoval se dvéma medii. Medium LB patii mezi tzv. komplexni
media, protoZe obsahuje vSe, co béZné bakterie potiebuji k Zivotu, tedy zdroj uhli-
ku, energie, dusiku, stopové prvky, aminokyseliny atd. Toto medium jsem pouZival,
kdyZ jsem chtél, aby bakterialni kolonie narostly rychleji a do vétsi hustoty bioma-

sy.

Druhé pouzité medium, BSB, je tzv. minimalni, obsahuje pouze zakladni soli, zdroj
dusiku a stopové prvky, které by bakterie mohly potiebovat pro sviij metabolis-
mus. Toto medium jsem vyuZil, jestliZe jsem chtél dokazat, Ze dany bakterialn{ izo-
lat dokaze jako zdroj uhliku vyuzZit diklofenak, nebot’ toto medium Zadny zdroj uh-
liku neobsahuje.

Zjistil jsem, Ze z kontrolnich vzorki plid jsem po kultivaci bez diklofenaku deteko-
val fadové vice zivotaschopnych bunék nez pii kultivaci s diklofenakem. Detekoval
jsem ve vzorku A bez diklofenaku 10° CFU/ml a v pritomnosti diklofenaku pouze
104 CFU/ml. Ve vzorku B jsem za shodnych podminek detekoval 1013 a 1010
CFU/ml. Z toho plyne, Ze pritomnost diklofenaku v mediu zabrani naprosté vétsiné
mikroorganisma v rastu. Dale je patrné, Ze vice mikroorganismi lze detekovat
v kontaminované ptidé odebrané z vétsi hloubky, coZ je patrné zptisobeno tim, Ze
destova voda v misté odbéru vzorki splachuje ze svrchni vrstvy pidy ¢ast mikro-
organismu.

Koncentrace diklofenaku v pouZzitych mediich byla rovna 1-2 g/l. Koncentrace
2 g/l plisobi na mikroorganismy vétsim selek¢nim tlakem. Zaroven mikroorga-
nismy, které jsou schopné diklofenak utilizovat, maji k dispozici vétsi mnozZstvi
tohoto zdroje.

Z mych vysledki je dale patrné, Ze na agarovych miskach s diklofenakem vyrostlo
celkem 60 monokolonii, ale vtekutych médiich byly ztéchto 60 Zivotaschopné
pouze ctyri. Tento rozdil je ziejmé zplsoben tim, Ze na miskdch narostly kolonie
bakterii, které byly schopné preZit v prostiedi s diklofenakem, ktery je pro bézné
mikroorganismy toxicky, nicméné nebyly nuceny ho vyuZit jako vyhradni zdroj
uhliku, nebot rostly na agaru, ve kterém je lepsi dostupnost Zivin. Ve sklenénych
bankach s tekutym minimalnim mediem tento zdroj neni, a proto preZily pouze ty
kmeny, které skute¢né jsou schopny diklofenak jako zdroj energie vyuzit.

Vysledkem mé prace je nalezeni kmene Pseudomonas putida (dale jen Ps. putida)
utilizujici diklofenak, coZ se shoduje s literaturou, ktera uvadi, Ze kmen Ps. putida je
schopen biodegradace diklofenaku za oxidace Mn2+* na Mn*+ za ptsobeni enzymu
monooxygenazu. (10; 3)

V oboru mikrobiologie nevzniklo mnoho odbornych praci, které by se zabyvaly
primo biodegradaci diklofenaku konkrétnimi mikroorganismy. Nékteré prace, na-
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priklad Groning a spol. (17) popisuji degradaci diklofenaku ve vodnim prostredi.
V této praci autofi mimojiné uvadéji, Ze degradace diklofenaku mikroorganismy
ma nejspiSe kometabolicky charakter. Mé vysledky v§ak ukazuji na mikroorganis-
mus s metabolickou drahou degradujici diklofenak jako jediny zdroj uhliku a ener-

gie.

Tina Kosjek a spol. vzavéru svého c¢lanku o metabolismu diklofenaku
degrada¢nim procesem utilizace mikroorganismy, ve vodnim prostiedi pak preva-
Zuje fotolyza diklofenaku, pricemZ ale nedochazi k jeho tiplné mineralizaci.

Vysledky mé prace potvrdily skute¢nost, Ze na odstranéni diklofenaku z odpadnich
vod se podileji velkou mirou mikrobialni biodegradacni procesy, coz je uvedeno
v literature Vieno a spol. (8), ktefi uvadéji, Ze na odstranéni diklofenaku z odpadni
vody se v Cistickach odpadnich vod podileji vice mikrobialni biodegradacni proce-
sy nez sorpce na aktivovany kal.

Biodegradacni potencial bakterie Ps. putida popisuje Merburg a spol. (10), ktefi ve
své praci o degradaci diklofenaku primo uvadéji, Ze bakterie Ps. putida dokaZe
diklofenak degradovat, coZ jsem potvrdil.

Mé vysledky rovnéz souhlasi s praci Kotturi a spol. (19), ktera uvadi, Ze bakterie
z kmene Ps. putida dokdZou jako zdroj uhliku a energie vyuZit fenol. Molekula
diklofenaku obsahuje dvé benzenova jadra, a v tomto ohledu je fenolu strukturné
podobna.

Prinosem mé prace je potvrzeni mikrobialni degradace aktivnich farmaceutickych
latek a nalezeni kmene Ps. putida disponujici metabolickou drahou vedouci
k degradaci farmaceutické latky nebo k tvorbé netoxickych produktt.
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5 Zavér
Ze vzorku kontaminované pidy odebrané z hloubky 10 cm jsem ziskal 10 monoko-

lonii, ze vzorku odebraného z hloubky 30 cm jsem ziskal 50 monokolonii. Téchto
60 izolatd tedy dokaZe nartst v pritomnosti diklofenaku.

V tekutém minimalnim médiu doplnéném diklofenakem vSak z téchto 60 izolatl
dokazaly nartiist pouze C¢tyfti. Ty v priibéhu 120 hodin kultivace spotiebovaly od 68
do 98 % diklofenaku v médiu. Tyto kmeny tedy mohou vyuZivat diklofenak jako
zdroj uhliku a energie.

Dva z téchto izolatd jsem pomoci fylogenetické analyzy jejich 16S rRNA identifiko-
val a zatradil do kmene Pseudomonas putida.

Jako vhodnéjsi metoda stanoveni zbytkové koncentrace diklofenaku v médiu se
ukazala metoda vyuzivajici methylenovou modf, protoZe ma nizsi detekcni limit.
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