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ABSTRAKT

Antibiotika jsou klicova pti 1écb¢ bakteridlnich infekei u lidi 1 zvifat véetné akvakultur. Ve
veterinarni medicin€ jsou v ramci EU od roku 2006 tato 1é¢iva pouzivana pouze pro lécbu,
profylaxi a metafylaxi bakteridlnich infekci, 1 kdyz diive slouzila také pro zvySeni produkce
v chovech. Nékteré zemé¢ mimo EU, jako Mexiko, Jizni Korea ¢i Novy Zéland, zakazaly
antibiotika jako riistové stimulatory, zatimco v zemich jako Argentina, Cina, Indie a Rusko je
tato praxe stale povolena. U kaZzdého pouziti antibiotika je tfeba si uvédomit, Ze 90 % davky

muze byt vylouc¢eno nemetabolizované ve formé moci ¢i exkrementd.

Rezidua antibiotik se mohou dostat do odpadnich vod a Cistirenskych kald, odkud pronikaji do
pudy prostiednictvim zavlazovéni, aplikace hnojiv nebo biosolidii. Tyto recyklacni praktiky
jsou Evropskou unii podporovany v ramci cirkularni ekonomiky, coz vSak pfinasi riziko

prenosu rezidui antibiotik do zivotniho prostiedi.

Pritomnost antibiotik v Zivotnim prostfedi podporuje selekéni tlak na rozvoj a Sifeni rezistence
k antibiotikiim, ohrozuje ptidni organismy a kvalitu pidy. Antibiotika mohou byt také piijimana
rostlinami a v pfipad¢, ze se jedna o plodiny uréené k lidskému konzumu, tak jejich
prostfednictvim vstoupit i do potravniho fetézce. Proto se projekt zaméfil na chemické
a mikrobiologické analyzy, které sledovaly rezidua tulathromycinu a také ¢etnost vybranych
bakterii rezistentnich k makrolidiim. Dale se projekt zamétil na sledovani genti rezistence,
kodujicich vyznamné typy horizontdlné Sifené rezistence k této skupiné antimikrobik.
Sledovani bylo provadéno ve vzorcich trusu a chlévské mrvy ziskanych z redlného provozu.
Vzhledem k tomu, Ze statkova hnojiva jsou v rdmci cirkularni ekonomiky EU casto aplikovana
na zeméd¢lskou pudu, projekt testoval ucCinnost fermentace pifi eliminaci rezistentnich
mikroorganismil, gentl rezistence, a rezidui tulathromycinu. Fermentovana chlévska mrva byla
nasledné aplikovéna na zeméd¢lskou ptiidu a opakované analyzovéna, v€etné stanoveni rezidui

tulathromycinu a jednoho z jeho metaboliti.

Projekt poskytl uceleny pohled na osud téchto latek v zivotnim prostiedi po aplikaci statkovych
hnojiv a mapoval cely proces od medikace telat, fermentace chlévské mrvy, jeji aplikace na
pudu aZ po dopad v terestridlnim prostiedi. Soucasti projektu je i vstupni analyza a zdlivodnéni
vybéru makrolidii a jejiho zastupce tulathromycinu pro testovani. Projekt dopliuji i1 trendova
a aktualni data o celkové spotieb¢ antimikrobik a to véetné dat o pouzivani antimikrobik u skotu

v CR, s recentnimi daty u telat. JelikoZ zatéZi pro Zivotni prostiedi a tlakem na AMR se
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vyznacuji jak antibiotika pouzitd v huménni, ale i veterindrni medicing, pozornost je vénovana
obéma oblastem, v rdmci CR i Evropy, a je okomentovan diisledek pouzivani makrolidi
1 moznd korelace rezistence s mirou pouzivani predmétnych antibiotik u sledovanych bakterii

izolovanych z telat po podéni tulathromycinu.
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1. UVOD

Predkladand zprava navazuje na prvni, analyticky dokument, zpracovany v roce 2019 a je jiz
ctvrtym dokumentem zahrnujicim vysledky a experimentélni data zpracovanym v ramci plnéni
parcidlniho cile I.1.5 stanoveného vradmci realizaéni naplné¢ AkcEniho planu Narodniho
antibiotického programu (AP NAP). Naplni uvedeného cile AP NAP je zformulovat rdmec
pro sledovani environmentalni zatéze (ptida) v disledku rezistence k antimikrobikim u bakterii
a rezidui antimikrobnich IéCivych latek pouzivanych v chovech hospodarskych zvitat.
V souvislosti s rezidui antimikrobik a rezistenci vici antimikrobikiim je dale zvazovana role
zivotniho prostiedi v transferu téchto latek do rostlin, které nasledné mohou slouzit jako
potraviny ¢i krmivo vstupujici do potravniho fetézce — a byt tak rizikovymi faktory

ovliviiujicimi zdravi lidi a zvifat.

Produkci hovéziho masa jako komodity k pfimému kuchynskému zpracovani, 1ze rozdélit na
dv¢é zakladni kategorie, maso teleci a maso hovézi (tvoiené nejvice kategoriemi bycci/byci
masni, by¢ci dojnych plemen, jalovice). Dalsi produkéni kategorie a jejich maso a vnitinosti
jsou pak pouzivany také pro dalsi potravinaiské zpracovani. V ramci EU byl zaznamenan
meziro¢ni pokles produkce (2022-2023) o 3,8 % (kalkulace vychazi z hmotnostniho objemu
v tunéch pro produkci hovézich a telecich jatetn€ zpracovanych tél). Pouhych 6 stath tvotilo
v roce 2023 vétSinu (mirné nad 75%) EU produkce hovéziho a teleciho masa, z toho nejvétSimi
producenty hovéziho masa byly Francie (20,7 %), Némecko (17,3 %), Irsko (10,9 %), Itélie
(9,7 %), Polsko (9,3%) a Spanélsko (9,1 %). V piipadé teleciho zaujimaly vice ne tfi &tvrtiny
trhu 4 staty — Nizozemi (27,5 %), Spanélsko (21,9 %), Francie (18,3%) a Italie (9,6 %) (data:

Agricultural production - livestock and meat - Statistics Explained). Nejcasteji je 1écba

antimikrobiky indikovdna u dojené¢ho skotu pro terapii mastitid, metritid a onemocnéni
paznehtl (kulhani skotu). U telat se nejvice antimikrobik spotiebuje u gastrointestinalnich
a respiracnich infekci. Masny skot (zejména v ptipad€ chovu na pastvé) vykazuje spotieby
nejniz§i. Ceska republika nepatfi mezi vyrazné producenty teleciho, ani hovéziho masa.
Z pohledu trendu produkce (2022-2023) na rozdil od celoevropského meziro¢niho poklesu
(0 3,8 %) ceskd mezirocni produkce vykdzala nartst (o 2,4 %), pficemz kalkulace vychazeji
z hmotnostniho objemu produkce hovézich a telecich jate¢né opracovanych tél v tunach. Pokud

bychom vsak zvazili dlouhodobou perspektivu, tak od roku 2020 do roku 2023 produkce


https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?oldid=427096#Veal_and_beef
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hovéziho masa klesla v CR o tfetinu. JelikoZ je chlévska mrva (resp. jeji fermentovana forma)
pouzivana jako hnojivo pro zemédélské pudy, je potieba zvazovat aspekt vnosu cizorodych
latek, zde rezidui antibiotik do zemédélské pudy. Je tak pottebné zvazit jak benefity (hnojeni
materii organického plivodu, dodéni Zivin a vyuziti odpadu produkce skotu), tak rizika
(kontaminaci ptdy), ¢i v konecném dusledku i kontaminace povrchovych a podzemnich vod
antimikrobnimi latkami a Sifeni bakterii rezistentnich k antimikrobiklim a genl rezistence

k antimikrobiktm.

Makrolidy a jim pribuzné latky

Makrolidy jsou Sirokospektra antibiotika s bakteriostatickym u¢inkem. Pivodné byla izolovana
z mikroskopické houby rodu Streptomyces a podle své chemické struktury se rozdé€luji na latky
s 14-, 15- a 16laktonovym kruhem. Makrolidiim jsou pifibuzné i novéjsi skupiny se zdkladem
tvofenym laktony — azalidy, ketolidy a triamilidy (do posledni jmenované skupiny, je zafazen
také tulathromycin). Zakladni skupina makrolidii a tyto piibuzné latky je strukturné odli$na, ale
funkcéné pribuzna dal$im latkam ze skupiny tzv. antibiotik MLSs (makrolidy, linkosamidy,
streptogramin B). Mechanismus pusobeni vySe uvedenych skupin spo¢iva v zasahu do
proteosyntézy bunky a v zékladu je u skupin stejny nebo velmi podobny. Makrolidy se vazou
na 23S rRNA ribozomalni podjednotky 50S bakteridlni buiikky a produkci bilkovin tak bud’
inhibuji nebo zplisobuji vznik aberantnich molekul (Fyfe et al., 2016). Jsou ucinné zejména
vuci grampozitivnim (G+) bakteriim jako jsou stafylokoky nebo streptokoky.
U gramnegativnich (G-) bakterii je jejich plisobeni omezené. Vné&j§i membrana téchto
mikroorganismu totiz limituje prinik makrolidii do buiiky a ptsobi tak jako pfirozena bariéra.
Nedavné vyzkumy prokazaly, Ze se jedna o komplexni proces, do kterého je zapojeno az 23
riznych gent podilejicich se na syntéze jednotlivych komponent této membrany. Prace autort
Ma et al. (2024) naznacuje, Ze inaktivace nékterych z nich (sur4, waaG) vede k opétovnému
zvySeni permeability membrany a s vyuzitim vhodnych inhibitort by tak bylo mozné makrolidy
pouzit 1 k terapii pfirozen¢ rezistentnich bakterii. VySe uvedené ucinky a mechanizmy
pojednavaji o piimé interakci makrolidii a pfibuznych latek s buiitkami bakterii, respektive jejich
vnitinimi strukturami. Je vSak potieba pfipomenou rovnéZ dalsi vlastnosti téchto antibiotik,
diky kterym patii makrolidy mezi ¢asto vyuzivana 1é¢iva. Jednd se o interakce s imunitnimi

mechanizmy organizmu pacienta, které napomahaji zvladnuti infekce.

Kromé ptirozené rezistence se pomérné kratce po zavedeni makrolidi do klinické praxe

objevily prvni bakterialni kmeny se ziskanou rezistenci. K tinoru leto$niho roku bylo popsano
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127 geni, které mohou rezistenci k makrolidim zpisobit. Jejich pfehled a nomenklatura
navazuje na praci autor Roberts et al., (2004) a je dostupna online

(https://faculty.washington.edu/marilynr/ermwebA.pdf). Ziskand rezistence vznika dvéma

zakladnimi zpusoby a lze ji popsat nasledujicimi principy. Jedna se o modifikaci vazebného
mista, at’ uz bakterialniho ribozomu (pomoci metylace) nebo molekuly antibiotika, nebo
zvySenim vyplavovani makrolidii z bakteridlni buniky vlivem zmény permeability bunééné
membrany nebo ¢innosti efluxnich pump (Dinos et al., 2017). Nejcastéji popisované efluxni
proteiny jsou kodovany geny mef (geny pro efluxni pumpy ze skupiny tzv. Major Facilitator
Superfamily) nebo msr (geny pro efluxni pumpy ze skupiny tzv. ABC transportéri). Zménu
molekuly antibiotika mohou zptsobit napt. esterazy kodované geny ere nebo fosfotransferazy
(geny mph) a zménu vazebného mista na ribozomu ovliviiuji geny erm. Mnoho téchto gent je
soucasti plazmidd, transpozonll nebo profagl se snadnym horizontdlnim Sifenim (FeBler et al.,
2018). Relativné nove byly zjiStény i1 dal$i mechanizmy rezistence, napt. rezistence v dusledku
plasticity chromozomi u species z rodu Mycoplasma, ¢i konstitutivni rezistence metylaci rRNA
A2058 ¢i jeji G2058 mutace, zplisobujici problémy zejména v 1é€b¢ respiracnich infekci

vyvolanych Mycoplasma pneumoniae u déti (Ma et al., 2024).

Mef proteiny transportuji z buiikky navdzany makrolid a vyménuji jej za proton. Jsou G€inné na
14- a 15laktonové slouceniny, ale nevazi 16laktonové makrolidy ani linkosamidy nebo

streptogramin. Byly prokazany u G+ bakterii, méné casto také u G- (Dinos et al., 2017).

Msr proteiny byly diive popisovany jako efluxni pumpy (Fyfe et al., 2016), podle jinych teorii
je jejich t€inek popisovan jako ochrana ribozomu (Wilson et al.,2016). Jejich ulohou je obsadit
vazebné misto bakteridlniho ribozomu a zamezit tak moznému navazani antibiotika. Zpiisobuji
rezistenci k 14- a 15laktonovym makrolidiim a streptograminu B. Izolovany byly u zastupct
rodu Staphylococcus, Enterococcus a Streptococcus, ale také G- bakterii jako Pseudomonas

spp. (Dinos et al., 2017).

Makrolidové esterazy (Ere) jsou enzymy, které Stépi esterové vazby laktonového kruhu
makrolidii a deaktivuji je. Jsou specificky ucinné na 14- a 15laktonové makrolidy, ostatni
zastupce téchto antibiotik esterazy nehydrolyzuji. Geny, které je koduji jsou soucasti mobilnich

genetickych elementt a byly prokazany u rtiznych bakteridlnich roda (Dinos et al., 2017).

Fosfotransferdzy inaktivuji vSechny druhy makrolidii, a to pferuSenim jejich vazby na
bakterialni ribozom. Jejich uc¢inek mize byt inducibilni (mphA) nebo konstitutivni (mphB)

(Dinos et al., 2017, Fyfe et al., 2016).


https://faculty.washington.edu/marilynr/ermwebA.pdf
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Erythromycin metyltransferdzy (Erm) jsou enzymy, které modifikuji bakteridlni 23S rRNA
a omezuji tak moznost vSech zastupct skupiny MLSg vazat se na bakterialni ribozom. Vznika
tak kombinovana rezistence k makrolidim, linkosamidim a streptograminu B. Geny erm jsou
lokalizované na plazmidech i transpozonech a obvykle je jejich vyskyt spojen i s geny
rezistence k dal§im antimikrobidlnim latkadm. Rezistence kddovana témito geny se projevuje ve
dvou formach — inducibilni nebo konstitutivni. U inducibilni formy se rezistence projevi pouze
v ptipad€, kdy jsou makrolidy transportovany do bakteridlni buiikky (Ramu et al., 2009),
u konstitutivniho typu probiha metylace ribozomt i bez pfitomnosti antibiotik. V soucasné dobé
bylo popséno 49 riiznych typt a jejich vyskyt byl potvrzen u Sirokého spektra G+, ale i G-
bakterii (Roberts et al., 2004).

Antibiotika v pidé

Rezidua 1éCiv a antibiotik, vetné makrolidovych antibiotik, se do pidy dostavaji rGznymi
zpusoby. Mezi hlavni zdroje téchto rezidui v terestridlnim prostfedi patii zavlazovani
precisténou odpadni vodou, aplikace oSetienych Cistirenskych kala (biosolidil) nebo statkova
hnojiva. V zemédélstvi jsou tyto recyklacni praktiky podporovany Evropskou unii v ramci
cirkularni ekonomiky. Tam, kde jsou hojn¢ pouzivana antimikrobika (zejména ta, ktera maji
vys$§i miru perzistence v zivotnim prostiedi), vznika selek¢ni tlak a bakterie se pfizptsobuji tim,
ze akviruji dalsi mechanizmy rezistence (Wu et al. 2013; Kinney and Heuvel 2020; Riva et al.
2021; Khasawneh and Palaniandy 2021; Bijlsma et al. 2021; Ben Mordechay et al. 2022; Li et
al. 2022). Kromé¢ toho tyto matrice, jako jsou odpadni voda, Cistirenské kaly, statkova hnojiva
a puda, nemusi obsahovat pouze parentalni latky, ale potencialné také jejich degradaéni
produkty nebo metabolity téchto 1éCivych latek, které mohou byt stale biologicky aktivni.
Nicméné, aplikace statkovych hnojiv na zeméd¢lskou piidu je ditlezita, protoze zlepSuje pidni
urodnost, obohacuje pidu o dulezité ziviny a organickou hmotu, zvysuje schopnost pidy
zadrzovat vodu a podporuje biodiverzitu pidnich mikroorganismd, coz vSe prispiva
k dlouhodobé udrzitelnosti a zdravi pady. Statkova hnojiva jsou svoji primarné organickou
povahou a vySe uvedenymi benefity vyznamna a je potieba zdlraznit, Ze nemohou, a to ani
z diivodll ekologickych ¢i dalSich zavaznych dopadi a dasledkii, byt nahrazovana jinymi
hnojivy ¢i agrotechnikou. V zavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech 1éciva,
vlastnostech pudy a klimatickych podminkach miize dochazet k odplavu 1é¢iv do povrchovych

vod, nebo mohou v pid¢ setrvavat a nasledné podléhat riizn€ rychlému procesu degradace,
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pfipadné mohou byt piijiména rostlinami ¢i pidnimi organismy, které je mohou dale

metabolizovat (Wu et al. 2010; Carter et al. 2015; Quaresma et al. 2019).

Avsak ptitomnost téchto rezidui mize negativné ovlivnit mikrobiotu v pudé, ktera je nezbytna
pro obéh zivin, udrzovani piidni struktury a kvality pldy, a celkového zdravi rostlin a plidnich
organismi (Gallego and Martin-Laurent 2020; Sauvétre et al. 2020). Rezidua 1éCivych latek
mohou vyvolat inhibici kli¢eni semen, potlaceni ristu biomasy plodin nebo zmény v morfologii
rostlin (Hillis et al. 2011; Michelini et al. 2013), nebo také mohou byt absorbovana
zemédélskymi plodinami, coz mlze vést k znecisténi potravinového fetézce s potencialné
negativnim dopadem na lidskou populaci z divodu dlouhodobého piijmu nizkych koncentraci
téchto latek (Carter et al. 2014b; Carter et al. 2014a). Mimo jiné tyto organické mikropolutanty,
1 ve stopovych koncentracich vytvaieji prostfedi pfiznivé pro rozvoj rezistence vuci
(Hashmi et al. 2017; Gallego and Martin-Laurent 2020). Pro studium a sledovani osudu
antibiotik v piidé je zdsadni ziskat co nejvice informaci o jejich transportu, degradaci
a sorpcnich vlastnostech, tedy o jejich celkové perzistenci v ptidnim prostfedi. Tyto procesy
jsou ovlivnény jak vlastnostmi samotného 1éCiva, jako jsou struktura, moldrni hmotnost,
polarita, rozpustnost ve vodé, sorpéni koeficienty ¢i polocas rozpadu, tak také charakteristikami
pudy, véetné jejiho pH, typu, obsahu a kvality organické hmoty, obsahu anorganickych iontt
(Ca**, Mg?", ...), slozeni ptidni mikrobioty, péstovanymi plodinami (Kodesova et al. 2015;
Kodesova et al. 2019; Keerthanan et al. 2021) nebo také klimatickymi podminkami (teplota,
vlhkost, mnoZstvi srdzek) (Ben Mordechay et al. 2022; Keerthanan et al. 2022). Jednim
z u¢innych zplsobl, jak snizit koncentraci antibiotik a genli pro antibiotickou rezistenci ve
statkovych hnojivech, a tim i kontaminaci ptidy/zivotniho prostfedi, je pied jejich aplikaci na
zemédélskou ptidu provést upravu téchto hnojiv pomoci anaerobni digesce, kompostovani nebo
vermikompostovani (Mohring et al. 2009; Motoyama et al. 2011; Ho et al. 2013; Sanchez-
Hernandez 2020).

Fyzikalné-chemické vlastnosti makrolidovych antibiotik

Struktura makrolidi je charakterizovana laktonovym kruhem obsahujicim 12-16 atomd.
Makrolidova lé¢iva jsou komplexni smési uzce piibuznych antibiotik, ktera se 1i§i chemickymi
substitucemi na riznych uhlikovych atomech ve struktufe, a také pfitomnosti aminocukri
a neutrdlnich cukrti. Mezi makrolidova antibiotika pouzivana v huméanni mediciné patii

zejména: azithromycin a clarithromycin, ddle pak spiramycin a spiSe v mens$im rozsahu
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nejstarsi erythromycin. V CR byly v roce 2022 makrolidy druhou nejvice pouZivanou skupinou
antimikrobik (ECDC, 2023); PUK 2024). Ve veterinarni mediciné v CR byly v roce 2022, 2023
a 2024 na trhu nasledujici makrolidy a pifibuzné latky: spiramycin, tulathromycin,

gamithromyecin, tildipirosin, tylosin, tilmikosin a tylvalosin (data USKVBL).

Molecular Formula = C,qH:sN,Oq
Formula Weight = 576.76294

A) B)

Obrazek 1. Strukturni vzorce: A) tulathromycin, B) metabolit tulathromycin-M1

Tulathromycin (Obrazek 1A), ktery se skladd z makrolidového kruhu a dvou cukernych slozek
(tj. desosamin a modifikované kladindzy), je prvnim ¢lenem nové podskupiny triamilidi
polosyntetickych makrolidovych antibiotik (Saito-Shida et al. 2019). Tulathromycin ma 13
nebo 15-Clenny makrocyklicky kruh s cukernou slozkou desosaminu na C-5 a modifikovanou
cukernou slozkou kladin6zu na C-3 (El Badawy et al. 2014). Tulathromycin existuje jako smés
dvou izomert: tulathromycin A (15-¢lenny makrolidovy kruh) a B (13-¢lenny makrolidovy
kruh) [10.1016/j.jchromb.2019.02.011], konkrétné ve vodnych roztocich v poméru 9:1 (izomer
A:izomer B) (Saito-Shida et al. 2019). Ackoli je tulathromycin u 1é¢enych zvifat prevazné
vylu¢ovan nezménény, nékdy je pomalu metabolizovan na tulathromycin-M1 (obrazek 1B)
(Wang et al. 2012; Saito-Shida et al. 2019). Tulathromycin-M1 vznikd odSt€penim
modifikované kladin6zové slozky (oba jeho izomery) (Wang et al. 2012; Saito-Shida et al.

11
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2019; Yaeger et al. 2021). Fyzikalné-chemické vlastnosti tulathromycinu je mozné nalézt

v tabulce 1.

Tabulka 1. Fyzikdalné-chemické vlastnosti tulathromycinu

(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-11-[(2S,3R,4S,6R)-4-
(dimethylamino)-3-hydroxy-6-methyloxan-2-ylloxy-2-ethyl-3,4,10-

IUPAC nazev trihydroxy-13-[(2R,4R,5S,6 S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyl-
5-(propylaminomethyl)oxan-2-ylloxy-3,5,8,10,12,14-hexamethyl-1-
oxa-6-azacyclopentadecan-15-one

Sumarni vzorec C41H79N3012

Molarni hmotnost [g-mol-'] 806,1

Monoizotopicka hmotnost 805.56637

Vzhled bily prasek

Rozpustnost ve vodé [mg-ml-'] 0,184

pKa1 10,21

pKaz 12,2

LogP 2,78

Analytické metody

Pti analyze organickych polutantli v environmentalnich (ptida, odpadni voda, Cistirenské kaly)
a biologickych vzorcich (statkova hnojiva, zemédélské plodiny, piidni organismy) je pifiprava
vzorkd kliCovou c&asti, jelikoz analyty jsou pfitomné v nizkych koncentracich a jejich
kvantitativni stanoveni je komplikovano matri¢nimi vlivy. Pro zisk kvalitnich dat jsou zapotiebi
idealné jiz optimalizované, robustni a validované analytické metody, skladajici se z extrakéni
metody a vhodné dostatecné selektivni a citlivé analytické koncovky (napt. kapalinova

chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii) (Albero et al. 2019; Manasfi et al. 2020).

V dnesni dobé mezi nejbéznéji pouzivané extrakeni postupy patfi: extrakce ultrazvukem (USE),
extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE), mikrovinna extrakce (MAE) anebo QUEChERS,
respektive tedy vortexovanim ¢i protiepavanim (manualnim nebo na tiepacce) (Chuang et al.

2015; Aparicio et al. 2018; Albero et al. 2019; da Silva et al. 2020).

Avsak spolu s extrahovanymi analyty (v naSem ptipad¢ 1éCivy) je ziskano i velké mnoZzstvi

koextrahovanych latek (Albero et al. 2019). Dale samotnou vytéznost extrakce sledovanych
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analytli vyrazné ovliviiuji i vlastnosti vzorku, naptiklad v ptipadé ptdy (ptadni druh, pH ptdy;
EC ptdy; % organické hmoty piidy; KVK a koncentrace TN, TP, Ca**, K*, Mg**, Na*) (Karci
and Balcioglu 2009; Zhang et al. 2014). Problematick4a mtize byt at’ uz samotna extrakce 1éciv
ze vzorku nebo vliv matrice pii analyze, kdy miiZze nastat zvySeni (enhance) nebo potlaceni
(suprese) signalu analytu kvili matricnim efektim. Z téchto divodi je obvykle pouzivan dalsi
krok ¢isténi (pripadné prekoncentrace) vzorku (nejéastéji za a) extrakce na tuhou fazi — SPE
nebo b) disperzni SPE — dSPE v podobé metody QUEChERS) (Petrovic et al. 2006; Ben et
al. 2008; Komori et al. 2013; Pocrni¢ et al. 2020), 1 kdyz podle dostupné literatury nckteré
vyzkumné skupiny zastavaji i filozofii ,,extract and inject®, kdy jsou vzorky analyzovany bez

dalsiho ptecistovani ¢i fedéni (Parente et al. 2021).

Hlavni a rutinné¢ pouzivanou analytickou koncovkou pro stanoveni organickych
mikropolutantl, v¢etng 1é¢iv predstavuje kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS) nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)(Petrovic et
al. 2006; Ben et al. 2008; Huang et al. 2013). Mezi nejcastéji vyuzivany separa¢ni mod
v kapalinové chromatografii pti analyze 1€Civ je systém reverznich fazi, kdy stacionéarni faze je
nepolarni (nejcastéji silikagel modifikovany C18) a jako mobilni faze se vyuziva vétSinou
dvojslozkovy systém s gradientem mobilni faze zalozeny na methanolu nebo acetonitrilu
a vodné slozky s upravenou hodnotou pH pomoci kyseliny mravenci, mraven¢anu amonného
nebo octanu amonného (Petrovic et al. 2006; Huang et al. 2013; Mravcova et al. 2024). Jako
iontovy zdroj je v hmotnostnim spektrometru nejcastéji vyuzivan predevsim elektrosprej (ESI).
Hmotnostnim analyzatorem prvni volby diky svym moznostem v kvantitativni analyze je trojity
kvadrupdl (QqQ ¢i TQ) (Huang et al. 2013; Mravcova et al. 2024). DalSimi dnes uz hojné
vyuzivanymi analyzatory jsou g-TOF nebo orbitalni past, které jsou vhodnéjsi spiSe pro
identifikaci degradacnich produktt ¢i metabolitii 1éCiv v analyzovanych vzorcich (Petrovic et

al. 2006).
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2. CIL FUNKCNIHO UKOLU

Funk¢ni tkol pro rok 2024 byl zamétfen na rezidua tulathromycinu (antibiotikum ze skupiny
makrolidii pouzivané u skotu) a jeho metabolitu, souc¢asné je doplnéna analyza poslednich
dostupnych dat o jejich spotiebach v letech 2018-2023 v Ceské republice. Ke stanoveni
vybranych latek v chlévské mrvé z chovu 1écenych zvifat a v ptidé byly provedeny extrakce
prostiednictvim ultrazvuku a nasledné byly kvantifikovany pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Pfitomnost bakterii rezistentnich k makrolidim byla v odebranych
vzorcich trusu, mrvy a pudy sledovdna kultivaénimi metodami se selektivnimi médii
suplementovanymi erythromycinem. Prikkaz vybranych gent rezistence byl proveden metodou

PCR.
Cile bylo dosazeno provedenim nésledujicich ukol:

A. Analyza dostupnych dat o spotiebach antibiotik pouzivanych u potravinovych zvifat
a za rok 2023 i specificky u skotu v Ceské republice — USKVBL

B. Vyvoj metodiky a vlastni stanoveni obsahti vybranych latek v chlévské mrvé a v pudé
po aplikaci vyzralé chlévské mrvy od medikovanych zvitat — VUT, UKZUZ

C. Pomoci vhodnych feno- a genotypovych metod byly ziskdny informace o abundanci
rezistentnich bakterii a prevalenci genti zodpovédnych za rezistenci k makrolidim ve
faeces a chlévské mrvé — MUNI

D. Modelovy pokus s vyuzitim chlévské mrvy zapracované do plidy umoznil stanovit dobu

pfezivani rezistentnich bakterii v prostiedi — MUNI, UKZUZ
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3. MATERIAL A METODIKA

Charakteristika hospodarstvi

Hospodafstvi bylo vybrano na zédklad€ informaci o pouzivani veterindrnich 1é¢ivych ptipravka
(VLP) s obsahem tulathromycinu u telat. Jednalo se o hospodafstvi s chovem skotu v kraji
Vysocina, s odchovem telat. V ramci odchovu telat byla pro odbéry vybrana hala, ktera byla
rozdélena na 5 sekci. V kazdé ze sekci mize byt umisténo 20 telat po odstavu. Telata byla
postupné odstavena a ptfevadéna na pevnou stravu. V dobé studie byla krmena pevnou krmnou
smési. Krmna smés je zamichavana v mobilnim michaci, ktery projizdi halu a krmivo zaklada
do krmnych zlabd. Krmna smés by mohla byt jednim ze vstupt bakterialni kontaminace, proto
byl odebran smésny vzorek bezprostiedné po zalozeni krmiva do Zlabu. Telata jsou umisténa
v hale, kde jsou odd€lujici ohradniky. V ramci sledovani vstupii z prostiedi byly proto odebrany
vzorky stérl z ohradnikd a rovnéz z podlahy zastajenych sekci. Dale byly provedeny odbéry
trusu telat pred 1écbou a po 1éEbé VLP s tulathromycinem (v ptislusnych ¢asovych odstupech

a z prosttedi téze sekce i shodnych zvirat).

V dobé provadéni odbéra bylo v sekei ustajeno 18 telat, kterd byla indikovana pro podani
tulathromycinu z dvodu bronchopneumonie. V dobé€ podani VLP obsahujiciho tulathromycin
(Draxxin injek¢ni, drzitel rozhodnuti o registraci Zoetis) méla telata zivou hmotnost pfiblizné
80 kg. Davkovani VLP bylo uskutecnéno v souladu s podminkami registrace, tedy dle souhrnu
informaci o pfipravku. Jednalo se o jednorazové subkutanni podani do oblasti krku, v davce 2,5
mg tulathromycinu/kg zivé hmotnosti (coZ odpovidalo objemu VLP 1 ml/40 kg zivé hmotnosti

1éceného telat, tj. celkem 2 ml pro toto (na kus).

Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast se skladala ze tfi Grovni — farma s chovem masného typu skotu, fermentace
chlévské mrvy apolni pokus. Na farmé byl ziskan vzorek mrvy k modelovému pokusu
fermentace. Dale byl na farmé proveden screening vyskytu genti rezistence k tulathromycinu
v prosttedi. Fermentace probihala od 27. 3. do 28. 5. 2024 (celkem 10 tydnti). Pokusné policko
bylo zalozeno v arealu zkusebni stanice UKZUZ Chrlice, na fluvizemi.' Po aplikaci vyzralého

hnoje byly z testovaciho pozemku odebirany v pravidelnych intervalech vzorky pudy.

! Fluvizemé jsou ptdy vznikajici v nivach fek a vétsich potokt pfi periodickém usazovani horizontd. Obecné
patii k velmi trodnym ptiddm, k ¢emuz pfispiva i rovinaty terén, piiznivy vodni rezim a dobra obd¢lavatelnost.
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4

" | Screening vyskytu gendi
rezistence v prostiedi farmy

Vzorek krmiva

Stéry z prostiedi, feces —
pfed zahajenim medikace

Stéry z prostfedi, feces —v
pribéhu 9 tydnd

Laboratof — analyzy mrvy, pady

Stanoveni poétu bakterii s rezistenci k
makroliddm.
Priikaz vybranych genli rezistence (erm)

I

| Mrva v priib&hu zranf (10. tydnd)

feces, mrvy, pldy

Stanoveni tulathromycinu ve vzorcich

Plda pfed aplikaci

vyzralého hnoje
Plda po aplikaci
vyzralého hnoje

Obrazek 2. Aktivity realizované v roce 2024 v ramci funkcniho ukolu

Odbéry vzorkii z vykrmové haly

V poloving¢ dubna (15. 4. 2024) byl kol na farmé zahdjen odbérem vzorku krmiva, faeces
a provedenim mikrobiologickych stérii z podlahy a hrazeni. V tento den byla zaroven zahajena

1é¢ba, resp. bylo provedeno jednorazové subkutanni podani VLP Draxxin ustdjenym telatim.

Stéry z prostiedi a odbéry vzorki faeces ke stanoveni bakterii rezistetnich k makrolidim
a prukazu vybranych genl rezistence byly provddény pravidelné po 2 tydnech. Stéry byly
provedeny pomoci sterilni polyuretanové stérové houbicky (World Bioproducts, USA). Vzorky

faeces a krmiva byly ulozeny do PE sackt, uloZzeny do chladiciho boxu a v den odbéru predany

do laboratofre.

Ode dne podani tulathromycinu byly dale v pfesné stanovenych terminech odebirany vzorky

faeces ke stanoveni rezidui tulathromycinu. Den podani 1é¢iva byl stanoven jako den 0, vzorky

byly odebirany 1., 3., 5., 10., 14., 28. a 42. den.

Vzorky faeces byly odebirany z n€kolika mist v dané sekci, z podlahy, ptimo do PE sacku.

Nelze tedy vyloucit pfimé€s moci ve vzorku.
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Odbéry vzorkii z obdobi zriani mrvy

Dne 23. 3. 2024 byla na farm¢ odebrana chlévska mrva urcend k vyzrani a nasledné aplikaci na
pokusny pozemek. Mrva (17,8 kg) byla uloZena do sudu a 9. 4. 2024 inokulovana modelovymi
kmeny Escherichia coli (CT228) a Staphylococcus aureus (SM10) pozitivni na pifitomnost
horizontaln¢ pfenosnych geni rezistence k makrolidim (ermB, ermA). Z mrvy pied a po
inokulaci byl odebran vzorek k mikrobiologickym analyzam. Nasledujici den (10. 4. 2024) byla
sm¢s spikovana veterinarnim 1é¢ivym piipravkem Draxxin; bylo aplikovéano 1,8 ml 1é¢iva a byl
odebran vzorek pro chemickou analyzu. Béhem zrani byla smés zavlazovéana deionizovanou
vodou. Zrani mrvy probihalo po dobu 10 tydnti. V pribéhu zrani bylo ze smési odebrano dalsich

15 vzorki zrajici mrvy.

Vzorky urcené k mikrobiologickym analyzam byly asepticky odebrany do sterilnich
vzorkovnic a okamzité preddny do laboratofe. Vzorky urcené ke stanoveni obsahu rezidui
tulathromycinu byly ukladdny do PE sackti a bud’ ihned ptedany do laboratote, nebo zamrazeny

na —18 °C a pfedany pozdéji.

Modelovy pokus

Modelovy pokus byl zaloZen na pozemku zkuiebni stanice UKZUZ v Chrlicich (4 m?) dne
28.5. 2024. Vyzraly hntyj byl kaSovité konzistence a mohl byt rovnomérné aplikovan na
pokusnou plochu. Celkem bylo aplikovano 12 kg hnoje na 4 m?. Jednalo se o ru¢ni aplikaci. Na
rozdil od predchozich ukoli (Mravcova et al., 2021, Karpiskova et al., 2023) nebyl material
pfed aplikaci opakované inokulovdn modelovymi bakteridlnimi kmeny, ani obohacen
o tulathromycin. Dva tydny po aplikaci (10. 6. 2024) byla plocha oseta Inickou setou (Camelina
sativa). LniCka bohuzel nevzesla, a proto byl vysev 8. 7. 2024 opakovan. Z tohoto vysevu
vzeslo pfiblizné 20 % osiva a na ploSe se zacaly rozvijet plevelné rostliny, pfedevSim Srucha
zelna (Portulaca oleracea) a laskavec ohnuty (Amaranthus retroflexus). Vzhledem k tomu, ze

pokus ma simulovat produkéni plochu, byly plevele ponechany.

Puda

Na zaklad¢ analyzy vzorku lze konstatovat, Ze se jednd se o pidu tézkou, jilovitohlinitou,
s neutralnim pH a vysokymi obsahy pfistupnych Zivin. Ve vzorku byly stanoveny také obsahy

celkového uhliku a dusiku. Tyto odpovidaji rozpéti pro ornou pidu. Pomér C:N je optimalni.
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Obsahy rizikovych prvki jsou vyssi, nez jsou medidnové hodnoty pro orné pidy vypoctené

z udajti na dlouhodob€ monitorovanych plochach (BMP) a z Registru kontaminovanych ploch,

nicmén¢ pro fluvizeme jsou vyssi obsahy prvku a latek typické.

Obrazek 3. Porost na pokusném policku (5. 8. 2024)
Tabulka 2. Agrochemické vlastnosti puidy
pH/CaCl: P K Mg Ca Ntot TOC
Pfistupné Ziviny (mg.kg) %
7,0 183 307 359 4842 0,18 1,77

Prvni ptidni vzorky ke stanoveni tulathromycinu a k mikrobiologickym analyzdm byly
z modelového policka odebrany tésné pred aplikaci vyzralého hnoje a té€sné po jeho aplikaci.
Dalsi vzorkovani probihalo pravidelné v Etrndctidennich intervalech. Posledni analyzovany

vzorek byl z 2. zati 2024.

18




AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiedi, zprava za rok 2024

Tabulka 3. Celkové obsahy rizikovych prvkii v pudé na ZS Chrlice a v puddach
dlouhodobych programit UKZUZ — v Registru kontaminovanych ploch, RKP
a v dlouhodobém monitoringu piid, BMP (lu¢avka krdalovskd, mg.kg™' sus.,
pudy ostatni)

As Be Cd Co Cr Cu Ni Pb \' Zn Hg

Chrlice 137 | 1,35 | 0,29 | 17,2 | 540 | 31,8 | 432 | 27,7 | 59,3 | 116 | 0,130
RKP 11,8 | 1,04 | 029 | 116 | 40,2 | 21,5 | 24,2 | 28,5 | 48,7 | 75,8 | 0,100
BMP (2019) 913 | 095 | 0,24 | 116 | 388 | 20,1 | 254 | 25,6 | 40,56 | 70,4 | 0,065

K odbéru vzorki slouzil Edelmantv vrtak. Z plochy byl odebran jeden smésny vzorek, ktery
tvotilo 15-18 individualnich vzorkd. Na misté¢ byl proveden prosev na Smm sité. Takto
upraveny vzorek byl rozdélen na dva, vlozen do PE sackl a pokud mozno ihned transportovan

na MUNI a VUT.

Meteorologické podminky na pokusném pozemku

Na ZS Chrlice je umisténa automaticka meteostanice. Podle udajl z této stanice Cinilo rozpéti
teplot od zahajeni (28. 5. 2024) do ukonceni pokusu (2. 9. 2024) 7,0-36,4 °C, pricemz prab¢h
prumérnych teplot v jednotlivych tydnech je graficky zachycen na obrazku 4. Srazkové tthrny

¢inily od 0,1 mm v srpnu po 129,3 mm v ¢ervnu.
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Obrazek 4. Priibéh primérnych dennich teplot a sraZek na zkuSebnim pozemku
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Tabulka 4. Piehled zakladnich terminu

S vatm | VNI iy | tomenace Gl | VIR
1 27.03.2024
2 -
09.04.2024
3 10.04.2024
12.04.2024
4
20.04.2024
22.04.2024
5 250420 . B
29.04.2024
® 0305202
06.05.2024
" 09.05.2024
13.05.2024
oo [t oot S
21.05.2024
, e
o 27052024 feces - 42den (VL
28.05.2024
11
10.06.2024
T L S AR 1 T
12.06.2024
13 17.06.2024
14 24.06.2024
15 01.07.2024
16 08.07.2024
17 15.07.2024
18 22.07.2024
19 29.07.2024
20 05.08.2024
21 12.08.2024
22 19.08.2024
23 26.08.2024
24 02.09.2024
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3.1 Mikrobiologicka ¢ast — ¢ast A

Vybér a testovani vhodného kultiva¢niho média pro modelové kmeny, testovani

koncentrace suplementu

Piiprava selektivniho suplementu

Zasobni roztok erythromycinu (Merck, D) byl pfipraven rozpusténim 32 mg latky v 1 ml 95%
etanolu (Penta, CR). Koncentrace suplementu v jednotlivych médiich byla navrzena podle
kritérii pro stanoveni rezistence k antimikrobidlnim latkdm metodou minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). U Staphylococcus aureus (S. aureus) bylo vyuzito kritérium uvedené
v EUCAST (2024) tj. 1 pg/ml. Pro E. coli nejsou kritéria k hodnoceni rezistence
k erythromycinu ve standardné pouzivanych pokynech (EUCAST, CLSI) stanovena, proto byla
koncentrace suplementu nastavena podle kritérii pro bakterie rodu Salmonella (CLSI, 2020).
U vsech sledovanych bakterii byla testovana také ptida s vysSim obsahem suplementu, nez

udavaji uvedena kritéria.

Kultiva¢ni média

Ke kultivaci bakterii Escherichia coli (E. coli) bylo pouzito médium Harlequin® Chromogenic
coliform Agar (Neogen, USA). Ke kontrole kvality pifipraveného média a vybéru vhodné
koncentrace suplementu byly vyuzity dva kmeny E. coli, které nenesly geny rezistence
k erythromycinu a dale tfi kmeny E. coli s genem ermB. Schopnost ristu byla sledovana jak na
pudé bez suplementace, tak na pidach s pridavkem erythromycinu a rust byl semikvantitativné
hodnocen (+, ++, +++). K vlastnim analyzam bylo vybrano médium s koncentraci suplementu,
ktera spolehlivé branila riistu kmeniim bez specifickych gent rezistence, ale kmeny nesouci

geny erm rostly bez ovlivnéni.

Stanoveni poc¢tu Staphylococcus aureus (S. aureus) bylo testovano na médiiich Manitol salt
agar (Liofilchem, IT), Baird-Parker agar (HiMedia, IN) a Chromatic Staph aureus (Liofilchem,
IT). Ptfipravena byla média nesuplementovana erythromycinem, a dale s obsahem
erythromycinu 1 pg/ml a 2 pg/ml. Vybér média byl proveden na zaklad€ ristu/inhibice kment
k erythromycinu senzitivnich (3) a rezistentnich (3). Schopnost rstu byla hodnocena
semikvantitativné (+, ++, +++). Sledovan byl také specificky rist, udavany vyrobcem

amoznost odliSeni jednotlivych kolonii. K vlastnim analyzdm bylo vybrano médium
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s koncentraci suplementu, kterd spolehlive inhibovala rist senzitivnich kmeni, ale neovlivnila

rust kmentl rezistentnich a kolonie S. aureus na ném mély charakteristicky jednotny vzhled.

Tabulka 5. Vysledky testovani média Harlequin® Chromogenic coliform Agar (HCCA)
pro Escherichia coli (EC)

Geny ziskané

Rust testovanych kmen( na médiich

Oznaceni
rezistence k HCCA HCCA
. kmene HCCA
erythromycinu + 16 pg/ml ery + 32 ug/ml ery
CT303 +++ + -
nezjistény

CT304 +++ + -
CT228 +++ +++ +++

ermB + CT248 +++ +++ +++
CT262 +++ +++ +++

bez narustu, + jednotky kolonii; ++ desitky kolonii; +++ stovky kolonii

Tabulka 6. Vysledky testovani média Manitol salt agar (MSA) pro Staphylococcus aureus

(S4)
Citlivost L Rust testovanych kmenti na médiich
Oznaceni
kment k MSA MSA
. kmene MSA
erythromycinu + 1 pg/ml ery + 2 pyg/ml ery
SM551 +++ + -
senzitivni SM560 +++ + -
SM561 +++ + -
SM10 +++ +++ +++
rezistentni
SM125 +++ +++ +++
(ermA +)
SM154 +++ +++ +++
bez narustu, + jednotky kolonii; ++ desitky kolonii; +++ stovky kolonii
Tabulka 7. Vysledky testovani média Chromatic Staph aureus (CHRSA) pro
Staphylococcus aureus (SA)
Citlivost Rust testovanych kmen( na médiich
Oznaceni
kment k CHRSA CHRSA
. kmene CHRSA
erythromycinu + 1 pg/ml ery + 2 ug/ml ery
SM551 +++ + -
senzitivni SM560 +++ + -
SM561 +++ + -
SM10 +++ +++ +++
rezistentni
SM125 +++ +++ +++
(ermA +)
SM154 +++ +++ +++

bez narustu, + jednotky kolonii; ++ desitky kolonii; +++ stovky kolonif
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Tabulka 8. Vysledky testovani média Baird-Parker (BP) pro Staphylococcus aureus (SA)

Citlivost Rust testovanych kment na médiich
Oznaceni
kment k BP BP
. kmene BP
erythromycinu + 1 yg/ml ery + 2 ug/ml ery
SM551 +++ - N
senzitivni SM560 +++ + -
SM561 +++ R N
SM10 +++ +++ +++
rezistentni
SM125 +++ +++ +++
(ermA +)
SM154 +++ +++ +++

bez narustu, + jednotky kolonii; ++ desitky kolonii; +++ stovky kolonif

Piiprava médii pro stanoveni po¢tu modelovych kmeni

Na zaklad¢ testovani a vybéru médii byly ptipraveny kultivacni piidy pro vlastni analyzy. Ke
stanoveni poctu E. coli byl pouzit Harlequin® Chromogenic coliform Agar (HACC)
s ptidavkem erythromycinu o vysledné koncentraci 32 pg/ml. Pocet S. aureus byl sledovan na

médiu Chromatic Staph aureus (CHRSA) s obsahem erythromycinu 2 pg/ml.

Piiprava médii pro stanoveni poc¢tu vybranych bakterii ve vzorcich z farmy a pidy

Pocty bakterii E. coli a S. aureus byly stanoveny na kultiva¢nich médiich ptipravenych stejnym
zpusobem jako pro stanoveni po¢tu modelovych kment. Pocet bakterii rodu Enterococcus byl

sledovan na médiu Slanetz and Bartley medium (Himedia, IN) s 16 pg/ml erythromycinu.

Zpracovani stéri prostiredi

Stéry z prostfedi farmy byly ihned po transportu do laboratofe zpracovany. K polyuretanové
stérové houbicce bylo pfidano 20 ml PPV (pufrované peptonové vody) a provedena
homogenizace na pfistroji typu stomacher (Interscience, F). Z kazdého vzorku byla pfipravena
fada desetinasobnych fedéni. Z vybranych fedéni byl stanoven celkovy pocet glukuronidaza
pozitivnich E. coli, S. aureus a rodu Enterococcus inokulaci 0,1 ml pfislusného fedéni na média
bez suplementace a dale pocet sledovanych bakterii presumptivné rezistentnich k makrolidim
inokulaci 0,1 ml na média obohacena erythromycinem. Nésledovala inkubace pti 37 °C po dobu
18-24 h. Z kazdé¢ misky pouzité pro stanoveni poctu ptislusného bakteridlniho rodu/druhu bylo

odebrano az 5 suspektnich kolonii ke konfirmaci. U téchto kmeni byla sledovana pfitomnost
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gent erm metodou PCR. Z pomnozené PPV byl odebran 1 ml k extrakci DNA pomoci Blood

and Tissue kitu (Qiagene, D) a pritkazu gent rezistence metodou PCR.

Zpracovani vzorkii chlévské mrvy a pudy

Ze vzorkl typu mrva, faeces a piida bylo v laboratofi navdzeno 25 g a homogenizovano s 225
ml PPV. Z kazdého vzorku byla pfipravena fada desetinasobnych fedéni a z vybranych fedéni
bylo provedeno stanoveni celkovy pocet glukuronidaza pozitivnich E. coli, S. aureus a rodu
Enterococcus a stejnych bakterii presumptivné rezistentnich k makrolidim dle postupu
popsaném vySe. Z kazdé misky pouzité pro stanoveni poctu prislusného bakterialniho
rodu/druhu bylo odebrano az 5 suspektnich kolonii ke konfirmaci. U téchto kmena byla
sledovéna pfitomnost gent erm metodou PCR. Z pomnoZené PPV byl odebran 1 ml k extrakci

DNA pomoci Blood and Tissue kitu a pritkazu genti rezistence metodou PCR.

Priprava DNA z bakterialnich kultur

DNA z bakterialnich kultur byla ziskana lyzou varem. Suspektni kolonie byly promyty v 1 ml
fyziologického roztoku, poté odstredény pti 11 000 ot./10 min. Po sliti supernatantu a piidani
200 pl sterilni destilované vody byl vzorek inkubovan v suché lazni pfti teploté 95 °C/20 min,

odstiedén pii 12 000 ot./6 min a supernatant byl pouzit jako templat pro PCR.

Extrakce DNA z pomnoZené pufrované peptonové vody

Po ukonceni inkubace PPV byl odebran 1 ml homogenatu, zcentrifugovan pii 8 000 rpm/10
min, supernatant byl odstranén a peletka byla promyta v 500 ml fosfatového pufru (VITRUM
VWR, CR). Po nasledném odstiedéni 8 000 rpm/5 min byla peletka resuspendovana v 180 pl
ATL pufru a dalsi kroky nasledovaly dle navodu od vyrobce kitu DNA pomoci Blood and
Tissue. Vysledna DNA byla nafedéna v poméru 1:10 se sterilni PCR vodou (TOP-BIO, CR)
a pouzita do PCR reakce.

Stanoveni pritomnosti vybranych geni rezistence k makrolidiim

Pritomnost genti kddujicich 23S rRNA metyltransferdzy ermA, ermB, ermF, ermT a ermQ

(Koike et al. 2010; Chen et al. 2007) byla testovana metodou PCR. K amplifikaci byl pouzit
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QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagene, D) a vlastni reakéni cyklus byl ptevzat z predchozich
studii (Koike et al. 2010; Chen et al. 2007). Templatova DNA byla pfipravena dle typu vzorku
bud’ Iyzou varem (bakteridlni kultury) nebo extrak¢énim kitem (pomnozena PPV). Vlastni PCR
produkt byl po amplifikaci a elektroforetickém rozdéleni v agar6zovém gelu obarven barvivem

MIDORI Green Advance (Nippon, D) a vizualizovan UV svétle.

Konfirmace rodu Enterococcus a druhi E. faecalis, E. faecium

Rodova a druhova identifikace izolatlh z média Slanetz Bartley byla provedena metodou PCR
dle studii autort Deasy et al. (2000) a Jackson et al. (2004). K amplifikaci byl pouzit PPP
master mix (Top-Bio, CR) a vlastni reakéni cyklus byl pfevzat z uvedenych studii. Templatova
DNA byla z bakteridlnich kultur pfipravena lyzou varem. Vlastni PCR produkt byl po
amplifikaci a rozdéleni v agar6zovém gelu obarven barvivem MIDORI Green Advance

(Nippon, D) a vizualizovan UV svétle.

Tabulka 9. Primery pouZité ve studii — jejich sekvence a zdrojova literatura

Nazev Velikost
N Gen Sekvence (5°-3") produktu Reference
primeru
(bp)
ermA-FV AGTCAGGCTAAATATAGCTATC
ermA 157
ermA-RV CAAGAACAATCAATACAGAGTCTAC
Koike et al. (2010)
ermB-FW GGTTGCTCTTGCACACTCAAG
ermB 191
ermB-RV CAGTTGACGATATTCTCGATTG
ermF-189f CGACACAGCTTTGGTTGAAC
ermF 309
ermF-497r GGACCTACCTCATAGACAAG
Chen et al. (2007)
ermT-52f CATATAAATGAAATTTTGAG
ermT 369
ermT-420r ACGATTTGTATTTAGCAACC
ermQ-FW CACCAACTGATATGTGGCTAG
ermQ 154 Koike et al. (2010)
ermQ-RV CTAGGCATGGGATGGAAGTC
InKo1 165 GGA GGA AGG TGG GGATGA CG " Martineau et al.,
InKo2 ATG GTG TGA CGG GCG GTG TG (1996)
El TCA ACC GGG GAG GGT
733 Deasy et al, 2000
E2 ATT ACT AGC GAT TCC GG
FLA1 E. faecalis ACTTATGTGACTAACTTAACC 360
(sodA)
FL2 TAATGGTGAATCTTGGTTTGG Jackson et al,
FM1 . GAAAAAACAATAGAAGAATTAT 2004
E.faecium 215
FM2 (sodA) TGCTTTTTTGAATTCTTCTTTA
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Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace erythromycinu metodou E-test

Z vysetrovanych izolat bylo pfipraveno inokulum o denzité 0,5 McF, naneseno na médium
Miiller-Hinton agar (Oxoid, UK), pifiloZzen prouzek TEST STRIP Erythromycin E 0,016-256
(Liofilchem, IT) a vysledek byl odecten po dokon¢ené inkubaci 37 °C/24 h.

Modelové pokusy prezivani bakterii s geny rezistence k makrolidim

Vybér kmenii a piiprava inokula

K modelovym pokustim sledovani ptezivani bakterii nesoucich geny rezistence k makrolidim
byly vybrany kmeny Escherichia coli a Staphylococcus aureus ziskané v rdmci rutinni praxe
mikrobiologické laboratore MUNI. Jejich charakteristika je uvedena v tabulkdch 10, 11.
V piipad¢ kmene E. coli CT228 se jednalo o glukuroniddza pozitivni kmen, nesouci také gen
rezistence ke kolistinu mcrl. S. aureus byl kromé makrolidi rezistentni také k meticilinu

(MRSA).

Tabulka 10. Pivod a charakteristika modelového kmene Escherichia coli

L Geny

Oznaceni

Plvod Sérotyp rezistence Antibiogram
kmene

k makrolidiim

rybi maso AMP, C, S, K, CN, N, Su, SXT, W, TE, NA,
CT228 ) 0109:H28 ermB, mdfA

Vietnam CIP, ENR

Tabulka 11. Pivod a charakteristika modelového kmene Staphylococcus aureus

Geny
Oznaceni MLST typ/
Pivod rezistence Antibiogram
kmene spa typ
k makrolidiim
Humanni -
SM10 stérzrany | ST225/t045 ermA DA, E, CN, TE, CIP, FOX
CR

AMP — ampicilin, C — chloramfenikol, S — streptomycin, K — kanamycin, CN — gentamicin, N — neomycin, Su —
sulfonamidy, SXT — sulfonamidy/trimetoprim, W — trimetoprim, TE — tetracyklin, NA — kys. nalidixova, CIP —

ciprofloxacin, ENR — enrofloxacin, DA — klindamycin, E — erythromycin, FOX — cefoxitin
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Modelové kmeny E. coli CT228 a SMI10 byly uchoviany ve formé kryokonzerv
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté —80 °C. Pro oziveni byly rozmrazeny, vyockovany na

Columbia krevni agar (Labmediaservis, CR) a inkubovany po dobu 18-24 h pti 37 °C.

U takto ptipravenych kultur byla ovéfena jejich Cistota a potvrzena pfitomnost sledovanych
genu rezistence metodou PCR. Nasledn€ byly kmeny pouzity pro piipravu inokula. Ptiprava
probihala samostatné pro kazdy kmen. Do lahve o objemu min. 500 ml bylo ptfidano 150 ml
pufrované peptonové vody (PPV, Oxoid, UK), do které¢ byly inokulovany modelové
bakteridlnimi kmeny v mnoZstvi cca % kultury na Petriho misce. Smés byla inkubovéana 72 h
pii 37 °C za stalého tfepani rychlosti 100 rpm (IKA, D). Po ukonceni kultivace byla kontrolné
zmétena optickd denzita (OD) kultur (Denovix, USA), pfiddno cca 100 ml sterilni PPV
a prodlouzena inkubace o dalSich 24 h. Po ukon¢eni inkubace byla upravena finalni koncentrace
bakterialnich kmeni tak, aby se vyslednd ODsoo roztoku rovnala 0,7, coz odpovida ptiblizné
poctu 10° KTJ/ml. Z finalni suspenze o objemu 0,5 1 byl odebran 1 ml k archivaci v podobé
kryokonzervy, 1 ml k extrakci DNA (Blood and Tissue kit, Qiagen, UK) a ovéfeni pfitomnosti

gent metodou PCR a 1 ml k ovéfeni poctu KTJ/ml kultiva¢ni metodou.

27



AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiedi, zprava za rok 2024

3.2 Analyticka ¢ast — Cast B

V ramci provedeného experimentu byly analyzovany dva typy vzorkt: chlévska mrva a ptida
pied a po aplikaci fermentované, chlévské mrvy. Po odbéru byly vSechny vzorky az do analyzy
skladovany v mrazicim boxu pii teplot¢ -18 °C, aby byla zajiSténa jejich stabilita

a minimalizovano riziko degradace analyzovaného 1é€iva a jeho metabolitu.

Pouzité materialy a chemikalie

Milli-Q voda; LC-MS voda filtrovana na 0,2 um (VWR); acetonitril ¢istoty min. 99,9 % pro
LC-MS (VWR); methanol Cistoty min. 99,9 % pro LC-MS (VWR); kyselina mravenci Cistoty
min. 98% (Sigma Aldrich); kyselina citronovd monohydrat Cistoty min. 99,5 % (Lach-Ner);
hydrogenfosforecnan disodny ¢istoty min. 98 % (Lach-Ner); 25% vodny roztok amoniaku
(VWR); hydroxid sodny cCistoty 35% (VWR); kyselina chlorovodikova €istoty 35-38% (VWR);
tulathromycin A analyticky standard (s obsahem 5% tulathromycin B) (LGC), tulathromycin A
d-7 (LGC).

Pouzité laboratorni vybaveni

Ptistroj pro ptipravu Milli-Q vody Milli-Q Millipore, Academic; kapalinovy chromatograf
UHPLC 1290 Infinity, Agilent Technologies; chromatograficka kolona (Luna® Omega Polar
C18 Phenomenex, 100 x 2,1 mm; 1,6 um); hmotnostni spektrometr Bruker Evoq LC/TQ;
Generator dusiku a vzduchu, Peak Scientific — Genius 3045; Analytick¢é vahy Kern 770;
ultrazvukové lazen Kraintek 5; zafizeni pro suSeni dusikem Evaterm, Labicom; centrifuga
Eppendorf 5804; pH metr inoLab® 730, WTW Cond; automatické mikropipety; PP/PE
zkumavky o objemu 50 ml; stiikackové nylonové filtry o priméru 13 mm s pory o velikost 0,22

um (Chromservis); injekéni stiikacky pro filtrovani; a dal$i bézné laboratorni sklo a pomiicky.

Pouzité plyny

Dusik o cistoté 4.7 (Siad Czech spol. s. r. 0.) a argon o Cistoté 5.0 (SIAD Czech spol. s.r.0).
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Postup pripravy metabolitu tulathromycinu

Do PP/PE centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml bylo napipetovano 5 ml zasobniho roztoku
tulathromycinu o koncentraci 10 mg-ml™. Tato parentalni latka byla hydrolyzovana na sviij
metabolit (deglykosylace tulathromycinu), Tulathromycin-M1, ptidavkem 590 ul 17,5% HCI,
pficemz molarni pomér HCl k tulathromycinu byl 5:1. Néslednd hydrolyza probihala
v ultrazvukové ldzni vyhtaté na 80 °C po dobu 1 hodiny, coz umoznilo pfeménu parentdlni
latky na jeji metabolit. Po dokonceni hydrolyzy byla HCI neutralizovana ptidavkem 1125 pl
10% roztoku NaOH.

Postup exktrace tulathromycinu a jeho metabolitu ze vzorki kejdy

Do PP/PE centrifuga¢ni zkumavky o objemu 50 ml bylo navazeno 1,00+0,05 g
zhomogenizovaného vzorku chlévské mrvy. K tomuto vzorku byla pfiddna extrakéni €inidla,
konkrétné 5 ml Mcllvaineho pufru o hodnoté pH 6,0+0,2 a 5 ml acetonitrilu (ACN). Vzorek
byl promichan pomoci vortexu po dobu 30 sekund a nasledné byl umistén do ultrazvukové
lazné po dobu 10 minut pii teploté 35 °C. Po dokonceni extrakce byly vzorky centrifugovany
pii 4 800 otackach za minutu po dobu 8 minut. Extrakt byl nasledné slit do vialky o objemu 30
ml. Poté byla extrakce opakovéna jesté jednou a ob¢ frakce supernatantu byly slity do jedné
vialky, kde byl uchovan kone¢ny extrakt. Po ptfedchozich krocich byla provedena filtrace
extrahovaného vzorku pies stiikackovy filtr s nylonovym filtrem o velikosti p6rt 0,22 um do
vialky se septem. Vzorek byl ptipraven bud’ k analyze jako nefedény, nebo byl pted LC-MS/MS
analyzou vhodné nafedén. K 995 pul vzorku bylo nasledné pfidano 5 pl vnitiniho standardu

tulathromycinu-d7 o koncentraci 10 pg/ml ke kompenzaci matri¢nich efektd.

Pro kvantifikaci tulathromycinu a tulathromycinu-M1 ve vzorcich chlévské mrvy byla pouzita
metoda externi kalibrace zahrnujici izotopicky znaceny wvnitini standard tulathromycinu d7.
V souladu s literaturou (Saito-Shida et al. 2019), bez ohledu na ¢istotu standardu, se poméry
izomerti A a B nachézeji v roztoku v poméru 9:1. Proto kalibra¢ni rovnice pro tulathromycin
a jeho metabolit byly ziskany sou¢tem ploch pikd izomera A a B (tak jako ve studiich (Galer et
al. 2004; Saito-Shida et al. 2019)) v linearnim rozsahu 1,0 az 500 ng'ml™!, coz odpovida 20 az
10 000 ng-g! v chlévské mrve). Koeficienty determinace (R?) presahujici hodnotu 0,995 pro
oba analyty potvrdily linearitu. Konkrétni vysledky validace pro oba analyty, v€etné MLoD,
MLoQ, RR, inter-day RSD a ME, jsou uvedeny v tabulce 12.
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Tabulka 12. Validacni vysledky pro stanoveni tulathromycinu a jeho metabolitu ve vzorcich

kejdy
tulathromycin tulathromycin M-1

LoD [ng-mlI'] 43 0,8
LoQ [ng-ml] 13,0 2,3

MLoD [ng-g™] 86 12

MLoQ [ng-g"] 260 46
RR 500 ng-g™' [%] 42+4 34+1
RR 1 000 ng-g-' [%] 55+2 69+11
RR 2 500 ng-g~' [%] 67+3 96+3
RR 5 000 ng-g™" [%] 731 8816
RR 25 000 ng-g™' [%] 7612 8313
RR 50 000 ng-g™' [%] 87+3 704

Inter-day RSD [%] 4 6

ME [%] 59 81

Postup extrakce tulathromycinu a jeho metabolitu ze vzorki pidy

Do PP/PE centrifugatni zkumavky o objemu 50 ml bylo navdzeno 2,00+0,05g
zhomogenizovaného vzorku plidy. K tomuto vzorku bylo ptidano 5 ml 0,1% roztoku amoniaku
(NHs) v methanolu (MeOH). Néasledn¢ byl vzorek promichan pomoci vortexu po dobu 30
sekund a poté extrahovan v ultrazvukové lazni vyhiaté na 35 °C po dobu 10 minut. Po
dokonceni extrakce byly vzorky centrifugovany pii 6 000 ota¢kach za minutu po dobu 8 minut.
Supernatant byl piefiltrovan ptes nylonovy filtr (velikosti pori 0,22 um) do vialky o objemu 20
ml. Cely proces extrakce byl zopakovan se stejnym objemem extrakéniho ¢inidla a prefiltrovan,
pficemz oba supernatanty byly slity dohromady a dikladné¢ promichany. Nasledné bylo
extrak¢éni médium odpaieno pod proudem dusiku na miniméalni zbytkovy objem v termostatu
vyhiatém na 40 °C. K vysuSenému vzorku bylo nasledné ptidano 995 pl 0,1% NH3 v MeOH
a5 pl vnitfniho standardu o koncentraci 10 pg/ml. Nakonec byla provedena filtrace ptes
stiikacku s nylonovym filtrem o velikosti port 0,22 um do vialky pro méteni vzorku pomoci

metody LC/MS/MS.

Pro kvantifikaci tulathromycinu a tulathromycinu-M1 ve vzorcich pidy byla pouzita metoda

externi kalibrace zahrnujici izotopicky znaceny vnitini standard tulathromycinu d7. Kalibra¢ni
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rovnice pro tulathromycin a jeho metabolit byly ziskany souctem ploch pikl izomerti A a B
(tak jako ve studiich (Galer et al. 2004; Saito-Shida et al. 2019)) v linedrnim rozsahu 1,0 az 500
ng-ml! (coz odpovida 0,5 ng-g* a7 250 ng-g* v pidé). Koeficienty determinace (R?) piesahujici
hodnotu 0,995 pro oba analyty potvrdily linearitu. Konkrétni vysledky validace pro oba analyty,
vcetné MLoD, MLoQ, RR, inter-day RSD a ME, jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13. Validacni vysledky pro stanoveni tulathromycinu a jeho metabolitu ve vzorcich

pidy
tulathromycin tulathromycin M-1

LoD [ng-ml"] 4,3 0,8

LoQ [ng:ml-"] 13,0 23

MLoD [ng-g™] 2,15 0,4
MLoQ [ng-g”'] 6,5 1,15
RR 25 ng-g™' [%] 461 12110
RR 50 ng-g™' [%] 38+3 31£3
RR 75 ng-g™' [%] 37+1 4243
RR 100 ng-g™ [%] 39+2 531
RR 200 ng-g™' [%] 49413 59415

Inter-day RSD [%] 9 25

ME [%] 90 125

LC-MS/MS metoda pro kvanfitikaci tulathromycinu a jeho metabolitu ve vzorcich

chlévské mrvy a pudy

Parametry kapalinového chromatografu (LC), které zahrnuji podminky, jako je typ kolony,
slozeni mobilni faze, pritok mobilni faze a gradient separace, jsou detailn¢ popsany v tabulce
14. Parametry iontového zdroje (ESI), v€etné hodnot napéti a teplot, které ovliviiuji ionizaci
vzorkd, jsou uvedeny v tabulce 15. Parametry hmotnostniho analyzatoru (TQ) jsou popsany
v tabulce 16. Tyto parametry zajiStuji optimalni vykon metody pro detekci a kvantifikaci

tulathromycinu, ale i jeho metabolitu.

31



AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiedi, zprava za rok 2024

Tabulka 14. Parametry metody pro kapalinovy chromatograf

UPLC parametry

Objem néstfiku 10 pl

Pritok mobilni faze 0,5 mlI:min-"!

Teplota 35°C
A: 0,1 % HCOOH ve vodé

Mobilni faze
B: Acetonitril
t [min] B [%]
0,0 10
0,5 10

Gradient mobilni faze 13,00 65
13,10 95
15,50 10
15,90 10
ACN:H20 90:10

Oplach jehly s 1 % kyselinou mravenci
2 min

Tabulka 15. MS Parametry nastaveni iontového zdroje

MS parametry iontového zdroje
lontovy zdroj elektrosprej (HESI)
Napéti 5000V
Polarita pozivni (ESI+)
Priitok pomocného plynu 15
Teplota pomocného plynu 600 °C
Pritok susiciho plynu 25
Teplota susiciho plynu 250 °C
Pratok zmlzovaciho plynu 45
Aktivni odtah ON
Rezim skenu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr
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Tabulka 16. MRM piechody pro tulathromycin, jeho deuterovany vnitini standard a pro
metabolit tulathromycinu (véetné izomerit A i B)

Analyt MRM prechod (r;R1;I|-1) Pri(:knutr(znc:;:)vy Pi':iu(ﬁj’z‘;y ('e(rgi':g)?:a
tulathromycin A kvant. pfechod 3,5 806,6 5771 20
kval. pfechod 3,5 403,8 72,2 20
kval. pfechod 3,5 403,8 116,2 20
kval. pfechod 3,5 403,8 158,0 20
kval. pfechod 3,5 403,8 230,0 10
tulathromycin B kvant. pfechod 2,0 806,6 5771 20
kval. pfechod 2,0 403,8 72,2 20
kval. pfechod 2,0 403,8 116,2 20
kval. pfechod 2,0 403,8 158,0 20
kval. pfechod 2,0 403,8 230,0 10
tulathromycin A d7 kvant. pfechod 3,5 407,6 79,3 10
kval. pfechod 3,5 407,6 116,0 20
kval. prechod 3,5 407,6 158,0 20
tulathromycin B d7 kvant. pfechod 2,0 407,6 79,3 10
kval. pfechod 2,0 407,6 116,0 20
kval. pfechod 2,0 407.,6 158,0 20
tulathromycin A - M1 kvant. pfechod 2,4 289,0 72,1 20
kval. prechod 2,4 289,0 98,0 20
kval. pfechod 24 289,0 116,0 20
kval. prechod 2,4 289,0 158,0 10
kval. pfechod 2,4 289,0 231,0 10
tulathromycin B - M1 kvant. pfechod 1,2 289,0 72,1 20
kval. prechod 1,2 289,0 98,0 20
kval. pfechod 1,2 289,0 116,0 20
kval. prechod 1,2 289,0 158,0 10
kval. pfechod 1,2 289,0 231,0 10
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3.3 Metodika sledovani spotieb antimikrobik — ¢ast C

Byla vyuzita data dostupna USKVBL z oficialniho narodniho programu sledovani prodeji
veterinarnich antimikrobik (slouzici jako podklady pro hlaSeni ESUAvet). Déle byla vyuZita
data o pouzivani antimikrobnich VLP v chovech skotu (dojené¢ho, masného a plemenného) za

rok 2023 a za prvni pololeti roku 2024.

Byly zhodnoceny prodeje specificky pro tulathromycin, a to prostfednictvim zpracovani dat
z prodejit vSech VLP (véetné generickych) za rok 2023 a trendovd analyza spotieb
tulathromycinu od roku 2018. Byly zhodnoceny také souhrnné prodeje pro skupinu makrolid
v CR (véetné piibuznych latek) za 1éta 2018-2023 (spiramycin, tulathromycin, gamithromycin,
tildipirosin, tylosin, tilmikosin a tylvalosin). Pro rok 2023 byly zhodnoceny prodeje makrolida
a specificky tulathromycinu v sektoru skotu. Ddle, z divodu faktu, Ze geny erm jsou
selektovany jak makrolidy, ¢i pfibuznymi azalidy, ketolidy a triamilidy, tak linkosamidy byly
sledovény i trendy v pouzivani linkosamida (linkomycin, pirlimycin) za obdobi 2018-2023.

Pro rok 2023 bylo provedeno 1 zhodnoceni pouzivani linkosamidia v sektoru skotu.

S ohledem na skute¢nost, ze zatéz pudy mize kromé primarniho a poméroveé vyznamnéjsiho
vstupu ze spotieby antimikrobik ze zemédélstvi, pochazet Castecné ze vstupu v dusledku
pouzivani antimikrobik ve zdravotnictvi (zejména prostiednictvim zavlaZzovaci vody a kali),
byla rovnéz doplnéna data ukazujici na srovnani spotteb v huménni a veterinarni mediciné pro
skupinu makrolidii (a ptibuznych latek) a také pro skupinu linkosamidd, specificka data pro
streptograminy nejsou pro humanni sektor dostupna. Tato data cituji zpravu JIACRA 1V, do
které byla poskytnuta data i za CR, jak z veterinarni, tak humanni mediciny a v tomto ohledu
jsou zhodnocena, k datu zhotoveni této zpravy, posledni dostupna data za rok 2021. Tato data
jsou zamétena na skupiny makrolidd a linkosamidii (s védomim, Ze jsou v obou oblastech
pouzivany riizné 1é¢ivé latky), nicméné pii pouziti obou skupin vznika selekéni tlak na rozvoj

rezistence k makrolidiim a linkosamidiim (geny erm).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Mikrobiologicka ¢ast — ¢ast A
Prikaz geni rezistence k makrolidiim u izolati ziskanych na farmé

Vyskyt vybranych geni kodujicich rezistenci k makrolidiim byl sledovéan na farmé ve vzorcich
faeces chovanych zvifat a ve stérech z prostiedi chovu (podlaha, hrazeni). Celkem bylo
provedeno 5 odbérii s odstupem piiblizné 14 dni. Odebrano bylo celkem 15 vzorki. V prvnim

terminu byly sledované ukazatele zjiStovany i v krmivu.

Z vysledkti uvedenych v tabulce 17 vyplyva, Ze v zddném z vysetienych vzorkl nebyla zjisténa
pritomnost genti ermT a ermQ. Ve vSech vzorcich, s vyjimkou krmiva, byla zjisténa ptitomnost
genu ermB. Druhym nejcastéji detekovanym genem byl ermF. Gen ermA se vyskytl jen u tii
vzorki (jedenkrat faeces, dvakrat stér z podlahy v riiznych odbérovych terminech). Ve vzorku

krmiva nebyl detekovan zadny ze sledovanych genil rezistence.

Tabulka 17. Pritomnost sledovanych genii rezistence ve vzorcich 7 farmy

Cislo Prakaz gent rezistence po pomnozeni
Datum .

vzorku odbéru Popis vzorku

MUNI ermA ermB ermF ermT ermQ InKo

279/24 15/04/24_faeces chov - + + - - +

280/24 15/04/24_krmivo - - - - - +

15.04.2024 ~

281/24 15/04/24 _stér ) + . . . .
podlaha

282/24 15/04/24_stér hrazeni - + - - - +

359/24 29/04/24 faeces chov + + + - - +

360/24 | 29.04.2024 | 22/04/24_stér + i o ] ] R
podlaha

361/24 29/04/24_stér hrazeni - + + - - +

432/24 13/05/24_faeces chov - + + - - +

43324 | 13.05.2024 | 13/05/24_stér " + . ] ] .
podlaha

434/24 13/05/24_stér hrazeni - + - - - +

567/24 27/05/24_faeces chov - + + - - +

568/24 | 27.05.2024 | 27/05/24_stér ; + . ] ] .
podlaha

569/24 27/05/24_stér hrazeni - + + - - +

637/24 12/06/24_faeces chov - + + - - +

638/24 | 12.06.2024 | 12/06/24 stér ; + . ] ] .
podlaha

639/24 12/06/24_stér hrazeni - + + - - +

InKo — interni kontrola, — negativni; + pozitivni;
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Stanoveni poc¢tu indikatorovych mikroorganismii

Bakterie E. coli byly detekovany ve vSech vzorcich faeces a stéri z podlahy (obrazek 5).
Nejvyssi poCty byly zjistény ve faeces z 3. odbéru (13. 5. 2024). Pocet E. coli se pohyboval
v rozmezi 2 x 10°— 8 x 10° KTJ/g faeces. Bakterie E. coli rostouci na médiu suplementovaném
erythromycinem se vyskytovaly v poétech o fad niz$ich v rozmezi 2 x 10* — 2 x 10° KTJ/g.
U stérti z hrazeni byly kmeny E. coli detekovany ve dvou kvétnovych odbérech. V jednom

piipad¢ pouze varianta kment rostoucich pouze na médiu bez suplementace erythromycinem.

Ke konfirmaci bylo odebrano celkem 107 kment suspektnich E. coli. V osmi ptipadech nebyl
druh E. coli potvrzen, jednalo se o vzorky stérii z hrazeni odebrané 12. 6. 2024. U vSech
potvrzenych E. coli byla sledovana ptfitomnost vybranych geni rezistence (49 z média HCCA
bez suplementace, 50 z média HCCA s erythromycinem). Gen ermF byl prokazan u 14 izolata
E. coli (14 %) a gen ermB v péti ptipadech (5 %). Zadny kmen nenesl vice sledovanych gent
soucasné. U 28 (56 %) izolatlh z média suplementované¢ho erythromycinem nebyl potvrzen

zadny ze sledovanych genti rezistence k makrolidtim.

Vyskyt S. aureus nebyl prokazan v zddném z vysSetfovanych vzorkd. Ke konfirmaci bylo

odebrano 23 izolat, ale prislusnost ke sledovanému druhu potvrzena nebyla.

Vyskyt grampozitivnich (G+) bakterii rezistentnich k erythromycinu byl dale sledovan na
médiu Slanetz-Bartley. Pozitivni nalezy byly zjiStény ve vsSech sledovanych vzorcich
s vyjimkou krmiva. Poc¢et KTJ v jednotlivych odbérech je uveden na obrazku 6. Nejvyssi nalezy
sledovanych bakterii ve faeces a stérech z podlahy byly prokazany v odbérech provedenych
v dubnu v rozmezi 8 x 10° — 1,3 x 107 KTJ/g faeces, nalezy bakterii rezistentnich k makrolidéim
byly ve vétSing ptipadi o 2 fady nizsi, presto tvorily vétsinu ze sledované populace bakterii. Ve
stérech z hrazeni byly tyto bakterie prokazany fadové v nizsich poctech, ve stéru z 13. 5. 2024

nebyly z4dné kolonie prokézany na médiu suplementovaném erythromycinem.

Ke konfirmaci piislusnosti k rodu Enterococcus bylo izolovano 118 kolonii (56 z média
Slanetz-Bartley bez suplementace, 62 z média obohaceného erythromycinem). Rodova
ptislusnost byla potvrzena metodu PCR u 17 izolati (14 %), v jednom piipadé byl izolat
identifikovan i na irovni druhu jako E. faecalis. Pritomnost genti erm byla prokazana u 8 z nich

(47 %), gen ermB byl detekovan v sedmi piipadech, gen ermF jednou. Celkem 23 ze
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zbyvajicich rodové nedorucenych izolati (101) ziskanych z média Slanetz-Bartley neslo
néktery ze sledovanych gend. Jednalo se o gen ermF (12), ermB (10) a u jednoho izolatu byly

detekovany oba geny soucasng¢.

U vybranych izolath E. coli (17) a Enterococcus spp. (7) bylo provedeno stanoveni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) metodou E-test. U témért vSech izolatt byla MIC urcena jako >256
ug/ml. Pouze v jednom piipad¢ (izolat Enterococcus spp., ermB pozitivni) byla MIC stanovena

12 pg/ml.

Z uvedenych vysledkt je patrné, ze bakterie rezistentni k makrolidim se na sledované farmeé
vyskytuji jak u zvifat, tak v prostfedi, nebyly vSak detekovany z krmiva. Sledované geny
rezistence jsou rozsifeny v populaci G+ 1 G-bakterii, dominantni byl vyskyt genli ermB a ermF,
gen ermA byl prokézan pouze v celkové DNA z pomnozené¢ho vzorku, u jednotlivych izolati

potvrzen nebyl.

Vliv pouzivani makrolidl v chovech skotu na selekci rezistentnich kment je studovan
dlouhodobé. Nedavno byla napt. popséana studie autorti Schmidt et al. (2020), ktera se zamérila
na sledovani, zda podéavani tylosinu skotu vede ke zvySeni abundance bakterii rezistentnich
k antimikrobidlni latkdm ve faeces zvifat, pfipadné v prostredi. Celkem 84 kustl skotu z vykrmu
bylo opakované testovano v obdobi od listopadu 2015 do ¢ervna 2016. Design studie zahrnoval
sledovani po¢tu E. coli rezistentnich k cefalosporinim tfeti generace, vyskyt methicilin
rezistentnich S. aureus a stanoveni poctu enterokokl rezistentnich k erythromycinu. Bylo
zjisténo, Ze E. coli rezistentni k cefalosporiniim se vyskytovaly ve faeces ze vSech odbért od
zvirat, kterym byl podavan tylosin, v signifikantné vyssich poctech nez u kontrolni skupiny.
Kmeny S. aureus byly prokazany pouze u 0,6 % vzorkt, ale zadny z izolatti nebyl rezistentni
k methicilinu. Enterokoky rezistentni k makrolidim byly izolovany z faeces kontrolni
1 testovaci skupiny zvitat v poctech bez statisticky vyznamného rozdilu. Autofi Miiller et al.
(2018) také sledovali vliv podavéani tylosinu u skotu na vznik rezistence bakterii rodu
Enterococcus. V ramci provedeného pokusu porovnavali pocéty enterokokil izolovanych
zmédia Slanetz-Bartley bez piidavku erythromycinu a z média suplementovaném timto
antibiotikem. Obdobné& jako v nasi studii, byli kromé& bakterii rodu Enterococcus na tomto
médiu detekovani také zastupci jinych G+ rodl, zejména rodu Streptococcus nebo Bacillus.
Z jejich vysledkii vyplynulo, ze se v prubehu podavani tylosinu signifikantné zvysil pocet

enterokokil rezistentnich k makrolidiim, a to nejen ve skupindch zvitat, kde byl aplikovanan
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tylosin, ale také u skupiny zvifat z negativni kontroly. Autoii pfedpokladaji, Ze na selekci
rezistentnich kment nema vliv pouze vlastni aplikace antibiotika, ale také¢ kumulativni efekt
expozice z prostiedi, kde se tyto latky dlouhodobé pouzivaji. Tato hypotéza by vysvétlovala
1 vyskyt G+ bakterii rezistentnich k makrolidim ve vzorcich ndmi sledovaného chovu, kdy

rezistentni kmeny byly detekovany nejen ve faeces zvirat, ale také v prosttedi.

Metyltransferazy (Erm) jsou enzymy, které se zplisobuji rezistenci nejen k makrolidiim, ale
1 k funk¢né podobnym antibiotikiim jako jsou linkosamidy a streptogramin. Geny, které je
koduji, se nach4zi na mobilnich genetickych elementech a mohou se tak snadno $ifit v ramci
bakteridlni populace. Vétsinou se Siii spolecné s dalSimi geny rezistence. Tim je vysvétlovan
také napt. vyssi vyskyt cefalosporin rezistentnich E. coli u tylosinem lécenych telat ve studii
autortt Schmidt et al. (2020). Mobilni genetické elementy se mohou v bakteridlnich bunikach
nachdzet ve vice kopiich, ptipadné¢ se mohou kombinovat rizné mechanismy rezistence nebo
typy gent rezistence k makrolidim a zesilovat tak sviij ucinek. To by potvrzovalo fakt, Ze je
mozné pozorovat rozdil mezi poctem kolonii E. coli k makrolidim pfirozené rezistentnich,

které rostou na kultivacnich médiich bez a se suplementaci erythromycinem.

Geny ermB a ermF, které byly ve vzorcich z farmy prokdzany, patii k nejcastéji detekovanym
zastupciim této skupiny u hospodarskych zvitat (Chen et al., 2007, Koike et al., 2010, Gardner
et al., 2014). Popsany byly nejen u enterokokl nebo E. coli, ale také u dalSich vice nez 30
bakteridlnich rodd mimo jiné¢ také u rodt Lactobacillus spp., Streptococcus spp. nebo

u anaerobnich bakterii rodu Bacteroides nebo Clostridium (Roberts et al., 2008).
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Obrazek 5. Pocet E. coli stanoveny v jednotlivych terminech odbérii na farmé podle druhu
vzorku (HCCA-Harlequin® chromogenic coliform agar; +ery —
suplementovany erythromycinem)
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Obrazek 7. Ukazka stanoveni minimalni inhibicéni koncentrace metodou E-test u kmene
Enterococcus spp.
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Modelovy pokus piezivani E. coli a S. aureus s geny rezistence k makrolidiim v priibéhu

fermentace chlévské mrvy

Pokus probihal s chlévskou mrvou odebranou na farmé dne 23. 3. 2024. Inokulace vzorku
prob&hla jednim litrem suspenze modelovych kmend E. coli a S. aureus. Kmen E. coli,
s rezistenci typu ESBL a genem ermB, byl pfipraven v denzit¢ 2 x 10 KTJ/ml. Denzita
S. aureus, rezistentniho k meticilinu a pozitivniho na gen ermd, byla 4 x 108KTJ/ml. Po

zaoCkovani a promichani probihala fermentace po dobu 50 dn.

Mrva ur€end k fermentaci byla vySetfena dvakrat. Jednou po odbéru vzorku na farmé a podruhé
tésné pted zaoCkovanim. V obou vzorcich byla po pomnoZeni 25 g prokazana pfitomnost genti
ermB a ermF. Gen ermA nebyl detekovan (tabulka 18). Pti stanoveni poctu E. coli nebo bakterii
rostoucich na mediu Slanetz-Bartley nebyly mezi obéma odbéry zaznamenany rozdily (obrazek
8). Bakterie E. coli byly v obou pftipadech stanoveny v poctu 10° KTJ/g, zmédia Slanetz-
Bartley byly detekovany bakterie v po¢tu 8,7 x 10° a 1 x 10" KTJ/g. S. aureus ve vzorcich
detekovan nebyl. Ke konfirmaci bylo odebrano 40 izolatt (20 suspektnich E. coli a 20 izolatt
z obou variant agaru Slanetz-Bartley). Zadny z potvrzenych kment E. coli nenesl rezistenci
shodnou s modelovym kmenem, bylo ale detekovano osm kment E. coli s genem ermF. Gen
ermB byl prokdzadn u osmi izolati z media Slanetz-Bartley. V péti piipadech se jednalo

o bakterie rodu Enterococcus, tfi izolaty byly identifikovany jako zastupci rodu Streptococcus.

Dalsi vzorek z pokusu fermentace byl odebran ihned po pfidani modelovych kment a nasledné
pokraCovaly odbéry v prubéhu pokusu vzdy v odstupu 14 dnti. Celkem byly z prabchu

fermentace odebrany 3 dil¢i vzorky.

Vysledky stanoveni poctu jednotlivych mikroorganismu shrnuji obrazky 9, 10, 11. Po inokulaci
mrvy modelovymi kmeny se pocet E. coli rezistentnich k erythromycinu zvysil z 3 x 10* KTJ/g
na 1 x 10’KTJ/g. V priib&hu fermentace se celkovy pocet E. coli mirné snizoval az na hodnotu

1 x10° KTJ/g.

Pocet bakterii S. aureus byl nejvyssi v odbéru provedeném ihned po inokulaci modelovym
kmenem. Z hodnoty 1 x 107 KTJ/g se jejich pocet ale pomé&rné rychle snizoval a posledni dva
odbéry uz byly tyto kmeny pod mezi detekce kvantitativni kultivacni metody. Gen ermA byl
ale v celkové DNA z pomnozenych vzorkll prokazatelny ve vSech odbérech provedenych po

inokulaci.

Sledovano bylo také prezivani bakterii rostoucich na médiu Slanetz-Bartley. Bylo zjisténo, ze
jejich pocet se obdobné¢ jako u kmeni S. aureus béhem fermentace snizoval a 42 dni po zacatku

pokusu byl jejich poc¢et <100 KTJ/g (pod mezi detekce kvantitativni kultivaéni metody).
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V prubéhu fermentace chlévské mrvy dochédzi ke zménam fyzikéalné-chemickych ukazatelim
jako je teplota, pH nebo obsah vody. Cely proces tak prochazi n¢kolika fazemi, kdy nejprve
dochazi ke zvySeni teploty a poklesu pH (termofilni faze 1.-20. den), nésledné se teplota snizi
a pH se zvySuje (21.—40. den fize mezofilni) a ve f4zi zrani (41.—45. den) teplota déle kles4, ale
pH je ustalené. Obsah vody se v pritbé¢hu procesu postupné snizuje (Sardar et al., 2021). Zména
fyzikéalnich podminek bezprostfedné ovliviiuje také slozeni mikrobiomu vcetné pfitomnosti
genil rezistence. Bylo prokdzano, ze kliCovym faktorem ovlivitujicim obsah gent rezistence
byla teplota, kdy vyssi teplota pfimo snizovala nejen mnozstvi rezistentnich bakterii,
detekovatelnych genti rezistence, ale také mnozstvi mobilnich genetickych element (Wang et
al., 2022). Studie dynamiky zmén bakteridlniho spoleCenstvi na taxonomické trovni kmenti
ukézaly, ze poc¢atecni mirna prevaha zastupcti G+ kment Firmicutes (28,9 %) a Actinobacteria
(26,1 %) byla po probehlé fermentaci nahrazena kmeny Bacteroidetes a Proteobacteria, které
zahrnuji bézné zastupce G- bakterii (Wang et al., 2022, Sardar et al., 2021). Tyto vysledky
koresponduji s nalezy v ndmi provedené studii, kdy 42. den po zahijeni fermentace, nebylo
mozné sledované zastupce G+ bakterii potvrdit kultivacn€. Pfitomnost genu ermA v celkové
DNA z pomnozZenych vzorkl ukazuje, Ze se modelovy kmen ve vzorku nachdzel, ale zfejmé

v mnozstvi pod detekénim limitem metody nebo jako soucast nezivotaschopnych bunék.

Tabulka 18. Piitomnost vybranych genii rezistence ve vzorcich mrvy 7 pokusu fermentace

Gislo Priikaz gent rezistence po pomnozeni vzorku
Datum .
< vzorku Popis vzorku
odbéru
MUNI ermA ermB ermF ermT | ermQ InKo
27.03.2024 227124 mrva z chovu - + + - - +
09.04.2024 256/24 mrva k fermentaci - + + - - +
09.04.2024 257/23 mrva po inokulaci + + + - - +

mrva po inokulaci a

22.04.2024 | 313/24 a po Cl + + + ] ] N
aplikaci makrolidu

06.05.2024 | 365/24 | Mvapoinokulacia ¥ ¥ + i ] i
aplikaci makrolidu

21.052024 | 504/24 | ™Mrvapoinokulacia + + o ] ] .

aplikaci makrolidu
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Obrazek 9. Pocet S. aureus v jednotlivych odbérech pokusu fermentace
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Obrazek 10. Celkovy pocet bakterii rostoucich na Slanetz-Bartley mediu v jednotlivych
odbérech pokusu fermentace

Modelovy pokus perzistence gent erm v pudé

Ptitomnost genil erm byla sledovana ve vzorcich pudy po zapracovani fermentované mrvy po
dobu 54 dntli. Vyskyt gent byl zjistovan v celkové DNA ziskané po pomnoZeni vzorki, a dale
u kment izolovanych na selektivnich padach. Sledovan byl pocet E. coli rostoucich na médiu
HCCA bez a se suplementaci erythromycinem a dale pocet G+ bakterii (S. aureus, rod
Enterococcus). Vzorek pudy byl vysetien také pred zahajenim pokusu, kdy nebyla pfitomnost
sledovanych genl rezistence nebo vybranych bakterii senzitivnich ani rezistentnich

k erythromycinu zji$téna.

Mrva aplikovana na pokusné pole obsahovala geny ermA, ermB a ermF a modelovy kmen
E. coli vpoétu 1,5 x 10° KTJ/g. Piehled dalsich odebranych vzorkd, vysledkd detekce

sledovanych genti a vyvoj po¢tu modelovych kmenti uvadi tabulka 19 a obrazek 11.

Z vysledki vyplyva, Ze modelovy kmen E. coli rostouci na pudé suplementované
erythromycinem byl ve vzorcich kultivaéné prokazatelny ihned po aplikaci mrvy
a v nasledujicim odbéru s odstupem cca 14 dni. Pti dalSim odbéru (24. 6. 2024) byly sice
bakterie E. coli detekované ve vysSich poctech, ale pouze na médiu bez suplementace
erythromycinem a u zadného z testovanych izolati nebyl prokazan zadny se sledovanych genii

erm. Nejednalo se tedy o modelové kmeny, ale zfejmé pfirozenou kontaminaci.
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Gen ermA a modelovy kmen S. aureus nebyly ve vzorcich pidy po aplikaci mrvy prokazany
v zadném z provedenych odbéri. Nejdéle v pudé pretrval gen ermB, a to jest¢ min 28 dni od
posledniho kultiva¢niho prikazu zivotaschopnych bakterii. Gen ermF byl zjiStén pouze ve

vzorku piidy ihned po aplikaci mrvy. V dalSich odbérech uz prokdzan nebyl.

Studie, které se zabyvaly slozenim mikrobiomu pidy uvadéji nejvyssi relativni abundanci
zastupci kmen Proteobacteria, kam se tadi i Celed’ Enterobacteriaceae. Z dalSich cetné
zastoupenych kment jsou popisovany Actinobacteria a Bacteriodetes. Kmen Firmicutes, kam
spadaji 1 ndmi sledované G+ koky rodu Staphylococcus a Enterococcus se ve vzorcich pudy
vyskytuji s velmi nizkou abundanci pod 0,5 % (Fitzpatrick et al., 2021; McPherson et al., 2018).
Cilené se na piezivani enterokokt v pid¢ hnojené chlévskou mrvou zaméftila studie autorti
Garner et al. (2014). Jejich vysledky uvadi, Ze pocet enterokokt byl statisticky vyznamné vyssi
u pud hnojenych v porovnani s piidou, kterd se nehnojila. Pocty byly vyssi po dobu jednoho
roku sledovani, v nasledujicim roce uz se poc¢et KTJ/g statisticky vyznamné nelisil. Enterokoky
rezistentni k makrolidim byly v této studii izolovany pouze u ptd, kde byla mrva aplikovana,

a to jen cca 6 mésict po aplikaci. Celkove se jednalo o nizké pocty do 100 KTJ/g.

Tabulka 19. Sledovani piitomnosti vybranych genii rezistence ve vzorcich z polniho pokusu

Cislo Prikaz genu rezistence po pomnozeni
Datum .
odbéru vzorku Popis vzorku
MUNI ermA | ermB | ermF | ermT | ermQ | InKo
28.05.2024 590/24 fermentovana mrva + + + - - +

28.052024 | 591/24 ptda pfed zaatkem ] ] ) ] ] N
T polniho pokusu

28.05.2024 592/24 plda po aplikaci mrvy - + + - - +

10.06.2024 | 626/24 | Puda2tydnypoaplikaci | + ; i i .
mrvy

24.06.2024 | 684/24 | PUda4tydnypoaplikaci | i - : : N
mrvy

08.07.2024 | 707/24 plda 6 tydnG po aplikaci - + - - - +

22.07.2024 | 722/24 puda 8 tydn( po aplikaci - - - - - +
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Obrazek 11. Pocet E.coli stanoveny v jednotlivych odbérech polniho pokusu (HCCA-

Harlequin® chromogenic coliform agar; +ery — suplementovany

erythromycinem)
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4.2 Analyticka ¢ast — Cast B

Analyza vzorki faeces medikovanych telat

Analyza tulathromycinu a jeho metabolitu tulathromycinu-M1 byla provedena na vzorcich
faeces odebranych v obdobi 0—42 dni po jednordzové subkutdnni aplikaci pfipravku Draxxin
telatim v oblasti krku. Ve sledované sekci bylo 18 telat s primérnou hmotnosti 80 kg, pfi¢emz
kazdému teleti bylo aplikovano 2 ml Draxxinu (ekvivalent 200 mg tulathromycinu), tedy
vsouladu s podminkami registrace predmétného VLP. Vzorky faeces byly nejprve
homogenizovany, nasledné extrahovany a analyzovany metodou LC-MS/MS. Pro kazdy vzorek
byla stanovena suSina (v rozmezi 15-27 %) a vysledky jsou prezentovany jako koncentrace

tulathromycinu pfepoctena na susinu faeces v dw mg-kg! (obrazek 12).

10 -

4 i
0 . .
1 3 5 10 14 28 42

Doba od jednorazové aplikace tulathromycinu [den]

Koncentrace tulathromycinu
ve faeces [dw mg/kg]
»

Obrazek 12. Koncentrace tulathromycinu ve faeces telat lécenych pomoci VLP
s tulathromycinem

Ve vSech odebranych vzorcich faeces byl kvantifikovan tulathromycin a to konkrétné v rozmezi
1,5-8,8 dw mg-kg' (Obrazek 12). Zatimco, v Zddném z analyzovanych vzorki nebyl detekovan
metabolit tulathromycin-M1. Dle literatury (Spielmeyer 2018) az 90 % podaného antibiotika
muze byt vylouceno z téla organismu ve formé moci ¢i faeces, coz bylo potvrzeno i1 v piipadé

tulathromycinu podaného kravam (Linden Moffatt 2007), kterd povazuje tulathromycin-M1 za
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jeden z primarnich metaboliti tohoto antibiotika. Nicméné studie (Linden Moffatt 2007)

identifikovala i celou fadu dal$ich metabolitu.

Podle stejné studie (Linden Moffatt 2007) az 48% podaného tulathromycinu kravam je
uvolnéno v ramci prvnich 5 dnii od subkutdnniho podani ve formée moci a faeces a nésledujicich
19 % je uvolnovano vyrazné pomaleji v ramci az 42 dnti. Toto je v souladu s ndmi namétenymi
daty (obrazek 12), kdy vyrazné vyssi koncentrace tulathromycinu byly naméteny ve faeces

v ramci prvnich 5 dnd, respektive spise v prvnich 3 dnech.

Mimo jiné, tyto vysoké koncentrace v fadu dw mg-kg™ (suSina v rozmezi 15-27 %) nejsou
ojedinélym jevem, i cela fada odbornych ¢lankl (Spielmeyer 2018) reportovala u v minulosti
koncentrace v fadu pg-kg™ az mgkg™ i pro fadu jinych antibiotik a to nejen makrolidova
antibiotika (napf. tetracykliny, fluorochinolony, sulfonamidy) a to i nasledné¢ v plidnim
prostiedi, v pifipadech kdy tyto statkova hnojiva nejsou vhodné oSetfena, napi. anaerobni

fermentaci.

Analyza vzorki chlévské mrvy v pribéhu fermentace

Analyza tulathromycinu a jeho metabolitu tulathromycinu-M1 byla provedena na vzorcich
mrvy, které byly odebrany v priibéhu fermentace za uc¢elem odstranéni tulathromycinu pied
naslednou aplikaci mrvy na zeméd¢€lskou piidu. Kazdy vzorek byl nejprve homogenizovan, poté
podroben extrakci a nasledné analyzovan metodou LC-MS/MS. Déle byla u kazdého vzorku
stanovena suSina (vysledky v rozmezi 11-25 %), a vysledky jsou uvedeny jako koncentrace

tulathromycinu pfepoétend na susinu fermentované mrvy v dw mg-kg! (obrazek 13).
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Obrazek 13. Koncentrace tulathromycinu v chlévské mrvé v pritbéhu fermentace

Fermentace chlévské mrvy probihala od 27. 3. 2024 do 28. 5. 2024 (celkem 10 tydnt). Dne
10. 4. 2024 bylo do rozfermentované mrvy piiddno 1,8 ml ptipravku Draxxin (T = 0 den na
obrazku 13), coz odpovida davce 180 mg tulathromycinu na 17,8 kg chlévské mrvy, tedy
ptiblizn¢ 10,1 mg-kg™ tulathromycinu na mokrou véhu chlévské mrvy (susina vzorku v T =0
byla stanovena na 15 %). Namétfené koncentrace tulathromycinu v ¢ase To odpovidaji

predpokladiim s ohledem na extrakéni vytéznosti nasi analytické metody.

Béhem fermentace byly analyzovdny vzorky chlévské mrvy v rozmezi 0-48 dni.
Tulathromycin jako vychozi latka byl detekovan ve vSech vzorcich, zatimco jeho metabolit
tulathromycin-M1 se v zddném z analyzovanych vzorkll neprokéazal. V pribéhu fermentace se
koncentrace tulathromycinu pohybovaly v rozmezi 28,2-53,9 mg-kg™!, coz odpovida degradaci
2-47 % vuci koncentraci v ¢ase TO. Ke konci fermentace (T = 42 dnti) doslo k poklesu
koncentrace tulathromycinu o 22 % oproti ptivodni hodnoté. Vysledky tedy naznacuji, Ze nizka
ucinnost degradace odpovida absenci detekce tulathromycinu-M1. Kolisdni koncentraci
tulathromycinu v priibéhu fermentace mutze byt ptisouzeno odchylkdm analytické metody,
nehomogenité vzorku v nadobé, kde probihala fermentace, nebo variabilit¢ obsahu vody

v prub¢hu procesu.
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Degradaéni kinetika antibiotik je obecné ovlivnéna ptredevSim jejich biodostupnosti, ktera
zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech (hydrofobicita, pKa) a také na tfidé
degradovaného antibiotika. Déle je z4sadni charakteristika statkového hnojiva (typ hnoje,
vlhkost, teplota, sloZeni) i zvoleny zpusob zpracovéani (kompostovani, vermikompostovani,
aerobni ¢i anaerobni fermentace), doba zpracovani (od 2 tydni az po nckolik mésict)
a podminky (aerobni/anaerobni, teplota, vlhkost) (Mohring et al. 2009; Motoyama et al. 2011;
Massé et al. 2014; Jechalke et al. 2014; Kuppusamy et al. 2018; Spielmeyer 2018; Zahedi et al.
2022). Odborné publikace (Mohring et al. 2009; Motoyama et al. 2011; Kuppusamy et al. 2018)
uvadéji ucinnost odstranéni antibiotik fermentaci az 99 %, pricemz kompletni odstranéni je

ziidka dosazeno (Spielmeyer 2018).

Studie (Schliisener et al. 2006) se zamétila na odstranéni vybranych makrolidovych antibiotik
ze statkového hnoje a zjistila, ze polocas degradace pro erythromycin je 41 dnd, pro
roxithromycin 130 dni a pro salinomycin 5,1 dne. Podle studie (Spielmeyer 2018) vSak byvaji
vysledky polocasi rozpadu pro stejnd antibiotika v riznych studiich casto odlisné, jelikoz
fermentac¢ni podminky (¢i podminky jiné metody odstranéni) vyznamné ovliviiuji ucinnost

procesu.

Prestoze se fada studii zaméfuje na odstrailovani antibiotik ze statkovych hnojiv, jen velmi
omezeny pocet praci se zabyva degrada¢nimi drahami a analyzou vznikajicich metabolitt, které
mohou zustat biologicky aktivni. Tento pfistup by poskytl komplexnéjsi pohled na danou

problematiku (Spielmeyer 2018).

Analyza vzorki pady

Analyza tulathromycinu a jeho metabolitu tulathromycinu-M1 byla provedena na vzorcich
pudy, které byly odebrany pied a po aplikaci fermentované mrvy. Aplikovana mrva spikovana
Draxxinem fermentovala po dobu 48 dnii (obrazek 13) a namétend koncentrace tulathromycinu
v mrvé pred aplikaci byla 42,0+0,8 dw mg-kg'. Na zemé&délskou plidu o vyméte 4 m? bylo
celkem aplikovano 12 kg fermentované mrvy. Kazdy vzorek pudy byl nejprve homogenizovan,
poté podroben extrakci a nasledné analyzovan metodou LC-MS/MS. Dale byla u kazdého
pudniho vzorku stanovena suSina (80 %), a vysledky jsou uvedeny jako koncentrace

tulathromycinu pfepoétend na susinu pidy v dw pg-kg! (obrazek 14).
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Obrazek 14. Koncentrace tulathromycinu ve vzorcich pudy po aplikaci fermentované
chlévské mrvy

Obdobn¢ jako u piedchozich typti vzorki (faeces a fermentovand mrva) byl ve vSech vzorcich
naméfen pouze tulathromycin (s vyjimkou vzorku pfed aplikaci fermentované mrvy
kontaminované tulathromycinem) a v zadném ze vzorkd plidy nebyl detekovan metabolit

tulathromycin-M1.

Piadni vzorky byly odebrany a analyzovany v rozmezi 0-97 dnti, kdy byly naméfeny
koncentrace tulathromycinu v rozmezi 25,7-40,3 dw pg-kg!. V priib&hu téchto 97 dnii nebylo
pozorovano snizeni koncentrace tulathromycinu, které by bylo mozné ptisoudit degradaci
tulathromycinu, &i odplavu vlivem naméfenych srazek na stanici UKZUZ (viz meteorologicka

data na obrazku 4).

Obdobné koncentrace v fadu ug-kg ' az mg-kg™! antibiotik jsou také reportovany i ve védeckych
studiich (Shi et al. 2012; Hou et al. 2015) po aplikacich statkovych hnojiv ¢i biosolidl ¢i po
zavlaze precisténou odpadni vodou. Mimo jiné, naptiklad studie (Schliisener and Bester 2006)
provedla 120denni experiment, kde se zamétila na perzistenci makrolidovych antibiotik v pade,
vysledky studie ukdzaly, Ze poloCas rozpadu erythromycinu je 20 dnti, oleandomycinu 27 dnd,
tylosinu 8 dnil, salinomycinu 5 dnf, zatimco koncentrace roxithromycinu zlstala v podstaté

nemeénna po celou dobu experimentu. Nicméné obdobné jako u polocast degradace antibiotik
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v prub¢hu fermentace, tak i polocasy rozpadli antibiotik v pidé se vyrazné lisi kvuli
experimentadlnim podminkam, kvili odlisSnym fyzikélné-chemickym vlastnostem pudy,
rozdilnym klimatickym podminkam apod. (Schliisener and Bester 2006; Hou et al. 2015; Pan
and Chu 2016).

Dva tydny po aplikaci fermentovaného hnoje (10. 6. 2024) byla plocha oseta Ini¢kou setou
(Camelina sativa). Avsak Ini¢ka nevzesla, coz vedlo k opakovanému vysevu dne 08. 7. 2024.
Z tohoto vysevu vSak vzeSlo pouze pfiblizné 20 % osiva, zatimco na ploSe se zacaly hojné
rozvijet plevele, zejména Srucha zelnd (Portulaca oleracea) a laskavec ohnuty (Amaranthus
retroflexus). Kromé obvyklych pfi€in, jako jsou nedostatek vlahy, neptiznivé teploty, choroby
¢i skudci, je dalsim moznym faktorem nizkého kliceni Ini¢ky fytotoxicita zpisobena
pritomnosti 1é¢iv v ptdé. Studie (Pino et al. 2016; Gworek et al. 2021; Carballo et al. 2022)
prokazaly, Ze rezidua 1é¢iv mohou v pud¢ vyvolat inhibici kliceni, sniZzeni riistu biomasy

a negativni zmény v morfologii plodin.
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4.3 Spotreby antimikrobik — ¢ast C

Situace a trendy ve spotiebé tulathromycinu, makrolidi a pribuznych latek
a linkosamidii v Ceské republice a v kontextu se staty EU/EEA ve veterinarni i humanni

mediciné

Byla shromazdéna data o spotiebach makrolida a piibuznych latek a provedena analyza trenda
spotfeb u potraviny produkujicich zvifat za roky 2018-2023 v CR. V dané skupiné byly
zapocCitany nasledujici 1é¢ivé latky: erythromycin, spiramycin, tulathromycin, gamithromycin,
tildipirosin, tylosin, tilmikosin a tylvalosin. Vysledky pro jednotlivé roky jsou znadzornény na
obrazku 15. Z této analyzy vyplyva, ze ve srovnani s inicidlnim sledovanym rokem 2018 se
spotfebami 2,23 tuny makrolidt a ptibuznych latek klesla do roku 2023 celkova spotieba téchto
latek 0 19,3 % (na 1,80 tuny), 1 kdyZ tento pokles nebyl kontinuélni a v roce 2020 doslo dokonce
k mirnému nartistu spotteb (2018 vs 2020 2,23 vs 2,30 tuny, nartst o 3 %). Trendova data
k celkovym spotfebam makrolidi a ptibuznych latek je vSak nutné vnimat i ve spojeni se
spotfebovavanymi lékovymi formami, kdy u skotu jsou ze skupiny makrolidi a jim ptibuznych
latek spotfebovavany predevSim injekéni VLP, ve velmi minoritnich objemech pak
u neruminujicich telat mohou byt podany i peroralni 1ékové formy. Pravé i individualizace
podani a lékové formy jsou divodem, Ze ve srovnani s celkovymi spotiebami makrolida
sumarné za rok 2023 (1,80 tuny, vSechna potraviny produkujici zvitata) tvotily spotieby u skotu
(sumarné injekéni + peroralni VLP) pouhych 0,046 tun (tj. 2,6 %). Pokud bychom zaclenili
rozvahu o pfesnéjSim poméru hmotnostnich objemti makrolida a ptibuznych latek ve srovnani
injek¢énich versus peroralné podavanymi, injekéni VLP tvofily u skotu vice nez 98 %. Ve vyse
uvedenych statistikdch hovofime o celkovych hmotnostnich objemech (tuny) 1éCivych latek
makrolidil a ptibuznych latek, nebot’ to je podstatné z pohledu posouzeni i objemi matecnych
(= plivodnich) latek ¢i metabolitli, které jsou nésledné vyluCovany do Zzivotniho prostiedi.
V ramci skupiny injekénich makrolidd a ptibuznych latek byly v letech 2023 a 2024 u skotu
podavany VLP obsahujici nasledujici pétici antibiotik: gamithromycin, tildipirosin, tilmikosin,
tulathromycin a tylosin. Z této pétice tvofil v roce 2023 nejvyssi procento spotieby u skotu

pravé tulathromycin (53,4 %, piepocet pfes hmotnostni objemy).
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Obrdzek 15. Spotieby makrolidii, CR 2018-2023, v tundch lécivych latek (zahrnuty viechny
lékové formy a vSechny cilové druhy zviiat)

Trendy spotieb specificky pro 1é¢ivou latku tulathromycin pro vSechny VLP, vcetné
generickych, v ramci CR za obdobi 2018-2023, jsou graficky shrnuty na obrazku 16.
Z trendové kiivky je patrny narist spotieb tulathromycinu o 23 %, ke kterému doslo ziejmé
1 z divodu ukonceni patentové ochrany referencniho VLP a nastupu generickych VLP, kdy
nasledné konkuren¢ni podminky a promo akce vedou k vyraznému snizeni cen a komerénimu
tlaku na podavani pravé téchto noveé zavadénych generickych VLP. Ke zvySenému zajmu o tyto
injek¢éni VLP vSak pfispiva i fakt jednordzového podani, diky charakteru tulathromycinu jako
1é¢ivé latky s dlouhodobym tc¢inkem a vyhodnymi PK parametry. Farmakokinetické vlastnosti
tulathromycinu (podpotené i formulaci VLP) jako jsou rychla absorbce, nasledovana rozsahlou
distribuci a pomalou eliminaci, kdy se maximalni koncentrace (Cmax) v plazmé pohybuje
priblizné okolo hodnoty 0,5 pg/ml a ve studiich byla Cmax dosazena ptiblizn¢ 30 minut po
podani. Koncentrace tulathromycinu v plicnim homogenatu ziskaném z 1é¢enych zvitat byly
podstatné vyssi nez v plazmé. I pro tyto vlastnosti byl VLP zatazeny do studie u zvifat v této
studii podan za G¢elem pokryti indikace bronchopneumonie. Tulathromycin se navic akumuluje
v neutrofilech a alveolarnich makrofazich, tedy dochdzi k interakci s imunodefenznimi
mechanismy nemocného zvifete, coz miize pfiznivé ovlivnit terapeuticky zasah. Obsah
tulathromycinu klesa a vykazuje hodnotu eliminace (t12) v plazmé 90 hodin. Vazba na proteiny

plazmy je nizka, ptiblizn¢ 40 %. Biologické4 dostupnost tulathromycinu po subkutannim podéani
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u skotu byla ptiblizn€ 90 %. Vyse uvedené vlastnosti tak ¢ini VLP s tulathromycinem mnohdy

preferovanymi pred star§imi makrolidovymi, ¢i dal§imi antibiotika obsahujicimi VLP.

Tulathromycin, zastupce triamilid byl a doposud je dostupny pouze v 1ékové formée injekcnich
VLP. Pfi¢emz 15 injekénich VLP (s koncentraci 100 mg tulathromycinu/ml injekéniho roztoku)
je registrovano pro skot, ovce a prasata a 8 injekénich VLP pak pouze pro prasata (zde je
koncentrace tulathromycinu 25 mg/ml injekéniho roztoku). V roce 2023 bylo spotiebovano
celkem (skot, ovce, prasata) 0,044 tun tulathromycinu, z toho 54 % piedstavovala spotieba
z prvniho roku sledovani (2023, CR, hlaSeni zamysleného podani u kategorii skotu
veterinarnimi l1ékafi) je pomér podani:
e 46,2 % u dojeného skotu (jelikoz tulathromycin nema MRL pro mléko a predevsSim
z divodu indikaci, 1ze se divodné domnivat, ze je podavan telatiim a mladému skotu
(bycktim, ¢i jalovicim) pted obdobim produkce mléka
e 36,7 % masného skotu

e 17,1 % ostatniho (plemenného) skotu.
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Obrdzek 16. Spotieby tulathromycinu, CR 2018-2023, v tundch lécivych latek (zahrnuty
v§echny cilové druhy zvirat, pro které je tulathromycin registrovan (skot,
prase, ovce), pricem? Ize ditvodné anticipovat, Ze priblizné polovina (v roce
2023 konkrétné 54 %) bylo spotiebovino u skotu
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Dale, z divodu faktu, Zze geny erm jsou selektovany nckolika skupinami latek (makrolidy,
piibuznymi azalidy, ketolidy, triamilidy a linkosamidy) byly sledovéany i trendy v pouZzivani
linkosamidil (u skotu jsou z této skupiny pouzivana dv¢ antibiotika — linkomycin a pirlimycin).
Byly tedy sledovany také trendy jejich pouzivani v ramci CR za obdobi 2018-2023 (v tunéach),

které jsou graficky znazornény na obrazku 17.

Pro rok 2023 bylo provedeno i detailni zhodnoceni pouzivani linkosamida (zaznamenano pouze
pouziti linkomycinu, pirlimycin jiZ nebyl na trhu a VLP s lé¢ivou latkou klindamycin jsou
pouzivany v tabletové formé u zvifat v zdjmovém chovu). V sektoru skotu bylo zaznamenano
pouziti celkem 0,028 tuny linkomycinu, pficemz suma linkomycinu z injek¢énich VLP tvortila
podil 29,6 % a suma linkomycinu z intramamarnich VLP pro kravy v laktaci pfedstavovala

podil 70,4 %. Stratifikace na cilové kategorie skotu byla nasledujici:

Injekéni VLP:
e 87,71 % u dojeného skotu
e 3,24 % u masného skotu

e 9,05 % u ostatniho (plemenného) skotu

U intramammarnich VLP tvofila spotieba:
e 98,81 % u dojen¢ho skotu
e 1,07 % u masného skotu

e 0,12 % u ostatniho skotu

Spotieby linkomycinu a pirlimycinu celkové

Ve skupiné linkosamidli pouZzivanych u skotu tvofil v roce 2018 linkomycin 99,4 %
a pirlimycin pouhych 0,6 % spotieb. Od roku 2018 byla zaznamenan pokles spotieb
linkomycinu o 56% (z 0,1159 na 0,0647 tuny). V roce 2023 bylo v CR ukonéeno uvadéni na
trh VLP s obsahem pirlimycinu a m¢l tedy nulové spotieby. Spotteby obou latek jsou graficky

shrnuty na obrazku 17.
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Obrdzek 17. Spotieby linkosamidi (linkomycinu a pirlimycinu), CR 2018-2023, v tundch
lécivych latek (zahrnuty injekéni a intramamadrni VLP).

Komentar a vysvétleni zjisténych trendi

Spotfeby v tundch jsou podstatné pro vycisleni zatéze pro Zivotni prostiedi, 1 kdyz 1 zde je
potteba zohlednit stabilitu 1é¢ivych latek. Makrolidy jsou v dasledku své chemické struktury
v environmentalnich podminkach vyrazné stabilnéjsi, nez jiné 1écivé latky s vyssi frekvenci
podavani u skotu — naptiklad beta-laktamy (jako penicilin a jeho derivaty, ¢i amoxicilin, ¢i
kyselina klavulanova). Mezi stabilni antimikrobika lze naopak zatadit tetracykliny, ci
sulfonamidy, ¢i fluorochinolony enrofloxacin nebo marbofloxacin, které jsou u skotu rovnéz
podavany. Na spotieby v tundch je nutno nahlizet s rozvahou reflektujici fakt, ze se do nich
promita davkovani ptislusnych VLP na kg zivé hmotnosti a den. Z pohledu zhodnoceni pro
Zivotni prostiedi, jsou viak vhodna zejména data v tunach. Udaje mg/PCU je vhodné spise
zvazovat z pohledu celkovych trendli v Case, ¢i spolu s dal$imi daty (naptiklad stabilita vlastni

1é¢ive latky, ¢i jejich metabolitll) pro zhodnoceni zatéze zivotniho prostiedi.

Pokud bychom chtéli hodnotit zatéz a miru selekéniho tlaku ve smyslu pfimého dopadu na
bakterie, lze vyuzit naptiklad indexy frekvence, ¢i DCDvet. Pro takova detailni hodnoceni by
vSak bylo vhodné nemit pouze kvalifikované odhady, ale pfesna data o pouzivani pfimo nejen

u species zvitat (skot), ale pro velkou hmotnostni odliSnost v ramci skotu idedln€ i data
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o spotiebach u vékovych a hmotnostnich kategorii (v této studii byl tulathromycin naptiklad
pouzivan u telat o zivé hmotnosti pfiblizné¢ 80 kg), nebot’ od téchto udaji se odviji celkové
mnozstvi podané 1&Civé latky — zde tulathromycinu. Jelikoz je VLP podavan jednorazove, 1ze
zde dovodit 1 piesné poddvanou davku (na celkovou dobu 1écby) a tudiz celkovou spotiebu
tulathromycinu, tedy vlastni léCivé latky. Jak jiz bylo naznaCeno vySe, pouziti dané¢ho
antibiotika pfimo u telat, neni jedinym rizikovym faktorem. Je nutno se divat na vSechny latky,
které¢ mohou ovlivnit selekci rezistence. NejpresnéjSich dat je mozné dosdhnout sledovanim
pouzivani antimikrobnich VLP pfimo na farmé. Pro nasledné zhodnoceni a zvaZzeni z pohledu
zhodnoceni rizika tlaku na rozvoj AMR je velmi podstatné, v jaké fazi chovu, jak ¢asto, jakym
mnozstvim a jakym konkrétnim antimikrobikem jsou zvifata 1éCena. Ve vztahu ke
spotfebovanému mnozstvi 1é¢ivé latky — antimikrobika, je vhodné mit informace o frekvenci
podani vztazené na populaci zvifat, kterym bylo 1é¢ivo podano. Déle je také potfebné mit data
o mife poddvani antibiotik u matek telat. Dal$im rizikem miiZe byt, jak jiz bylo naznaceno vyse,
také pfenos pfimo rezidui antibiotik (podanych matce telete) prostiednictvim kolostra (v dané
studii by se tato skute¢nost mohla tykat linkomycinu). I kdyz v CR jiz nesmi byt telatim
podavano odpadni mléko po 1écbé krav (mléko v ochranné 1hite), pokud by k takové praxi
doslo, I1ze ptedpokladat expozici po podani u linkomycinu, ¢i pirlimycinu, ¢i nékterého dal§iho
makrolidu (napfiklad tylosinu), ktery je ur€en i pro dojnice v laktaci. To, zda byla lécena matka,
¢i zvirata, kterd jsou s ni v kontaktu, nebo pozila napt. kolostrum zatizené rezidui antibiotik je
velmi podstatné z pohledu AMR (resp. pienosu bakterii s rezistenci, ¢i pouhych genetickych
determinant rezistence). Vyskyt rezistentnich bakterii, ¢i také determinant rezistence je timto
ovlivnén a mize dojit jednak k pfimému pienosu mezi jednotlivymi fazemi odchovu a je mozny
i posun v celkovém slozeni (kvantitativnim a kvalitativnim) mikrobiomu, pteziti bakterii
rezistentnich vii¢i uréitému antibiotiku, ¢i skupin¢ antibiotik, pokud se jedna o multirezistenci

¢1 k selekci rezistence.

Dal§im podstatnym komentatem je také potfeba rozliSeni pojmu rezidua (antimikrobik)
v potravinach zivoc¢isného piivodu a rezistenci k antimikrobikiim (zde makrolidim ¢i
linkosamidiim). V uplynulych letech byly u individualnich jedincti zaznamenany v ramci
monitoringu rezidui cizorodych latek 1 nalezy tulathromycinu piimo ve tkanich poraZenych
telat. ZjiSténa rezidua ve svalu, jatrech a ledvinach prekrocila mnohdy velmi vyznamné hladiny
tzv. maximalnich rezidudlnich limitd, tyto nalezy souvisely s injekénim podanim
tulathromycinu piimo telatim. Zachyt téchto (byt velmi ojedinélych) ptipadi ukazuje na

funk&nost monitoringu cizorodych latek, jehoZ tcelem je dohled nad potravinami Zivocisného
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puvodu a jejich produkci, tak aby nebylo ohrozeno zdravi konzumenta. Pokud by konzument
poziel maso, jatra ¢i ledviny s hladinami rezidui nad MRL, znamena to, Ze inicialné jeho travici
trakt a mikrobiom v ném je vystaven u¢inku nadlimitnich zbytkl antibiotika, coz miize mit
pfimé nezadouci ucinky pravé na konzumentiiv mikrobiom (v némz vybrané bakterie takovou

cey

rezidudlni hladinu antibiotika nemusi pfezit), ale i selekci rezistence u téch, které naopak pteziji.

Naproti tomu ptenos rezistence funguje na jiném principu. Produkty zvifat kontaminované
rezistentnimi bakteriemi, ¢i obsahujici determinanty rezistence nejsou hrozbou pouze pro
pfimého konzumenta, ale pro vSechny, ktefi se ucastni fetézce zpracovani potravin (zde
skute¢né plati pojem od farmy na vidli¢ku), zahrnuje tak chovatele/oSetrovatele, veterinarniho
I¢kate, pracovniky jatek, zpracovatele masa, proddvajiciho a nasledn¢ nakonec i konzumenta.
Proto je podstatné mit na paméti, ze kazdé pouziti antibiotika, at’ jiz u ¢lovéka, nebo u zvitete

je pti¢inou selek¢niho tlaku a ovlivnéni mikrobti.

Je vsak nutné uvést, Ze prenos rezistence muze fungovat i opacnym smérem tedy z ¢lovéka
(oSetfovatele, chovatele, veterinarniho 1ékate) na zvitata. V piipad¢ makrolidi je toto tvrzeni
velmi diivodné, nebot’ jsou druhou nejvice podavanou skupinou i lidi v CR. V ramci Zivotniho
prostiedi pak nasledn¢ miizeme sledovat jako kontaminaci vyskyt antibiotik, na jehoz pocatku
bylo podéni tohoto 1é¢iva ¢loveku, ¢€i zvifeti. Proto by prace vénujici se dopadiim na Zivotni
prostiedi mély uvadét i zhodnoceni pohledii v ramci koncepce ,,JJedno zdravi®. I pfes jisté
metodologické limity, jsou niZze dolozeny a okomentovany informace pochdzejici ze zpravy
JIACRA 1V, ktera shrnuje a srovnava data o pouzivani makrolid a linkosamid v humanni
a veterinarni mediciné. Zbytky (rezidua) lé¢iv pouzivanych v humanni medicing¢ jsou
majoritnim podilem vstupu do odpadnich vod, nasledné kalii a nasledné piidy. Ve veterinarni
oblasti a zemédé€lstvi pak majoritnim podilem vstupu do piidy jsou exkrementy zvitat — hntj,
kejda, ¢i podestylka s exkrementy, které vstupuji pfedevsim do obd€ldvané a jimi hnojené ptidy.
V ptipadé€ injek¢né, ¢i intramamarné individudlnim zvitatim podavanych 1éciv, jako je tomu
u skotu a peroralné ¢i injekéné podavanych 1€€iv u telat, je hlavni cestou piestupu do zivotniho
prostiedi exkrece moci ¢i faeces 1éenych zvitat. Perordlni podani antibiotik neruminujicim
telatim je do zna¢né miry limitované na jednotlivé davky v rédmci piesného mnozstvi
medikované mlééné nahrazky, ¢i medikovaného mléka individudlnim telatim, takZze mira
odpadu je zde velmi nizk4. Jak jiz bylo patrno z vySe uvedenych dat, v pfipadé makrolidd, je
vétsina téchto antibiotik spotfebovana u jinych druht hospodaiskych zvifat nez skotu, ktery

tvoftil ptiblizné 2 % celkovych spotfebovanych hmotnostnich objemil.
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Celkova spotfeba makrolidii vztazena na biomasu (vypoctenou z populaci lidi a potraviny
produkujicich zvirat) v roce 2021 u zemi EU/EEA byla pfi zhodnoceni populaéné vazeného
pruméru vyssi u potraviny produkujicich zvitat (7,8 mg/odhadovanou biomasu) nez u lidi (6,2
mg/odhadovanou biomasu). Na hladin¢ medidnti obou soubord (zvitata vs lidé, souhrnné
EU/EEA) byla shodna 5,0 mg/odhadovanou biomasu. Rozmezi spotfeb makrolidi mezi staty
se vyznamng lisi, od 0,5-11,1 mg/odhadovanou biomasu u lidi ¢i jesté vétsi odliSnost mezi staty
je ve veterinarni oblasti 0-22,6 mg/odhadovanou biomasu u hospodarskych zvitat (data pro 28
¢lenskych statii + Norsko, data Némecka nezahrnula spotieby u lidi v nemocni¢nim sektoru,

JIACRA 1V, 2023).

U skupiny linkosamidi pfevazovaly spotfeby u potraviny produkujicich zvifat nad spotfebami
v humanni mediciné (coz je ovlivnéno i faktem, Ze linkomycin (¢asto 1 v kombinaci se

spektinomycinem) je podavan i prostfednictvim medikovaného krmiva ¢i napajeci vody).

Pfi detailnim ndhledu na data z humanni mediciny skupina makrolidi, linkosamida
a streptogramintl v ramci EU/EHP méla trend navySeni (populaéné vazeny pramér byl 2021:

2,7644; 2022: 3,7284 a 2023: 3,2530 vyjadieno jako DDD na 1000 obyvatel a den).

Pokud bychom se podivali konkrétné na data z Ceské republiky, tak spotieby skupiny
makrolidy, linkosamidy a streptograminy souhrnné (skupina ATC 01F) tvofily v roce 2023
3,831 DDD na 1000 obyvatel a den, pfi¢emz v ramci CR zaujimaji druhé misto po penicilinech
(6,928 DDD na 1000 obyvatel a den) a prevysuji vazeny pramér EU/EHP (Data ESAC-net,
interaktivni databaze). Ve veterinarni mediciné nejsou v CR pouZivany streptograminy
a spotfeby jsou rozdéleny pouze na makrolidy a linkosamidy, pficemz CR v roce 2022 vykéazala
2,2 mg/PCU makrolidl a 0,1 mg/PCU linkosamidi a byla tak vyrazné pod medidnem 31 zemi
EU/EEA, ktery byl pro makrolidy 3,9 mg/PCU a pro linkosamidy 0,4 mg/PCU.
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5. ZAVERY

Z vysledkt realizovaného funkcniho tkolu vyplyvaji nasledujici zavéry:

¢ Koncentrace tulathromycinu ve faeces telat: Po jednorazové aplikaci ptipravku Draxxin
telatim byla analyzovana pfitomnost tulathromycinu v jejich faeces v intervalu 1-42 dni.
Analyzy v souladu s odbornou literaturou potvrdily, Ze pievazna ¢ast tulathromycinu je
vylou¢ena béhem prvnich 3-5 dni. Pfesto byly vyznamné koncentrace rezidui
tulathromycinu zjistény i po celou dobu sledovaného obdobi, tedy 1-42 dni. Vysledky
rovnéz potvrzuji, v souladu s piedchozimi studiemi, zZe podstatnd Cast antibiotika je
vylucovana ve formé moci a exkrementl. To nasledné vede k Sifeni antibiotickych rezidui
do ptdniho prostiedi, pokud tato statkova hnojiva nejsou dostatecné oSetiena pred jejich

aplikaci na zemédélskou pudu.

e Fermentace chlévské mrvy: Analyza vzorki chlévské mrvy ukazala, Ze proces
fermentace snizil koncentraci tulathromycinu ptiblizn€¢ o 22 % béhem 42 dnli. Tento
vysledek naznacuje rozdilnou Uc¢innost fermentace pii odstraniovani rezidui antibiotik
v zavislosti na tfid¢ 1éCiva (ve srovndni s piedchozimi zpravami) a oproti jinym studiim
zaméfenym na makrolidova antibiotika. Pfed aplikaci do piidy obsahovala chlévska mrva

42,0 + 0,8 mg tulathromycinu/kg susiny chlévské mrvy.

e Perzistence tulathromycinu v pidnim prostiedi: Po aplikaci fermentované chlévské
mrvy na testovaci pole UKZUZ byla v ptidé naméfena koncentrace tulathromycinu 31 +
12 pg/kg susiny. Nasledné analyzy vzorka v obdobi 0-97 dnti po aplikaci ukazaly, ze
koncentrace rezidui v pad¢ zistava stabilni, bez prokazatelného rozkladu. Tento vysledek
potvrzuje dlouhodobou perzistenci makrolidovych antibiotik v ptidnim prostfedi, podobné

jako tomu bylo u fluorochinolonovych antibiotik v nasi ptedchozi studii z roku 2023.

e Vyskyt bakteridlnich kmenu rezistentnich k makrolidim na farmé: Bakterie
rezistentni k makrolidiim byly izolovany ze vSech vzorkt faeces zvifat odebranych na
farmé, a to v mnozstvi, které tvotilo vétSinu z celkovée zjisténych poctti KTJ pro sledované
zastupce. Byly detekovany také ve stérech z podlahy a v mensSi mife také ve stérech
z hrazeni. Identifikacni metody ukazaly zastoupeni jak kmenid z rodu Enterococcus,

Streptococcus, ale 1 dalsi blize nedourcené rody.
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e Abundance vybranych genu rezistence k erythromycinu: Sledovani pfitomnosti péti
vybranych genii erm (A, B, F, T, Q) ukéazalo, ze nejcastéji se v chovu vyskytoval gen ermF,
déale ermB a ojedinéle byl zaznamenén i gen ermA. Geny ermF a ermB byly prokazany
u zastupct G+ i G- bakterii, gen ermA nebyl u jednotlivych izolatd potvrzen. Geny ermT

a erm(Q nebyly potvrzeny u zadného z vySetiovanych vzorkd.

o Persistence kment rezistentnich k makrolidim a genid erm v chlévské mrvé:
V modelovém pokusu fermentace chlévské mrvy inokulované modelovymi kmeny E. coli
(ermB+) a S. aureus (ermA+) bylo zjisténo, ze zatimco zastupce G-bakterii (E. coli) byl
detekovatelny v chlévské mrvé i po 50 dnech fermentace v poctech pouze o 2 fady nizSich
nez v dob¢ inokulace, G+ bakterie (modelovy kmen S. aureus nebo bakterie rostouci na

médiu Slanetz-Bartley) nebyly od 42. dne po zahdjeni fermentace, kultiva¢né prokazatelné.

Ptitomnost genil ermB a ermA byla potvrzena v celkové DNA ve vSech odebranych dil¢ich
vzorcich pokusu a ukazuje tak, ze se modelovy kmen S. aureus ve vzorku nachézel, ale
ziejm¢ v mnozstvi pod detekénim limitem metody nebo jako soucast nezivotaschopnych

bunék.

e Prezivani kmenit rezistentnich k makrolidim a genti erm v pidé: Vysledky sledovani
pritomnosti modelového kmene E. coli (ermB+) v pudé po aplikaci fermentované mrvy
ukézaly, ze sledovany kmen ptezival v tomto prostiedi po dobu cca 14 dni. Z geni erm,
puvodné pfitomnych v zapravené mrve, v ptidé nejdéle pretrval gen ermB, a to jesté min
28 dni od posledniho kultiva¢niho prikazu zivotaschopnych bakterii. Gen ermF byl zjistén
pouze ve vzorku pudy ihned po aplikaci mrvy, gen ermA nebyl prokézan viibec. Potvrzuji
se tak zavéry 1 jinych studii, Ze odolnost G- bakterii v prostfedi je vyssi a s tim je spojeno

také riziko perzistence gent rezistence, které tyto bakterie mohou nést.

e Spotiteba makrolidii a linkosamidii ve veterinarni mediciné v CR: V pribéhu let 2018
se spotfebami 2,23 tuny makrolidl a ptibuznych latek klesla do roku 2023 jejich celkova
spotteba 0 19,3 % (na 1,80 tuny). Na spotiebé v roce 2023 se podilel sektor skotu pouhymi
0,046 tunami, tj. 2,6 %. Od roku 2018 byla zaznamenan pokles spotieb linkomycinu o 56 %
(z 0,1159 na 0,0647 tuny). Na spotieb¢ linkomycinu se sektor skotu podilel v roce 2023

v rozsahu 43,3%.

e  Spotieba tulathromycinu: Trendy spotieb specificky pro lécivou latku tulathromycin pro

viechny VLP, véetné generickych, v ramci CR za obdobi 2018-2023 ukazuji vyrazny
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nartist spotieb tulathromycinu o 23 %. Z celkovych spotieb tulathromycinu se z dat pro rok

2023 jevi, ze 54 % hmotnostnich objemu této latky bylo spotfebovano v sektoru skotu.

e Spotieba linkomycinu a pirlimycinu: V roce 2023 bylo v sektoru skotu zaznamenano
pouziti celkem 0,028 tuny linkomycinu, (z celkovych 0,0647 tuny u vSech cilovych druht
potravinovych zvifat) pfi€emZ suma linkomycinu z injek¢énich VLP tvofila podil 29,6 %
asuma linkomycinu z intramamarnich VLP pro kravy v laktaci ptedstavovala podil

70,4 %. Pirlimycin nebyl jiz v roce 2023 pouzivan.

e Srovnini sumy spotieb makrolidi a linkosamidi v CR a zemich EU/EEA: 1 kdyz fada
stath EU ma stale spotfeby nasobné vyssi, existuje i fada jinych EU zemi, které dokazaly
spotieby minimalizovat az k nulovym hodnotdm. SniZeni pouzivani by napomohlo snizit
tlak na rozvoj a Sifeni rezistence a také snizit hladinu rezidui, které mohou byt dale
ptendsSeny do pidy, pficemz je zndmo, Ze makrolidy jsou schopny dlouhé perzistence
v zivotnim prostedi, coz bylo prokazéno i v této studii pro tulathromycin. Takto by byl
minimalizovan dopad na nasledny kolobéh jak rezidui, tak determinant rezistence

a rezistentnich bakterii v zivotniho prostredi.

e Srovnani spotieb makrolidi humanni a veterinarni medicina: V ramci Evropy
pievazuji spotieby makrolidii ve veterinarni oblasti nad spotiebami v oblasti humanni.
Celkova spotieba makrolidii vztaZena na biomasu (vypoctenou z populaci lidi a potraviny
produkujicich zvitat) v roce 2021 u zemi EU/EEA byla pti zhodnoceni populacné vazeného
praméru vyssi u potraviny produkujicich zvifat (7,8 mg/odhadovanou biomasu) nez u lidi
(6,2 mg/odhadovanou biomasu), pro medidny byla vSak shodna 5, 0 mg /odhadovanou
biomasu. Rozmezi spotfeb makrolidi mezi staty se vyznamné 1i8i, od 0,5-11,1
mg/odhadovanou biomasu u lidi ¢i jesté vEtsi odliSnost mezi staty je ve veterinarni oblasti

0-22,6 mg/odhadovanou biomasu u hospodaiskych zvirat.

e U skupiny linkosamidi prevaZovaly spotieby u potraviny produkujicich zvirat nad

spotiebami v humanni mediciné

e Obé skupiny antibiotik (jak makrolidy, tak linkosamidy) maji potenciil vytvareni
selek¢éniho tlaku na rozvoj, Sifeni, ¢i udrZeni geni erm v populacich patogennich
i komensalnich bakterii. Obecné se pifedpokladd, ze vyS$i mira selekéniho tlaku
pfedevS§im na gramnegativni bakterie (komensélni i patogenni) je spojena se systémove

podavanymi antimikrobiky. V tomto konkrétnim studovaném souboru se jednalo
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o tulathromycin, ktery byl na pfedmétné farmé podavan a jelikoz, coz tato studie také
prokazala, gramnegativni bakterie jsou schopny dlouhodobéjsi perzistence v zivotnim
prostiedi i horizontalniho pienosu genti rezistence, je nutno se do budoucna posilit ve vétsi
mife preventivni opatieni pfedchazejici podani makrolidd, ale také neopomenout i podani

linkosamidi a to jak v injek¢ni, tak intramamarni formé.

Zavéry studie ukazuji na vyznam sledovani gentt PMQR a jejich persistence v prostfedi farmy,
zejména s ohledem na jejich potencidlni vliv na §ifeni rezistence k makrolidiim a antibiotikim
vibec. Je dilezité provadét dalsi vyzkumy a monitorovani, abychom lépe porozuméli této

4

problematice a piijali opatfeni k omezeni jejich Sifeni.
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