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ABSTRAKT

Bez antibiotik si dnes jiz nelze piedstavit humanni ani veterinarni medicinu. Kromé pozitivnich
duasledk jejich pouzivani spocivajicich v uspésné 1écbé rozlicnych bakteridlnich infekci, ¢imz
se nepiimo podili napf. na zajiSténi potravinové bezpec¢nosti, mé jejich uziti také negativni
disledky. K tém patii zejména vznik rezistence a Sifeni rezistentnich bakterii nebo geni
rezistence do vsech slozek zivotniho prostiedi. Také ptida mize slouzit jako rezervoar a zdroj
téchto faktord, jejichz ptivod souvisi s aplikaci statkovych hnojiv rizného ptivodu s antibiotiky
z lé¢enych chovi. Je zde riziko kontaminace péstovanych plodin rezistentnimi bakteriemi

a ohroZeni potravniho fetézce.

Kolistin a enrofloxacin patii mezi vysoce kriticky vyznamné antimikrobika. Enrofloxacin tvofil
za poslednich 15 let majoritu spotiebovanych fluorochinolonti nejen v Ceské republice, ale
i v Evropské unii. Oproti tomu spotieby kolistinu jsou v CR minimélni, ale protoZe se stale

pouziva, je nezbytné vénovat pozornost i jemu.

Projekt byl zaméfen na stanoveni pfitomnosti genti rezistence ke kolistinu a enrofloxacinu
v riznych Castech prostiedi kriati farmy. Byly provedeny stéry ve vnitinim prostiedi chovné
haly, analyzovany pfepravni krabice, ve kterych byla kufata dopravena z lihné, stejné tak Cista
podestylka, voda a krmivo; byly odebirany i vzorky faeces s podestylkou v pribéhu celého
zivotniho cyklu krit. S ohledem na problémy doprovazejici stanoveni kolistinu chemickymi
metodami, byla zvolena metoda mikrobiologickd difuzni metoda, osvédCena pii stanoveni
kolistinu v 1é¢ivech. Vhodnost této metody byla odzkousSena na vzorcich vody o znamych
koncentracich a nasledné i na faeces s podestylkou. Dale bylo sledovano pfezivani bakterii se
specifickymi geny rezistence ke kolistinu a enrofloxacinu v pribé¢hu fermentace faeces

s podestylkou a v ptid¢, na kterou byla tato podestylka aplikovana.

Rezidua enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu byla sledovana ve fermentujici mrvé
a v pud¢, na kterou byla vyzrala mrva aplikovana. Vzhledem k tomu, Ze v ramci sledovaného
chovu nebyl enrofloxacin medikovan, byla faeces s podestylkou v prubéhu fermentace
obohacena VLP Enrogal, a to ve vyssi nez bézné davce za uCelem prozkouméni chovani

v prostiedi s vys$si koncentraci enrofloxacinu v pribéhu fermentace a v pade.

Soucasti zpravy jsou i trendova data o spotiebach antibiotik u kriit, a celkové ve veterinarni

a humanni mediciné v CR a v EU.
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1. UVOD

Problematika rezistence k antimikrobikim predstavuje jednu z nejvyznamnéjSich vyzev
soucasn¢ho zdravotnictvi i ochrany zivotniho prostedi. Vzhledem k jeji zavaznosti a s ohledem
na skutecnost, Ze 1 nova Strategie Narodniho antibiotického programu ma jako jeden z cilt
feSeni otdzek spojenych se zatézi zivotniho prostfedni v disledku pouzivani antimikrobik,
vzniké dal$i ze série zprav, ktera navazuje na predchozi aktivity smétujici k plnéni parcidlniho
cile I.1.5 stanoveného v ramci realizacni naplné¢ Akcéniho pldnu Narodniho antibiotického
programu (AP NAP) pro obdobi 2019-2022. I tento projekt tak pfinasi dalsi informace, které
pomohou piesnéji zformulovat rdmec pro hodnoceni jisté €asti rizik pro zivotni prostiedi —
konkrétn¢ téch, které lze sledovat pomoci monitorovani dopadii na pidni ekosystémy.
Zékladnim cilem sledovani pfedmétnych projekti, véetné zde piredkladaného, je zjisténi miry
ptenosu bakteridlnich kment rezistentnich k antimikrobikiim do piidy a kontaminaci puady
rezidui 1éCivych latek pouzivanych v chovech hospodarskych zvifat. Aktivita navazuje na
vysledky dosazené v projektech piedchozich let. V roce 2019 byl zpracovan analyticky
dokument, ve kterém byly identifikovany mozné pfistupy vhodné pro sledovani zatéze
zivotniho prostfedi. Byla identifikovana trojkombinace: antimikrobikum + konkrétni produkéni
kategorie hospodarskych zvifat + vehikulum (kejda ¢i podestylka s trusem nebo hntyj), pro
kterou jsou pak navrhovany konkrétni metodiky zkoumani pfenosu rezistentnich bakterii
arezidui antimikrobik do pidy v podminkach Ceské republiky. V roce 2020 byl projekt
zaméten na kolistin a jeho pouZiti u prasat, v letech 2021 a 2023 byly provedeny chemické
analyzy a mikrobiologické stanoveni fluorochinolont, konkrétn¢ enrofloxacinu (ENR) a jeho
metabolitu ciprofloxacinu (CIP) u brojlert kura doméciho. V roce 2022 nebyl tkol z finan¢nich
davodi realizovan. V roce 2024 pak nésledovala studie u skotu sledujici skupinu makrolidi
a ptibuznych latek, konkrétné tulathromycin. V rdmci projektu pro rok 2025 byl pak vybran
dal$i druh driibeze chované na produkci masa — brojlefi krtit se zacilenim na kriticky vyznamna
antimikrobika enrofloxacin a kolistin, zatfazend Evropskou lékovou agenturou do skupiny
AMEG B, tedy téch, ktera maji vysoky vyznam pro humanni medicinu a u zvifat by méla byt
pouzita az jako posledni, v pfipadech, kdy nejsou G€innd antimikrobika s niz8§imi riziky

z pohledu selek¢niho tlaku na rezistenci.
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Antibiotika v pidé

Antibiotika se do zivotniho prostfedi obecné dostavaji v prabéhu celého jejich Zivotniho cyklu,
tj. béhem vyroby, pouzivani u lidi, ¢i zvifat a pii nakladani s nepouzitymi piipravky.
V podminkéach EU jsou emise vznikajici pii vyrobé 1é€ivych piipravki obecné zanedbatelné,
pfi¢emz nejvetsi podil kontaminace pochazi z jejich spotieby lidmi, ¢i zvifaty. Vyznamnym
zdrojem kontaminace jsou chovy hospodarskych zvitat, kterym jsou 1é¢iva podavana. Davka
1é¢iva se z téla zvitat vylucuje z 30 az 90 % v plvodni form€ v moci a exkrementech (BIO
Intelligence Service, 2013). Cast 1é¢iv se navic vylucuje ve formé metaboliti vzniklych
transformaci ptivodni latky, které mohou zistat mikrobiologicky aktivni. U enrofloxacinu se
¢ast podavané davky v téle zvifat metabolizuje na biologicky aktivni ciprofloxacin. V huménni

medicin€ se podava pacientim piimo ciprofloxacin.

Léciva, kterd se dostanou do pidy, mohou byt nasledné castecné vyplavovéana do povrchovych
vod nebo infiltrovat do vod podzemnich. Mohou byt téz ptijiméana piidnimi organismy a z piidni
vody i rostlinami. Léc€iva, jejichZ mobilita je v piildé omezena, podléhaji fad¢ procesii pfirozené
atenuace, zahrnujici biotické 1 abiotické reakce. Diky ¢innosti mikroorganismu jsou 1é¢iva
v pud€ mineralizovdna na jednoduché anorganické slouceniny, biodegradovana na jednodussi
organické slouceniny, pfipadné pouze transformovana na metabolity s odliSnymi vlastnostmi.
Poptipadé mohou z metabolitii opét vznikat piivodni 1é¢iva (Kuppusamy et al., 2018). Zminéné
biotické procesy siln¢ zavisi na typu mikroorganismi a struktuie 1é¢iva, pH, teploté, vlhkosti,
salinité, ptritomnosti kysliku a dalSich faktorech. Konkrétné antibiotika mohou naruSovat
stabilitu ptidniho ekosystému a ovliviiovat sloZzeni a funkci mikrobialnich spolecenstev.
Pritomnost antibiotik a jejich metaboliti ¢i degradacnich produktii navic 1 v nizkych
koncentracich pfispiva k rozvoji rezistence bakterii k antimikrobikiim (AMR), ktera pak miize
abiotické procesy, kterym podléhaji 1éCiva v ptiid€, patii sorpce, fotodegradace a hydrolyza.
Adsorpce 1é¢iv spociva v navazani molekul 1é¢iv fyzikalnimi a chemickymi interakcemi na
pevné povrchy pudnich castic (Shaheen et al., 2022). Pokud jsou 1é¢iva z pidy odbouravana
pomalu, dochdzi k jejich transportu vyplavovanim do povrchovych vod ¢i vyluhovanim
z nesaturované zony do podzemnich vod. Transport 1é¢iv je ovlivnén také klimatickymi
podminkami (mnoZstvi srazek, teplota). Dlouhodobé srazky a kyselé desté vyrazné zvySuji
vertikalni migraci antibiotik z hnojiva do pidy. Jejich mobilita v pid¢ je omezena degradaci
a sorpci na pudni Castice, jejichz mira se 1i8i z dlivodu strukturni variability jednotlivych 1é¢iv

(Corada-Fernandez et al., 2017).
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1.1 Divod pro vybér kolistinu a enrofloxacinu

Kolistin a také fluorochinolon enrofloxacin patfici mezi vysoce kriticky vyznamna
antimikrobika (WHO, 2024), coz reflektuje i zatfazeni téchto 1écivych latek do tzv. skupiny
»AMEG B* s imperativem na jejich omezené pouziti AMEG kategorizace 2020 (revidovana
verze, pak z roku 2025). Tato kategorizace spojuje kritéria hodnotici pfinosy a rizika optikou
huménni i veterindrni mediciny a navazuje na legislativni ramec EU, pfedevSim natizeni
o veterinarnich 1écivych piipravcich (EU) 2019/6 a jeho provadéci predpisy a také dokument
vydany Evropskou lékovou agenturou, ktery hodnoti jednotlivé parametry podstatné pro
zatazeni do kategorii AMEG (Categorisation of Antibiotic in the European Union, AMEG 2018
- Categorisation of antibiotics (EMA/CHMP/CVMP/682198/2017-Rev. 1, zaii 2025). Pro

Ceskou republiku (dale CR) ve vztahu k sektoru hospodafskych zvifat jsou ze skupiny
fluorochinolonll relevantni a pouzivané enrofloxacin a marbofloxacin, u zvifat v zajmovém
chovu pak pradofloxacin. Z pohledu hodnoceni rizik je vhodné se zaméfit na enrofloxacin,
nebot’ za poslednich 15 let tvofil majoritu spotiebovanych fluorochinolonti v ramci CR, ale
1 souhrnné v EU. Nejvyssi podil na této spotfebé maji perordlni Iékové formy veterinarnich
1é¢ivych ptipravkil, nebot’ jsou podavané skupindm zvitat, coz je rovnéz piipad terapeutického
¢i metafylaktického poddni kratdm. Naproti tomu injekéné podavany enrofloxacin, ¢i
marbofloxacin, diky individualizovanému podéani, tvofi minoritu spotieb. Jelikoz se
enrofloxacin v téle zvifat riznou mirou metabolizuje na mikrobiologicky ucinny ciprofloxacin,
je po podani enrofloxacinu nutné sledovat ob¢ tyto latky a jejich osud jak ve tkdnich zvitat
urcenych k lidskému spotiebé, jejich produktech, tak také v exkrementech a nasledné ptipadné
v pudé. U krit jsou veterinarni 1écivé pripravky obsahujici enrofloxacin schvaleny pro podani
v indikacich 1é¢by infekci vyvolanych Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae

a Pasteurella multocida s potvrzenou citlivosti.

V piipadé kolistinu, jsou jeho spotieby v ramci Ceské republiky minimalni, nicméné stale jesté
je ve vybranych chovech prasat, kura doméciho ¢i krit pouzivan, a proto neni mozné jej
opomijet. U kriit jsou veterindrni 1éCivé piipravky obsahujici kolistin schvaleny pro podani
v indikacich 1é€by a metafylaxe stievnich infekci vyvolanych neinvazivnimi E. coli citlivymi
ke kolistinu, pficemz pfed metafylaktickou lécbou by méla byt stanovena piitomnost
onemocnéni v hejnu. Dilezitost kolistinu a nutnost jeho zatazeni jesté podtrhuje fakt, Ze je pro
Iékafe v humanni mediciné mnohdy i1 posledni moZznou volbou a tedy i1 Sanci pro pacienty

s téZkymi infekcemi vyvolanymi gramnegativnimi multirezistentnimi bakteriemi.
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Pro pfipadny monitoring dopadii na pudni slozku zivotného prostfedi s ohledem na podani

enrofloxacinu ¢i kolistinu krtitam, je klicové sledovat:

I) Rezidua enrofloxacinu (metabolitu ciprofloxacinu) a kolistinu v piid¢€, zejména tam, kde
je pouzita fermentovand podestylka s trusem z chovi kriat (¢i jinych timto
antimikrobikem oSetfenych species a kategorii zvifat).

1) Vyskyt rezistence

a. k fluorovanym chinolontim:

ptitomnost gentl rezistence, napt. geny par, gyr, gep, ogx, aac(6')Ib ¢i dalsich dle
aktualniho stavu poznani a odborné rozvahy a zaméfit se pfedevsim na detekci

transferabilni rezistence prenasené pomoci plazmidi (PMQR).
b. ke kolistinu:

se specidlnim zaméfenim na transferabilni rezistenci kodovanou geny mcr

1.1.1 Kolistin

Kolistin (polymyxin E) je cyklické polypeptidové antibiotikum ze skupiny polymyxind.
Pivodné byl izolovan roku 1947 jako sekundarni metabolit ze sporulujici ptidni bakterie
Paenibacillus polymyxa var. colistinus (dle pivodniho taxonomického zatazeni Bacillus
polymyxa var. colistinus). Polymyxiny jsou kationické polypeptidy skladajici se z cyklického
heptapeptidu s tripeptidovym postrannim fetézcem acylovanym na N-konci skupinou mastnych
kyselin. Kolistin je vicesloZzkovy, ze 70 az 80 % aktivity je tvofeno molekulou dvou kolistint
A a B, odliSujicich se acylovou skupinou na jejich N-konci (U kolistinu A: acylové skupina:
(S)-6-methyloktanoyl a u kolistinu B: acylova skupina: 6-methylheptanoyl).

Ve veterinarni mediciné jsou v CR registrovany a pouzivaji se veterinarni 1é¢ivé piipravky
obsahujici kolistin ve formé sulfatu a jsou podavany peroralné.

Kolistin je u¢inny proti gramnegativnim bakteriim a v soucasnosti jsou jeho uc¢inky popisovany
jiz velmi komplexné, jako:

- pusobeni na destabilizaci lipopolysacharidové slozky, s dopadem na zvySeni
permeability bakteridlni membrany (néasleduje pro bakterii fatalni unik intracelularniho

obsahu).

- mechanismus tzv. vezikuldrniho kontaktu mezi periplazmatickou vrstvou vné&jsi

a vnitini membrdny gramnegativnich bakterii, kdy elektrostatickymi interakcemi
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findln¢ dochazi ke strukturnim zméndm a naruseni osmotické rovnovahy vedouci

k bunécéné lyze.

- tzv. anti-endotoxinova aktivita, tedy schopnost neutralizovat uvoliujici se bakterialni
endotoxin pii lyze bunky navdzanim se na lipid A (soucést lipopolysacharidové slozky

bunécné stény u gramnegativnich bakterii).

- dal$im moZnym mechanismem je i lyza builkky prostiednictvim akumulace
hydroxylovych radikalti (-OH) — vysvétleni nabizi schopnost kolistinu vyvolat tvorbu

reaktivnich forem kysliku a poskodit DNA, lipidy a proteiny cilové bakterialni bunky.

- inhibice pro bakteridlni buiiku nezbytnych enzymu respirace (NADH: quinonové

oxidoreduktazy typu II) lokalizovanych ve vnitini membrané gramnegativnich bakterii.

1.1.2 Enrofloxacin

Enrofloxacin patii mezi zastupce tzv. fluorovanych chinolonti. Nazev 1-cyklopropyl-7-(4-
ethylpiperazin-1-yl)-6-fluor-4-oxochinolin-3-karboxylova kyselina dle [IUPAC napovida, Ze se
strukturou jednd o fluorovany chinolon s oxoskupinou na uhliku C4, fluorem na uhliku C6,
pfi¢emz ethylpiperazinova skupina je lokalizované na uhliku C7 a zvySuje aktivitu a rozsifuje
spektrum plisobeni na riizné species bakterii. Zatimco cyklopropylova substituce na dusiku N1
zvysSuje antibakteriadlni ucinek, ethylova skupina na piperazinu zvysuje lipofilitu a snizuje
toxicitu pro centralni nervovy systém. Ma charakter zwitterionu, s hodnotami pKa1 v rozmezi
5,88-6,06 a pKa2 v rozmezi hodnot 7,70-7,74. Pisobi na grampozitivni i gramnegativni
bakterie, zdsahem topoizomerazy IV ¢i DNA gyrazy, ¢imz narusuje schopnost vytvoreni

superhelikalni struktury dvousroubovice DNA u zasazené bakterie.
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2. CIL FUNKCNIHO UKOLU

Funkéni ukol (FU) pro rok 2025 je zaméfen na sledovani rezidui a rezistenci po podani

antibiotik pouzivanych u masnych plemen krtt.

Parcidlnimi cily jsou:

analyza poslednich dostupnych dat o spotfebach fluorochinolont a kolistinu v letech 2018—
2024 v Ceské republice, a to se zvlastnim dirazem na data tykajici se jejich spotieby
v chovech kriit v CR za roky 2023 a 2024.

stanoveni rezidui enrofloxacinu, jeho metabolitu ciprofloxacinu a kolistinu v matricich
podestylka s trusem a medikovana napéjeci voda. Ke stanoveni enrofloxacinu (a metabolitu
ciprofloxacinu) u 1é€enych zvifat a v ptidé budou zvoleny vhodné detekéni a kvantifikaéni
chemické metody. V ptipadé kolistinu bude odzkousena moznost vyuziti mikrobiologické
metody pro stanoveni v matrici podestylka s trusem a medikovana napajeci voda.
monitorovani vyskytu vybranych genil rezistence vii¢i chinoloniim a kolistinu v prostiedi
farmy. K tomuto ucelu budou ovéfeny a pouzity vhodné kultivacni a molekularné

biologické metody.

Cilt bude dosazeno provedenim nésledujicich ukolu:

A. Analyza dostupnych dat o spotiebach antibiotik pouzivanych u kriit chovanych na maso

v Ceské republice (A1), vyvoj metodiky pro detekci kolistinu a piipadné kvantifikaci
obsahu kolistinu v napajeci vodég, podestylce, ve zrajici mrvé a v pidé po aplikaci

vyzralé mrvy od medikovanych zvitat mikrobiologickou metodou (A2) — USKVBL

. Optimalizace metodiky a vlastni stanoveni obsahii vybranych latek (enrofloxacinu

a ciprofloxacinu) v napajeci vod¢, podestylce, ve zrajici mrvé a v piidé po aplikaci

vyzralé mrvy od medikovanych zvitat — VUT, UKZUZ

. Pomoci vhodnych feno- a genotypovych metod budou ziskany informace o abundanci

vybranych genti zodpovédnych za rezistenci k fluorochinoloniim se zaméfenim na geny
vyznamné z pohledu horizontdlniho pfenosu rezistence ve faeces, podestylce a stérech

z prostfedi farmy — MUNI

. Modelovy pokus s vyuzitim fermentace mrvy a jejim zapracovani do pltidy umozni

stanovit dobu prezivani rezistentnich bakterii v prostiedi a zmény obsahu rezidui

sledovanych latek - MUNI, VUT, UKZUZ
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3. SPOTREBY ANTIBIOTIK POUZIVANYCH U KRUT
CHOVANYCH NA MASO V CESKE REPUBLICE

Informace o konkrétnich spotfebach u krt jsou uvedeny v celkovém kontextu spotieb

antimikrobik u potraviny produkujicich zvifat a cilenéji pak u dribeze.

V Evropské Unii patii spotieba fluorochinolontl, a kolistinu, jak v huménni, tak veterinarni
mediciné mezi zasadni sekundarni indikatory kvality pouzivani antimikrobik. Primdrnim
indikatorem ve veterinarni mediciné jsou celkové spotieby (de facto prodeje) antimikrobik
pfepoétené na populace zvifat. Ceska republika dlouhodobé snizuje celkové spotieby
antimikrobik. Posledni data za rok 2024 ukazuji spotiebu CR (42,69 mg/PCU) hluboce pod
pramérem vyjadienym sumarné pro zemé EU (89,6 mg/PCU), ktery vSak v poslednich letech
také velmi vyrazné klesl. V rdmci EU byla schvélena Strategie Farm to Fork, ktera cili na 50%
pokles celkovych prodeji antimikrobik u potraviny produkujicich zvitat a akvakultur za obdobi
2018-2030. Data za CR ukazuji, Ze se jiz podafilo do roku 2024 sniZit spotteby antimikrobik
025 % (2018: 59,93 mg/PCU — 2024: 42,69 mg/PCU), pticemz jiz v ptedchozim desetiletém
obdobi (2008—2018) CR dokazala sniZit pouzivani antimikrobik u hospodatskych zvifat o 50 %.

Od roku 2023 byl zahgjen sbér, odevzdavani a vyhodnocovani dat o prodejich (SALEs)
a pouziti (USE) antimikrobik v syst¢ému ESUAvet (European Sales and Use of Veterinary
Antimicrobials). Zde se namisto jednotky PCU pro vyjadfeni biomasy, u které jsou pouZzita
antimikrobika, vyuziva nového systému kalkulace “kg biomasy” vypoctené z hmotnosti pfi
porazeni zvifat. V ramci celé EU (+ NO a IS) byla dle systétmu ESUAvet spotfeba vSech
antimikrobik u hospodafskych zvifat v roce 2023: 37,3 mg/kg biomasy (CR za stejny rok o 31,8
mg/kg biomasy, tedy o témét 15 % méné) a v roce 2024: 34,3 mg/kg biomasy (CR za tento rok
30,6 mg/kg biomasy, tedy témet o 11% mén¢). Pokud bychom shrnuli spotiebu vysoce kriticky
vyznamnych antimikrobik skupiny AMEG B (kolistin, fluorochinolony/chinolony
a cefalosporiny 3. a 4. generace) pak v ramci EU (+NO a IS) byla spotieba v roce 2023: 0,88
mg/kg biomasy a 2024: 0,87 mg/kg biomasy, v CR viak byla spotieba téch antimikrobik vyssi
nez hodnota EU (+ NO a IS) a to 1,3 mg/kg biomasy v roce 2023 a mirny pokles na 1,2 mg/kg

biomasy byl zaznamenan v roce 2024.

Pokud bychom pozornost vénovali specificky trendiim spotfeby antimikrobik u krlit, nové se
v systému ESUAvet sbiraji data o populaci krit na vykrm a také krt chovnych a adekvatné
tomu i data o pouziti (terapeutickém nebo metafylaktickém) antimikrobik. CR nema
dlouhodobé chovné kriity. Viechna kriitata chovana nasledné v CR pro produkci masa jsou

tedy dovaZena a nasledné¢ v CR vykrmena. Tuzemsti chovatelé vSak nemaji Zadny vliv na
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kvalitu dovézenych kritat (ve smyslu, zda jejich rodi¢im byla ¢i nebyla podavana
antimikrobika a s jakou frekvenci). To, zda byla rodi¢ovska hejna medikovéana antimikrobiky
se pak muze promitnout ido kvality krutat, jejich mikrobiomu a genl rezistence vici
antimikrobiktim, které si s sebou do chovil ptivazeji spolu s mikrobiomem. Od roku 2023 jsou
hlaena, odevzdavana a vyhodnocovéana data o pouziti antimikrobik pro kriity. V CR, vzhledem
k vySe uvedenym informacim, tedy pouze pro kriity na vykrm (krity chované pro produkci
masa). V roce 2023 u t&chto zvitat bylo v CR spotiebovano 26,36 mg antimikrobik/kg biomasy
a v roce 2024 doslo k naristu téchto spotieb na 30,42 mg/kg biomasy, tedy k nariistu spotieb
0 15,4 % (coz vzhledem k nové zavedenému systému pro tuto kategorii zvifat mize byt
zpusobeno rovnéz tim, ze systém se v roce 2023 teprve zavadél a néjakou dobu trvalo, nez
veterinarni 1ékafi dokazali zptesnit hlaSeni na jednotlivé kategorie u dribeze (kur domaci na
vykrm, kur doméci nosnice, kur domdci rodi¢ovské a prarodi¢ovska hejna a kriita doméci na

vykrm). Je tedy mozné, Ze nartist mohl vzniknout i zpfesiiovanim hlaSeni v Case.

Pokud jde o spotfebu kriticky vyznamnych antimikrobik, sekundarnich indikatorti, Cinily
celkové prodeje fluorochinolonti (bez nefluorovanych chinolonti) pro vsechna potraviny
produkujici zvifata ramci EU 2,8 % z celkovych prodejii antimikrobik, pfi¢emZ prodeje
fluorochionolonti (v peroralni a injekéni 1ékové forme) mezirocn€ v EU vzrostly z 1,1 mg/kg

v roce 2023 na 1,3 mg/kg v roce 2024 (data ESUAvet).

Kolistin, patfici do skupiny polymyxinti, neni samostatné uvadén (nicméné tyto prodeje
vyjadiuji de facto v témé&f 100 % kolistin). Prodeje této skupiny (pouze peroralni 1¢kové formy),
zlstavaji v letech 2023 a 2024 shodné, 1,2 mg/kg biomasy a tvotily 2,7 % celkovych prodejt
antimikrobik zemi EU (data ESUAvet).

3.1 Spotreby enrofloxacinu a kolistinu u dribeze/krut

V Ceské republice piedstavuje enrofloxacin nejvétsi objem spotfeb v ramci skupiny
fluorochinolonli. Majorita celkovych hmotnostnich objemil enrofloxacinu je pouzita u dritbeze,
konkrétn¢ u brojlerti kura domaciho (a to i z divodu mnozstvi odchovanych brojlert kura,
nicmén¢ spotieby lze nasledné piepocitat na jednotku populace, a tak srovnat miru podani
u kura a krait). U masnych plemen kura je enrofloxacin metafylakticky ¢i terapeuticky podavan
3—4 dny, v obdobi prvniho tydne a zejména tam, kde dynamika thyni s bakterialni etiologii ¢i
progredujici onemocnéni $ifici se v ramci hejna ukazuje na nutnost podani. U krit byly

hmotnostni objemy (kg enrofloxacinu vyssi v roce 2023 (konkrétné 76,31 kg), zatimco v roce
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2024 spotieby tohoto antimikrobika poklesly o 17 %, na 63,73 kg. Enrofloxacin je podavan
v davce 10 mg/kg z.hm./den jak u kura, tak u krit. Vzhledem k ¢asnému podani v obdobi
prvnich dnli podéni u kura, je mnozstvi 1€¢ivé latky enrofloxacinu (celkovy hmotnostni objem)
pfedmétnych VLP zde podanych minimalni (kufata v tomto véku maji hmotnost piiblizné 50
az 70 g/kus), do celkovych spotieb se vSak u kura promité velikost chované populace, zejména
pak produkéni kategorie brojlera kura doméciho. U krit byva naopak podani v pozdéjsich
fazich vykrmu, v ptfipadech, kdy jsou zvifata s projevy onemocnéni napi. vyvolaného
Mycoplasma spp., tudizZ jsou oSetfovana zvitata o vétSi hmotnosti a na stejny pocet jedinct se

spotfebuje vétsi hmotnostni objem 1é¢ivé latky z daného VLP.

Enrofloxacin v CR patii mezi antimikrobika v rezimu indikaéniho omezeni, pro které novela
zékona €. 314/2022 Sb., o 1éCivech stanovuje zvlastni, zptisnénd pravidla pouzivani. Podani
enrofloxacinu by tak mélo byt vzdy, kdyz je to mozné, provedeno na zaklad¢ vysledki vySetieni
citlivosti kauzalnich bakterii, ziskanych z uhynulych ¢i nemocnych jedinct. V ramci sektoru
brojlerd kura doméaciho ma CR dlouhodob& dostupna data k profilim rezistence
k enrofloxacinu zejména u E. coli — izolati zahrnutych do monitoringu cilovych patogent.
U vybranych bakterialnich agens (E. coli, salmonely, kampylobaktery) jsou rovnéz sledovany
rezistence k fluorochinoloniim a recentni data ukazuji, Ze jsou jiz i v CR velmi vysoké. Mira
pouzivani enrofloxacinu u kura se promitd i do miry rezistence. V roce 2022 byla
u indikatorovych E. coli izolovanych z brojlerd kura zjisténa 85% rezistence (data narodni
monitoring zoonotickych a indikatorovych E. coli), vCetné ptitomnosti QRDR (quinolone
resistance-determining region). Tento fakt svéd¢i o vysoké mife selekéniho tlaku (interni
komunikace, MVDr. T. Cerny, NRL pro AMR pii SVU Praha, Vysledky pro indikatorové
E.coli — kur domaci). Z data EFSA pro rok 2022 vyplynulo, Ze rezistence vuci (fluoro)
chinolontim (ciprofloxacin a kyselina nalidixova) byla zaznamenana na vysoké az velmi vysoké
urovni u izolath Salmonella spp. a indikatorovych komenzalnich E. coli izolovanych nejen
z brojlert, ale i vykrmovych krit a dovezeného driibeziho masa. Také u Salmonella spp. byl
v obdobi 2014-2023 zaznamendn statisticky vyznamny vzestupny trend v rezistenci na
ciprofloxacin na urovni Clenskych stati u brojlert a nosnic. U vykrmovych krit byly
zaznamenany vysoké rezistence k fluorochinolonlim (32,6%) a naopak raritni rezistence ke
kolistinu. Z pohledu trendi byl také zjiStén statisticky vyznamny pokles rezistence vici
ampicilinu, ciprofloxacinu, cefotaximu, tetracyklinu a kolistinu, stejn¢ jako nartist kompletni

citlivosti a, kliCovyho vystupniho indikatoru kompletni citlivosti, coz svéd¢i o pokroku smérem

cvwr
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nejvyrazngj$i u brojlert a vykrmovych krit. (EFSA,The European Union summary report on

antimicrobial resistance in zoonotic and indicator bacteria from humans, animals and food in

2022-2023 - - 2025 - EFSA Journal - Wiley Online Library). Data z pfedmétné zpravy EFSA

je nutno vnimat predevsim z pohledu faktu, ze vSechny kriity na vykrm jsou dovazeny, mnohdy

ze zemi, kde jsou rezistence ke kolistinu ¢i ciprofloxacinu vysoké.
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tabazek 1.  Proporce vyskytu rezistence E.coli, krity — vykrm, ciprofloxacin: (EFSA, data
2022: Dashboard on_antimicrobial Resistance | EFSA)
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Obrazek 2. Proporce vyskytu rezistence E.coli, krity — vykrm, kolistin (EFSA, 2022:
Dashboard on antimicrobial Resistance | EFSA)
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Jak jiz bylo nastinéno vySe, u krit je vétSinou situace ponckud odlisna, a to i s ohledem na
celkovou délku vykrmu a pripadny vyskyt patogentl, které je nutno 1é¢it. Zde byva enrofloxacin
podavan spiSe v prabchu vykrmu, nikoliv pouze na samém pocatku. Situace se vSak muze
u jednotlivych odchovii (produkénich cykl) liSit v zavislosti na incidenci onemocnéni.
Problémem v CR ale jsou chybé&jici data k citlivosti a rezistenci, jak u indikatorovych E. coli,
tak u cilovych patogenti izolovanych z kriit. Po¢ty chovanych krtit nedosahuji limity, pro které
je monitorovani rezistence k enrofloxacinu, ale i kolistinu u indikatorovych E. coli povinngé,
a proto nejsou tato vySetfeni kofinancovana. Kazdy majitel chovu si tak, pokud to (po
konzultaci s veterinarnim Iékafem) povazuje za nutné, musi zaplatit za kultivaci a testovani
citlivosti. V pfipadé pouziti enrofloxacinu, s ohledem na rezim indika¢niho omezeni dany
zékonem o 1é¢ivech (novela 314/2022, v ucinnosti od 1. prosince 2022) musi, vzdy kdyz je to
mozné, provést odbér vzorkl na testovani citlivosti cilovych patogenti. Pro kolistin prozatim
rezim indika¢niho omezeni neplati. V pfipad¢ indikovaného pouZiti enrofloxacinu na vybrané
infekce je zde vSak kromé otazky financni (cena vySetieni) a logistické (doprava vzorkl do
laboratote) také problém ztizené diagnostiky, kultivace a naro¢nosti testovani bakterii z rodu

Mycoplasma.

V ptipadé kolistinu je celkové toto antimikrobikum u dribeze poddvano az raritné, tj.
v minimalnim rozsahu. U vykrmovych brojlert se kolistin samostatné témét nepodava. U krit
pak spise v pozdéjsich stadiich vykrmu a v obdobi rizika souvisejiciho se stresem ¢i presunem
zvitat pti déleni krit a krocani do odd¢€lenych hal pro dalsi vykrm. V téchto situacich jsou
zvifata vice nachylna k propuknuti onemocnéni. Konkrétné u kriit v CR byla spotieba kolistinu
v roce 2023 9,80 kg a v roce 2024 nebylo pouziti kolistinu u kriit v CR viibec nahlageno (a ani
zjisténo cilenou inspekci). Jelikoz vSak nékteré staty EU kolistin u krtt pouzivaji v nemalém
rozsahu, byl i toto jeden z divodu, zaradit tuto 1é¢ivou latku do projektu funkéniho ukolu.

V roce 2025 doslo na jednom z chovii k pouZziti kolistinu, ¢ehoZz bylo vyuzito k odbériim vzork.

3.2 Metodika sledovani spotieb antimikrobik (A1)

Pod pojem “spotieba” antimikrobik Ize zahrnout dva specifické pojmy:

PRODE] antimikrobik, ktery pokryva celkova data pro uréité teritorium (CR ¢&i EU) a hovofi
o kvantité prodanych mnozstvi VLP obsahujicich antimikrobik (vyjadfeny v tundch léCivych

latek charakteru antimikrobika) s presumpci, ze byly v daném obdobi i spotiebovany v ramci
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dané¢ho teritoria (po€itd se s uritym meziro¢nim piesahem findlniho pouziti z dlouhodobé

perspektivy viceméné¢ stabilnim);

POUZIT] antimikrobik, kdy tento pojem pokryva, v co nejvy$sim mozném rozsahu realné

pouziti, navic rozdélené na species a kategorie zvifat.

Prezentované odborné informace k celkovym prodejim byly primarné ziskdny sbérem
a vyhodnocenim dat o prodejich shromazdénych od distributori a micharen medikovanych
krmiv v ramci Ceské republiky. Takto jsou data dlouhodobé sbirana a shromazd’ovana od roku
2003 (kvartalni sbér dat od vyse uvedenych subjektil), systém je validovan, jednotlivé datové
sady jsou nahravany do databaze USKVBL a souhrnné roéné posouzeny z pohledu kvality dat
a nasledné jejich podrobného vyhodnoceni. Od roku 2009 toto vyhodnoceni probiha pravidelné
1x ro&né ve spolupraci s Evropskou lékovou agenturou (EMA). Data za CR byla pak pravidelné
soucasti tzv. zprav ESVAC (pocinaje prvni zpravou za obdobi 2005-2009, konce posledni
zpravou za rok 2022, zvefejnénou na podzim 2023). V poslednich letech byly na webovych
strankach EMA publikovany také specifické narodni zpravy k prodejim antimikrobik (véetné
podrobnych dat k sekundarnim indikatordm kvality spotieb — fluorovanym chinolonim

a polymyxintim (de facto kolistinu).

Dle nafizeni o veterindrnich 1éCivych ptipravcich (EU) 2019/6 (zde zejména €l. 57) se stalo
sledovani prodeji a pouziti antimikrobik u zvifat povinnym. Byla zbudovéna tzv. Union
Product Databaze (UPD), na kterou musely byt provazany narodni databaze veterinarnich
1é&ivych ptipravkia (VLP). CR ma k dispozici narodni databazi VLP v ramci USKVBL od roku
2010 (vc€etné systému, kdy jsou kazdému VLP ptidéleny registracni ¢islo a kazdému typu baleni
je pfidélen i unikétni kod). Toto muselo byt provdzano na tzv. “product identifier” a “unique
package identifier” v EMA UPD. Je rovnéz vhodné podotknout, zZe systém koédovani 1é¢ivych
piipravki — tzv. unikatni kody baleni (znamé téZ jako tzv. SUKL kody) ma CR zavedeny na

shodném principu pro humanni i veterinarni 1é¢ivé ptipravky jiz vice nez 30 let.

Z diavodu vyse uvedenych, je povinné sbirat a odevzdavat data nejen o prodejich, ale i o pouziti
antimikrobik u zvifat. Poc¢inaje rokem 2023 je tak mozné sledovat nejen vyvoj celkovych
prodejii, ale 1 pouziti konkrétné u vybranych species a produkcnich kategorii zvifat (skot,
prasata, kur a krity). Od roku 2026 budou nésledovat dalsi species potraviny produkujicich
zvitat (v€etné koni a ryb), od roku 2029 pak psi, kocky a kozeSinova zvifata (liSky a norci, ve
statech, kde je chov kozZesSinovych zvitat i nadale povolen). V rdmci nového povinného systému,
ESUAvet jsou tak shromazd'ovana podrobngjsi data. Od roku 2023 jsou konkrétnd za CR
k dispozici data o pouziti u nasledujicich cilovych druhti a jejich kategorii:
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- Skot (masny, mlé¢ény a ostatni (zahrnuje ptedev§im chovné /plemenné jedince)
- Prasata (vykrm a ostatni (zahrnuje pfedev§im chovné/plemenné jedince)
- Kur doméci (brojleti masni, nosnice konzumnich vajec, ostatni — rodi¢e a prarodice)

- Kriity (brojlefi masni, ostatni - rodi¢e a prarodice, pozn. kategorie ostatni neni v CR)

Jelikoz v prvnim roce (2023) nebyly vSechny staty schopny dodat informace o pouZzivani
antimikrobik pro jednotlivé species/kategorie v pozadovaném rozsahu, nebyla konkrétni data
publikovana. Data za CR viak byla v pozadované kvalité dodana jiz za rok 2023 a jsou
i zpracovana. CR zdrojova data o pouzivani antimikrobik ziskava prozatim systémem hlaseni
veterindrnich Iékati pies zavedenou sit’ distributorti (pti objedndni VLP je indikovano koncové
pouziti na species a kategorii zvifat). Do dalsiho obdobi se predpoklada zpresnéni dat vyuzitim
aplikaci navazujicich na faremni software ¢i aplikaci pfimo pro veterinarni 1ékate slouzicich
zaroven jako denik lécby, avSak schopnych i1 sumarizovat a odesilat data o pouziti
antimikrobnich VLP. Za rok 2024 jiz budou (prosinec 2025) publikovana data téch statu, jejichz

pokryti (pouzivani v ramci daného sektoru zvifat) presahlo 90 %.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze CR jiz disponuje daty o pouziti antimikrobik u komer&nich
chovi krit od roku 2023. Podstatnou informaci, nejen z pohledu sledovani pouzivéani
antimikrobik, ale je, Ze v CR nejsou chovéna rodiovska hejna krit. Vsichni brojlefi krit pro
vykrm jsou tedy dovazeni z jinych zemi, coz ma dopady i z pohledu epizootologického (v¢etné
moznosti prenosu bakteridlnich patogenti a geni AMR). AMR u bakterii izolovanych z krit
chovanych v CR ¢&i z faeces téchto kriit je tedy ovlivnéna nejen selekénim tlakem antimikrobik
podavanych piimo v Ceskych chovech, ale mize byt ovlivnéna i nakladdnim s antibiotiky
v zemi pivodu. V predmétné studii byla kritata dovezena z Némecka, kde je mira pouzivani
fluorochinolontl piepoétena na jednotku biomasy niz§i nez v CR, naopak mirna podavani

kolistinu je vyrazné vyssi nez v CR (viz graf s daty 2024).

Z pohledu kvantifikace spotieb (prodeju ¢i pouZiti) je rovnéz zasadni uvést, ze spotieby mohou
byt vyjadieny bud’ mnozstvim 1éCivych latek (tuny, kg ¢i mg) nebo mnozstvim 1é¢ivych latek
vztazenych na jednotky reflektujici populaci zvifat chovanych na daném teritoriu. V rdmci EU
byla pro vyjadieni populaci zvitat dlouhodob¢ pouzivana jednotka PCU (Population Correction
Unit), kterd reflektovala populace potraviny produkujicich zvifat véetné koni a akvakultur
a vyuzivala kalkulace vychazejici z po¢tu zvifat a odhadované hmotnosti v dob¢ 1é€by. Tato
jednotka byla pouzivana v hodnocenich v rdmci projektu ESVAC a zistava i jednotkou

pouzivanou pro zhodnoceni dlouhodobého trendu v rameci Strategie Farm to Fork (2018-2030),
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kdy jsou objemy antimikrobik vyjadfené v miligramech vzdy vztazeny na tuto jednotku

reflektujici populace chovanych a oSetfovanych zvitat (mg/PCU).

Od roku 2023, 1 z divodu harmonizace s daty, ktera jsou sbirana Svétovou organizaci pro zdravi
zvitat (WOAH, databaze ANIMUSE), kam CR rovnéz doposud dodavala data o prodejich, byla
pro projekt ESUAvet zvolena jina jednotka. Zastava (s minimalnimi odchylkami) kvantifikace
mnozstvi 1é¢ivych latek charakteru antimikrobik vyjadfena v hmotnostnim objemu (mg), ale je
vztazena k jednotce biomasy zvifat (nové kg biomasy), kterd je kalkulovana se zohlednénim
pordzkovych hmotnosti, které jsou vyssi nez hmotnosti, které byly uvadény a zapocitany do
PCU. Tim padem takto “aritmeticky” byla navySena biomasa/populace zvitat a celkové pouziti
reportované v ramci ESUAvet (mg/kg biomasy) se jevi “Ciselné niz§i” nez to reportované
vramci ESVAC (mg/PCU). Tento krok byl nutny, nebot’ pokud by EU zistala u ptavodni
jednotky, plisobily by v kontextu svétovych dat jeji spotieby vyssi.

Oba typy dat (ESUAvet i ESVAC) jsou dostupna pro jednotlivé skupiny antimikrobik, ¢i pro
jednotlivé 1€kové formy, ¢i agregované pro vSechny 1écivé latky a vSechny 1ékové formy, a to
jak ve formé konsolidovanych zprav, tak také ve formé elektronické na webovych strankach

EMA, kdy se pfipravuji jejich interaktivni nahledy v podobé¢ tzv. Dashboards.

VSech kroki v ramci obou projektl se CR aktivné Uc€astnila a 1 naddle Ucastni, a to
prostiednictvim ndvrhi a pfipominek k jednotlivym komponentdm zaznamu, uchovévani,
hodnoceni a publikace dat, jelikoz po celou dobu méla zastoupeni ve zuzené expertni skupiné

(ne vzdy se vsak podaftilo vS§echny navrhované varianty prosadit).

3.3 Spotieby antimikrobik

V ramci Ceské republiky byla zaznamenana data o pouzivani VLP obsahujicich antimikrobika

u kriit za roky 2023 a 2024.

V roce 2023 bylo do CR (dle dat CSU a tstiedni evidence driibeze) dovezeno 1 008 509 kusiti
kriit k vykrmu, pfi¢emz dle dat EUROSTAT bylo v CR porazeno 172 720, dle dat TRACES
vyvezeno k pordzce 632 291 krit (rozdil, vyvoz ¢i porazka nésledujici rok). V roce 2024 bylo
do CR dovezeno 930 396 krit, dle dat EUROSTAT porazen v CR bylo 169 990 kriit a vyvezeno
na porazku 648 780 krit. Pro spotfeby antimikrobik jsou zdsadni pocty krut, které byly
dovezeny a v daném roce byl u nich zahajen tedy i vykrm. Nicméné pro vyjadieni pouzivani

v ramci projektu ESUAvet se vSak pouzivaji poéty porazenych (vnitrostatné i mimo tizemi
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daného statu sledujiciho spotieby, je to z divodu harmonizace se svétem a uvadéni dat

v databazi ANIMUSE (spravované Svétovou organizaci pro zdravi zvitat WOAH).

V tabulce niZe jsou uvedeny prehledy pouZivani antimikrobik v chovech krtit na izemi CR za

rok 2023 a 2024 a to jak v celkovych hmotnostnich objemech (kg) pro jednotliva antimikrobika

a v hmotnostnich objemech vztaZenych na jednotku biomasy (mg /kg biomasy v CR

odchovanych krut). Z dat v tabulce je patrno, ze mezirocné (2023 vs 2024) doslo k poklesu

pouzivani obou antimikrobik. U enrofloxacinu bylo pouZivani snizeno o témét 18 %, v ptipadé

kolistinu bylo pouZzivani snizeno o 100 % (dle z&dznaml o odebraném mnozstvi VLP

s kolistinem s pouzitim u kriit byla spotteba nulova).

Tabulka 1.

PouZziti antimikrobik u krit v letech 2023 a 2024, data v hmotnostnich objemech

(kg) a objemech lécivych latek charakteru antimikrobik vyjadfenych na kg

biomasy krut chovanych na produkci masa na izemi CR.

Pouziti Pouiiti_ 2023 Lé&iva latka Pouziti Pouiiti_ 2024
2023 (Kg) |(mg/kg biomasy) 2024 (Kg) | (mg/kg biomasy)
Enrofloxacin 76,31 7,18 Doxycyclin 137,04 12,68
Phenoxymethylpenicilin 60,94 5,74 Enrofloxacin 63,73 5,90
Doxycyklin 52,99 4,99 Phenoxymethylpenicilin 39,26 3,63
Amoxicilin 43,27 4,07 Amoxicilin 35,75 3,31
Sulfamethoxazol 17,00 1,60 Sulfamethoxazol 25,00 2,31
Kolistin 9,80 0,92 Sulfadimidin 8,81 0,82
Linkomycin 4,24 0,40 Trimethoprim 7,37 0,68
Trimethoprim 4,21 0,40 Spektinomycin 6,00 0,56
Sulfadimidin 3,71 0,35 Linkomycin 3,00 0,28
Tylosin 3,00 0,28 Tylosin 2,49 0,23
Neomycin 1,97 0,19 Florfenikol 0,30 0,03
Spektinomycin 1,93 0,18 Neomycin 0,00 0,00
Florfenikol 0,60 0,06 Erythromycin 0,00 0,00
Sulfaclozin 0,08 0,01 Spiramycin 0,00 0,00
Tiamulin 0,02 0,00 Tilmikosin 0,00 0,00
Erythromycin 0,00 0,00 Tylvalosin 0,00 0,00
Spiramycin 0,00 0,00 Tiamulin 0,00 0,00
Tilmikosin 0,00 0,00 Kolistin 0,00 0,00
Tylvalosin 0,00 0,00 Sulfaklozin 0,00 0,00
Sulfadimethoxin 0,00 0,00 Sulfadimethoxin 0,00 0,00
Chlortetracyklin 0,00 0,00 Chlortetracyklin 0,00 0,00
Oxytetracyklin 0,00 0,00 Oxytetracyklin 0,00 0,00
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4. MATERIAL A METODIKA

Experimentalni cCast se sklddala ze tfi urovni — farmy s chovem krit, fermentace kruti

podestylky a polniho pokusu.

4.1 Vykrm krit

S ohledem na cil funkéniho tkolu, byla vybrana farma s chovem masnych krit, kde u nékterych
turnusi dochdzelo v minulych dvou letech k terapeutickému a/nebo metafylaktickému
podavani veterinarnich 1écivych ptipravki s enrofloxacinem ¢i s kolistinem (tento byl podévan
pouze v roce 2023). Na zakladé dat o pouziti jak kolistinu, tak enrofloxacinu, které hlasi od
roku 2023 jednotlivi veterinarni 1€kafi, byl identifikovan veterinarni 1ékat, ktery v minulych
dvou letech indikoval a pouzil enrofloxacin (a v roce 2023 také kolistin). Pii volb¢ antimikrobik
se mimo klinické zkuSenosti a aktudlni klinické a post mortem nalezy opiral také o vysledky
stanoveni citlivosti . coli. Pfedmétna antimikrobika byla indikovéana k podéani u pocinajicich
enteritid v chovu, a to zejména v okamziku rozdéleni hejna (do individualnich hal zv1ast krity
a krocani). V téchto ptipadech, 1 z diivodu presunti a stresu zvitat oSetiujici veterinarni Iékar
zvazoval podani kolistinu (v pfipad¢ nutnosti nasledné i enrofloxacinu) v turnusu s produkci

masnych krit.

Zdravotni stav (kvalita) naskladiovanych zvitat je ovlivnéna naptiklad stafim rodi¢ovského
hejna, jeho zdravim a vakcina¢nim statusem (vic¢i vybranym onemocnénim, z nichz néktera, a¢
jsou virového pivodu, mohou ovlivnit celkovou kondici zvifat a schopnost odolavat
bakterialnim onemocnénim, takze pii oslabeni virovym agens muiize nastoupit sekundarni
bakterialni infekce, na kterou je jiz vhodné/nutné podat antibiotikum). V1iv miva i rocni obdobi
(kriti¢tejsi jsou podzim a zima, €i teplotni extrémy, kdy i haly s klimatiza¢nimi jednotkami
mohou mit problém udrzet vhodné a stabilni podminky) ¢i kvalitou a délkou transportu.
U jednodennich kriitat se do 3—4 dne po naskladnéni mohou vyskytnout infekce (pupku nebo
septické stavy) zplisobené ptivodci, které jesté lze spojovat s prostfedim rodicovského chovu
a lihné. Pokud je hejno celkové v dobrém zdravotnim stavu a kondici, mira umbilikéalnich
infekci a septickych stavil ptipadné az thynt je velmi nizkd, vétSinou postaci podat v napajeci
vod¢ vitamin C a zabezpecit kvalitni krmivo a environmentalni podminky. Pfi zjevnych
priznacich vyse uvedenych infekei, s rozvahou mikrobiologického profilu (rodi¢e a odbéry i od
naskladnénych krutat) a se zvazenim rychlosti progrese a Sifeni onemocnéni v hejné a miry

uhynil je zvazovano nasazeni antibiotik (u pfedmétného hejna byl tésné€ pied vlastnim odbérem
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vzorki nasazen pouze kolistin (samostatné, nikoliv v kombinaci). Poznamka: VLP s kolistinem
lze podat s jinym VLP s enrofloxacinem, ¢i jinym VLP naptfiklad s amoxicilinem, kde
kombinaci kolistin/enrofloxacin ¢i kolistin/amoxicilin je ve vyjimecnych piipadech vysokych
uhynil a kombinovanych infekci, ¢i infekci, kde ptivodce reaguje uz pouze na jednu z téchto
synergnich kombinaci mozno podat. V predmétném chovu byl perordlné do napajeci vody
aplikovan samostatné pouze VLP Colivet peroralni roztok. Krom¢ naskladnéni jednodennich
kratat, byly i v tomto turnusu monitorovany parametry zivotniho prostiedi zvifat (pfedevsim
vlhkost a teplota, funk¢nost ventilatorti — s vlivem na proudéni vzduchu, svétleny a napéjeci
rezim, mnoZzstvi amoniaku) a velmi zasadni je také kvalita krmiva (pfesn€¢ vybalancované

krmné smési, dle stadia vykrmu) a kvalita napajeci vody.

Po prvnich trech kritickych momentech (lihnuti, transport a naskladnéni) je dalsi kritické
obdobi pro hejno vykrmovych krit pii stresu z rozdéleni hejna na krocany a krity (ve staii 48
dn). Ve dnech tésné pied rozdélenim je jiz vysoka hustota osidleni haly (coZ samo o sobé je
stresovym faktorem), nasledné je hejno vakcinovéano a poté rozdéleno a krocani jsou presouvani
do vedlejsi) vycisténé, vydezinfikované a Cist€ podestlané haly. V daném zemédélském
podniku probiha pfesun zvitat tunelem napojenym na druhou halu, aby se zabranilo jesté vyssi
mife stresu pfevazenim zvifat, ¢i napt. zatézi zvifat povétrnostnimi vlivy ¢i vystaveni zvitat
riziku infekce z vnéjsiho prostiedi. I pfes obezietny postup, i v tomto obdobi se ¢asto vyskytuji
napiiklad enteritidy a pro 1écbu jiz nemocnych zvirat, zamezeni dal$iho Sifeni onemocnéni,
zabranéni utrpeni, ¢i thynii zvitat, jsou mnohdy podavana antibiotika. V pfedmétném chovu
u kriit a krocanil v turnusu naskladnéném 7. 1. 2025 byla poprvé podana antibiotika 11.-16. 1.
2025 (6 dni VLP obsahujici amoxicilin: Vetrimoxin 500 mg/g praSek pro perordlni roztok,
indikovan byl z diivodu klostridiovych infekei), dale byl 1.-3. 2. 2025 podan VLP Baycox 25
mg/ml peroralni roztok (indikovan proti kokcidiim, obsahuje 1é¢ivou latku toltrazuril, coz neni
antibiotikum) a nasledn¢ jesté 4.— 9. 2. 2025 (6 dni VLP obsahujici linkomycin, Linco-sol 400
mg/g praSek pro podani v pitné vode¢), jako posledni byl metafylakticky, z divoda pocinajicich
enteritid podan VLP Colivet peroralni roztok, obsahujici kolistin (jako colistini sulfas)
2 000 000 IU/ml. O vSech podanich je vedena podrobnd dokumentace v souladu s platnymi
pravnimi predpisy — v knize zdznam o 1é¢bé, véetné podaného mnozstvi a ¢isla Sarze podaného

VLP.

22



AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiredi, zprava za rok 2025

Charakteristika hospodarstvi

Do studie byl vybran zemédélsky podnik s chovem krit z Pardubického kraje. V arealu
predmétného podniku jsou umistény dve haly krut, dale také haly brojlerti kura domaciho a haly
vykrmovych prasat. Kapacita hal 1 a 2 pro krity je do max 22 000 kusii. V hale s nastdjenim
kriit byva inicidlné nastdjeno max 21 000 kust. Ve véku 7 tydnl jsou rozdéleni (krocant je
méng, jsou produkovani do vyssi ho véku a vyssi hmotnosti). V hale, ze které byly odebrany
vzorky bylo na poc¢atku nastajeno 21 000 krtt, z toho 13 250 krat a 7750 krocanti, ke dni prvni
1écby (11. 1. 2025, viz zdznam o 1é¢bé) se v disledku tthynii zredukoval pocet na 20 859 krit
(krtity 1 krocani), o mésic pozdéji (9. 2. 2025, opét v dusledku thynti) je v zdznamu o 1é¢be

linkomycinem uvedeno o 100 kusi krat méné (20 759 kust, viz zdznam o 1é¢b¢).

V hale s prvoodbéry podestylky s trusem byly krity ve staii do 49 dni.

Do daného chovu byla navezena jednodenni kritata plemene BUD 6 hybrid (Kartzfen)
v ptepravkach vétSinou po 100 ks (pfipadné po 90 ks). Neprobihd zde sexovani kriatat,

k dispozici piesné vakcinacni schéma).

Na farmé byl ziskan vzorek podestylky k modelovému pokusu fermentace. Déle byl na farmeé
proveden screening vyskytu genii rezistence ke kolistinu a enrofloxacinu v prostiedi.
Fermentace probihala od 24. 2. do 30. 5. 2025 (celkem 14 tydnii). Pokusné policko bylo
zaloZeno v aredlu zkusebni stanice UKZUZ Chrlice, na fluvizemi. Po aplikaci vyzralého hnoje

byly z testovaciho pozemku odebirany v pravidelnych intervalech vzorky pudy.

Odbéry vzorki z vykrmové haly

Funk¢ni tkol byl zahajen v chovné hale, ve které byly krity ve véku 48 dnt, jiz oddélené od
krocant. Turnus byl sledovdn do 100. dne v&ku zvifat. Odbér Cisté podestylky, faeces
s podestylkou, napajeci vody a stér z napajecek, krmitek a stén pod okny byl proveden dne
24.2. 2025. Nasledujici den (25. 2. 2025) byl kritim podan kolistin, resp. bylo zahdjeno

podavani VLP Colivet, a to prostiednictvim napéjeci vody.

Stéry z prostiedi a odbéry napajeci vody byly provedeny jednorazové, odbéry vzorkl faeces
s podestylkou ke stanoveni genii rezistence k fluorochinoloniim a kolistinu pravidelné po 2

tydnech. Stéry byly provedeny pomoci sterilni polyuretanové stérové houbicky (World
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Bioproducts, USA). Vzorky faeces s podestylkou a krmiva byly ulozeny do PE sackt, ulozeny

do chladiciho boxu a v den odbéru piedany do laboratote. Ve stejnych terminech byly odebrany

vzorky faeces ke stanoveni rezidui kolistinu mikrobiologickou metodou. Vzorky faeces byly

odebirany z n€kolika mist v hale z podlahy, ptimo do PE sacku.

Aby byl podchycen cely cyklus chovu krit, tzn. i krity ve stari 1-48 dni, byly dalsi odbéry ve

stejné chovné hale provedeny 23. 5. 2025, v den naskladnéni nového turnusu. Byly odebrany

stéry z napajecek, krmitek a stén pod okny, vzorek Cisté podestylky (hoblin), vzorek napajeci

vody ze zaCatku rozvodu a krabice z lihné, ve kterych byla kufata pfevaZena. VSechny tyto

vzorky byly urCeny ke stanoveni genti rezistence k fluorochinoloniim a kolistinu. Déle byly

v pravidelnych dvoutydennich intervalech odebrany vzorky faeces s podestylkou. Metodika

odbéru byla stejna jako u predchoziho turnusu.

Dva turnusy
Jedna hala

>
@
=
®
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Farma — chov kriit (2-4 mésice)

Farma — chov kriit (0-2 mésice)
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napajeci voda
faeces s podestylkou
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4.1.1 Stanoveni kolistinu (A2)

Pro stanoveni koncentrace kolistinu v jednotlivych matricich (voda, ptida, podestylka s faeces)
byla pouzita mikrobiologicka difuzni plotnova metoda s referenénim kmenem sbirkového
mikroorganismu (Bordetella bronchiseptica CCM 4416), ktery je vysoce citlivy ke
zkouSenému antibiotiku. Na plotnach s vhodnym agarovym médiem tak lze tak ocekavat
vytvofeni inhibi¢nich z6n, kdy je umoznéno srovnani zkoumaného antibiotika ve vzorku a jim
vytvofené inhibicni zény s inhibi¢nimi zénami vytvofenymi zndmymi koncentracemi
antibiotika — standardni referencni latky (obrazek 4).

Rozsah koncentraci, které je vhodné otestovat, vychazel z toho, aby byla dodrzena podminka
linearity mezi jednotlivymi fedénimi, a proto byly na zakladé ptedchozich analyz zvoleny
nasledovné: 200 — 400 — 800 IU/ml. Podminky inkubace byly 37 °C po dobu 24 h. Méteni
velikosti inhibi¢nich zon bylo provadéno pomoci analyzatoru obrazu NIS-Elements (ver. 4.60),

statistické vyhodnoceni dat pak pomoci programu Combistats, ktery poskytuje EDQM.

Pouzité materialy a chemikalie:
Standard kolistin sulfatu (EDQM) o koncentraci 10 000 [U/ml.

Kultivaéni médium pro provadéni mikrobiologické difuzni jamkové metody: Antibiotic
Medium B (fa HiMedia) se slozenim odpovidajicim doporuéeni dle Ceského Lékopisu

v platném znéni.

Redici roztoky: sterilni voda jako zakladni fedidlo, nasledné fedéni pufr o pH 6,0, metanol

Pouzité laboratorni vybaveni
Laboratorni vahy, tiepacka, ultrazvukova lazen s temperovanim, centrifuga.

Laboratorni sklo, Petriho misky, automatické pipety (a jednorazové spicky), korkovrt, pinzety,

nuzky, skalpel.
Mlynek pro rozemleti a homogenizaci podestylky s faeces,
Papirové filtry, stiikackové filtry Millex 0,22um

Me¢éteni velikosti inhibi¢nich z6n bylo provadéno pomoci sejmuti obrazu kamerovymi

systémem a naslednym vyhodnocenim pomoci pocitacové analyzy obrazu (analyzator obrazu
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NIS-Elements (ver. 4.60), po ziskani snimkli kamerovym systémem (soucast sestavy, obrazek

5).

Statistické vyhodnoceni dat pomoci programu Combistats, ktery poskytuje EDQM.

Obrazek 4. Inhibiéni z6ny: horni polovina testovana napdjeci voda, dolni polovina standard
o znamé koncentraci kolistinu 800 IU/ml. Pfesné méreni velikosti inhibi¢nich zén
pomoci analyzy obrazu je klicové pro uréeni koncentrace kolistinu ve vzorku.
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Obrazek 5. Systém snimani Petriho misek kamerou a napojeni na Pocitacovou analyzu
obrazu (NIS — elements)
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Postup

S ohledem na skute¢nost, ze se jednalo o vysetfeni matric z terénnich vzorka bylo potifebné
metodicky ovéfit jednotlivé ¢asti postupu. Jednd se piredevsim o vylouceni pfitomnosti latek
interferujicich s prukazem hledaného analytu — kolistinu (¢i modifikace metody pro vylouceni,
¢i kvantifikaci miry interference) a také byl proveden pritkkaz vhodnosti dané metody (priméarné
nastavené na testovani kolistinu v 1é¢ivych ptipravcich, kde je nejen deklarovana urcita
koncentrace kolistinu, ale také jsou zndmy vSechny pomocné latky a Ize posoudit, v jakém
rozsahu mohou s vySetfenim interferovat, rovnéz je zndma mikrobiologickd Cistota vzorku)

a nasledné¢ jiz vlastni stanoveni v terénnich matricich (podestylka s faeces).

1) Vylouceni pritomnosti interferujicich latek v matricich bez pritomnosti kolistinu

V prvni fazi byla provedena kontrola, zda ve vzorcich vody, slamy a podestylky (slama s faeces
kriit, z daného chovu, jimz nebylo podavano Zadné antibiotikum) nejsou obsazeny latky, které
by interferovaly pfi dal§im stanoveni ucinnosti kolistinu tim, zZe by také inhibovaly referencni
mikroorganismus a vytvaiely na pouzitém zivném médiu inhibi¢ni zoény. Ze slamy a podestylky
byl pfipraven vyluh (navéazka 10 g materialu, doplnéno do 100 ml vodou), ktery byl ponechan
pii laboratorni teploté po dobu 24 h. Vyluh byl ptefiltrovan, ptes papirovy filtr a ptes
stiikackovy filtr, zfiltrovany roztok se pak aplikoval do jamek v testaénim médiu s referenénim
kmenem B. bronchiseptica. U vzorkl napajeci vody a vyluht se provedla aplikace do jamek po
piedchozi filtraci pres stiikackovy filtr Millex 0,22um (filtry Millex byly pouzity proto, aby se
zabranilo pfertstani kontaminujici mikroflory z vody, slamy a podestylky do Zivného média,
¢imz by se zhors$ila moznost odec¢tu velikosti inhibi¢nich zén). Vysledky jsou uvedeny v tabulce

2. Nebyla prokéazana ptitomnost interferujicich latek v zaddném z analyzovanych vzorkda.

Tabulka 2.  Velikosti inhibicnich zon u vzorku napdjeci vody, slamy a podestylky, odebranych
pred aplikaci pripravku s kolistinem (= Kontrola bez antibiotika kolistinu)

Vzorek Velikost inhibiéni zony (mm)
Voda napajeci 0
Slama 0
Podestylka (slama s trusem nelécenych krut) 0
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2) Spikovani vzorki vody a podestylky — priikaz vhodnosti pouZzité metody

V dalsi fazi bylo provedeno umélé spikovani kolistinem a to pfidanim znamych koncentraci
tohoto antibiotika do vzork Cisté napajeci vody a podestylky (slamy s faeces nelécenych krit).
Pro tyto ucely byl pouZit standard kolistin sulfatu (EDQM) o zndmé koncentraci 10 000 IU/ml,
ktery byl k matrici pfidan tak, aby finalni koncentrace kolistinu byla 740 IU/ml (vzorek vody),
750 TU/ml vyluhu (podestylka s faeces nelécenych kriit). U vzorku podestylky byla provedena
dikladna homogenizace vzorku s pifidanym standardem pomoci laboratorniho mlynku.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
Metoda se ukazala jako vhodna pro stanoveni kolistinu v napajeci vode¢.

Dle dosazenych vysledkli vSak zfejmé neni vhodnd pro stanoveni kolistinu v organickych
materidlech. V ramci testovani byly zkouSeny 1 mozné upravy metodiky, pokud jde o fedici
roztoky (napf. okyseleni roztoku, pouZziti methanolu), avSak bez tispéchu. Jevi se, Ze molekula
kolistinu m4, s ohledem na svoji chemickou strukturu a rovnéz pravdépodobné elektrostatické
vlastnosti schopnost vazby na rizné (zejména organické) matrice, dle jejich povahy. Tato
schopnost pravdépodobné¢ v rizném rozsahu a dle konkrétnich vyslednych fyzikalné-
chemickych vlastnosti smési organickych materialti (slamy, faeces) ovlivni i silu vazby, ¢i
ovlivni schopnost difize vyluhu, ¢i je schopna modifikovat miru inhibice ve vztahu
k referencnimu mikroorganismu. V odborné literatufe (de facto velmi limitovany pocet
publikaci), kterd byla v dob¢ pfipravy a provedeni studie dostupna a uvadéla informace
o testovani kolistinu z organickych matric navic nejsou detailné popsany metodiky, ¢i nejsou
ziejmé vystupy po strance validace metod, vytéznosti analytu a dalSich parametri, které by
mohly pfispét k nastaveni metody tak, aby spliiovala pozadavky na ptesnost, spravnost,
opakovatelnost a reprodukovatelnost. I proto bylo obtizné, at’ jiz na zékladé literatury ptimo ke
kolistinu, ¢i 1 k jinym molekuldm ze skupiny polymyxint nalézt vhodny eluent, ktery by
umoznil efektivné uvolnit kolistin z matrice, tak aby bylo moZzno provést mikrobiologické

stanoveni poskytujici robustni vysledky.

Tabulka 3.  Vysledky stanoveni koncentrace kolistinu ve spikovanych vzorcich

Vzorek Predpokladané koncentrace Detekované koncentrace
kolistinu (IU/ml) kolistinu (IU/ml)

Voda napéjeci 741 742

Podestylka .

(sldama s faeces neléenych krut) 750 18

*Nebyla splnéna podminka paralelity
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3) Analyza vzorki, které byly odebrany po peroralni medikaci krut pripravkem Colivet

sol. pfidaného do napajeci vody (2 1 pripravku do medikatoru o objemu 100 1)
a) Testovani medikované vody 7 vypustnich kohouti

Analyze byly podrobeny vzorky napéjeci vody z vypusti na za¢atku napdjeciho systému a déle
z vypustnich kohoutl v pravé a levé cast haly, a to 3. den medikace a poté 48 h po posledni
medikaci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4. Koncentrace kolistinu byla v dobé medikace ve
vSech vypustnich mistech srovnatelna. 48h po ukonceni medikace se jiz predpokladalo, ze
vzorky vody nebudou obsahovat kolistin, ale to bylo potvrzeno jen na zacatku napdjeciho
zafizeni, v pravém vypustnim kohoutu byl prokdzan kolistin pod limitem kvantifikace (pod 100
[U/ml), ve vzorku z levého vypustniho kohoutu byl kolistin stanoven v hladin¢ 252 TU/ml.
Moznym divodem téchto rozdili mohl byt rizny tlak vody v kazdém rameni napajeciho
systému, €1 necistoty/biofilm, ktery miize ndrazove uvolnit zachycené latky (v€etné 1éciva), ¢i

nerovnomérnost rozvodu vody.

Tabulka 4. Vysledky stanoveni koncentrace kolistinu v napdjeci vodé béhem medikace a po
jejim ukonceni

Vzorek Detekované koncentrace kolistinu (IU/ml)
3. den medikace

Voda napajeci — vypust na za¢atku 1034 1U/ml

Voda napajeci — pravy kohout 1000 1U/ml

Voda napajeci — levy kohout 988 IU/ml

48 h po ukonéeni medikace

Voda napajeci — vypust na za¢atku Nedetekovano

Voda napajeci — pravy kohout detekovano pod limitem kvantifikace

Voda napajeci — levy kohout 252 1U/mi

b) Testovani vzorkii podestylky

Vzorky podestylky s faeces z chovné haly byly odebrany 3. den medikace ze tii riznych casti
chovné haly. Jelikoz se podany kolistin ze stfeva krit nevstiebdva a vlastni 1é¢ivo
v nemetabolizované form¢ plsobi pouze ve vnitinim prostoru stieva a stievniho obsahu
a nasledné se vylucuje ve faeces, znamena to, ze kolistin byl nejméné¢ 48 hodin s faeces vSech

zvitat vylu¢ovan do podestylky.

Navazka vzorku (podestylka s faeces 1écenych kriit) byla 10 g, doplnéno vodou do objemu 100
ml, tfepano 30 minut na tfepacce, poté¢ 30 minut v UTZ lazni pti 35 °C, nasledn€ znovu jeste

10 minut na tfepacce. Byla provedena centrifugace (3000 ot./5 min), supernatant byl zfiltrovan
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ptes papirovy filtr a poté ptes filtr Millex 0,22 um. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce
5.

Stanoveni koncentrace kolistinu mikrobiologickou difizni metodou v podestylce s faeces se
ukédzalo jako nevhodné, nebot’ nebyla dostupnd volnd frakce vyvolavajici antimikrobni
pusobeni na testa¢ni referencni kmen, které by zptsobilo vyskyt adekvatnich inhibi¢nich zon.
Lze tedy predpokladat, ze dochazi k vazbé kladn€ nabitého polypeptidového antibiotika se
zaporn¢ nabitymi organickymi latkami v podestylce, navic hydrofobni ¢ast molekuly kolistinu
umoznuje dal$i sorpci na organické ¢astice, a proto i1 v ptipade, kdy se do vyluhu uvolni jen
velmi malé mnozstvi, nelze vysledky analyz brat v ivahu jako validni. Pro uvolnéni kolistinu

z vazby na organické materidly by ziejmeé bylo potieba pouzit specidlni extrakéni metody.

Provadéno bylo i spikovani podestylky ptipravkem Colivet sol. (2 000 000 IU/ml) ve vyssi
koncentra¢ni hladin€ — k 10 g se ptidalo 10 ml ptipravku, vSe bylo diikladné zhomogenizovano
a nafedéno vodou na objem 200 ml (piedpoklddana koncentrace kolistinu ve vyluhu tedy byla
100 000 IU/ml), detekovano bylo 31700 IU/ml, tedy asi 3x mén¢. I z tohoto vysledku vyplyva,
ze v ramci mikrobiologického stanoveni se na tvorbé inhibi¢nich zén mutze podilet pouze
,»volnd frakce kolistinu®, kterd ziistane poté, kdy jsou ,,vazebna mista® organické hmoty jiz

obsazena.

Vzhledem k vysledkiim, které byly ziskdny pii zkouskach a validaci metody, nebyly dalsi

vzorky podestylky odebrané po ukonceni medikace jiz testovany.

Tabulka 5. Vysledky stanoveni koncentrace kolistinu v podestyice 3. den medikace

medikace
Vzorek Stanovena koncentrace kolistinu (IU/ml)
Podestylka prava ¢ast haly Nedetekovano
Podestylka leva ¢ast haly Nedetekovano
Podestylka stfedni ¢ast haly Nedetekovano

Analyzovany byly i fermentované vzorky podestylky s pidou (po 2,5 mésicich zrani) — ke 2 kg
podestylky a pudy (pomér 1:1) bylo na pocatku piidano 400 ml ptipravku Colivet sol.,
predpokladana koncentrace kolistinu tedy byla 400 000 IU/g. Vzorek byl zpracovan tak, jak
bylo uvedeno vyse (ve vyluhu byla pak ocekévand koncentrace kolistinu 40 000 IU/ml).
Kolistin byl sice detekovan, ale jeho obsah se pohyboval na hladin€ limitu kvantifikace (100

IU/ml), coz svédci o jeste niz8i mife pritomnosti volné/aktivné inhibujici slozky kolistinu.
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Z vyse uvedenych udaji je patrné, Ze pouzita metoda neni vhodnd pro stanoveni koncentrace
kolistinu v podestylce, ¢i v podestylce s faeces pied ani po fermentaci. Z tohoto divodu neni
mozné metodu pouzit ani pro stanoveni kolistinu v pid€, kam byla zapracovana fermentovana
podestylka s trusem. Podestylka s faecees je slozitd smes, kterd obsahuje organické latky
rostlinného piivodu (sldma), organické latky zivoc¢isného ptivodu (faeces, obsahujici u driibeze
i slozku moci) a také zbytky krmiva s pfipadnymi aditivy (organické ¢i anorganické povahy).
Vsechny tyto slozky mohou s kolistinem interagovat, vazat ho a ovliviiovat extrakci volné
aktivni frakce kolistinu schopné inhibovat rist testovacitho mikroorganismu, ¢imz se
znesnadiluje presné méteni. Pevna vazba kolistinu na organické latky vSak zaroven miize
podstatné ztizit jeho degradaci a tim prodlouzit jeho perzistenci v pudnim ekosystému

a potencionalni dopady na zZivotni prostiedi.

4.1.2 Stanoveni enrofloxacinu (B)
V réamci provedeného experimentu byly analyzovany dva typy vzorkl — faeces s podestylkou
a puda pted a po aplikaci dribeziho hnoje. VSechny vzorky byly po odbéru az do analyzy

uskladnény v mrazicim boxu pii -80 °C pro minimalizaci ztraty analytu.

Pouzité materialy a chemikalie

Milli-Q voda; acetonitril ¢istoty min. 99,9% pro LC-MS (VWR); methanol ¢istoty min. 99,9%
pro LC-MS (VWR); kyselina mravenci €istoty min. 98% , (Sigma Aldrich), kyselina citronova
monohydrat Cistoty min. 99,5% (Lach-Ner); hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat
Cistoty min. 98% (Lach-Ner); Chelaton III ¢istoty min 99% (Lach-Ner); dusi¢nan hotec¢naty
hexahydrat (VWR); 25% vodny roztok amoniaku (VWR); enrofloxacin Cistoty min. 99 %,
CRM (Sigma Aldrich); ciprofloxacin ¢istoty min. 98%, CRM (Sigma Aldrich); Enrofloxacin —
d5 hydrochloride ¢istoty min. 99% (Sigma Aldrich); Ciprofloxacin - d8 hydrochloride hydrate
Cistoty min. 99% (Sigma Aldrich).

Pouzité laboratorni vybaveni

Ptistroj pro ptipravu Milli-Q vody Milli-Q Millipore, Academic; kapalinovy chromatograf
UHPLC 1290 Infinity, Agilent Technologies; kolona (Luna® Omega Polar C18 Phenomenex,
100 x 2.1 mm; 1.6 um); hmotnostni spektrometr Bruker Evoq LC/TQ; Analytické vahy
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RADWAG AS 220.R2 PLUS; ultrazvukova lazen Kraintek 5; centrifuga Eppendorf 5804, rotor
type F-34-6-38; vortex; automatické mikropipety (Eppendorf); PP/PE zkumavky 50 ml;
sttikackové nylonové filtry 0,22 um (Chromservis); sttikacky pro filtrovani; bézné laboratorni

sklo a pomtcky.

Pouzité plyny

Argon o Cistoté 5.0 (SIAD Czech spol. s.r.0).

Postup extrakce fluorochinolonii ze vzorki kruti podestylky

Byla vyuzita validovana metoda extrakce (Fucik et al, 2024), kterd byla optimalizovana pro
vy$si koncentrace fluorochinolonti ve vzorcich podestylky (=1 g/kg). Byl navazen 1,00+0,05 g
zhomogenizovan¢ho a rozmélnéného vzorku podestylky do PP/PE centrifugacni zkumavky
o objemu 50 ml. Nasledn¢ byly ke vzorku ve zkumavce ptidana extrakéni ¢inidla: 0,6 g EDTA
7,5 ml Mcllvaine pufr pH=8, 7,5 ml ACN, 4,8 ml roztok 2 M Mg(NO3)2 a 0,2 ml 2,5% roztoku
NH3s. Takto pfipravena smés byla promichana 30 sekund na vortexu, nasledné ihned vloZena na
10 min do ultrazvukové 1azné€ pii teploté¢ 35 °C. Po extrakci byl vzorek odstiedén pomoci
centrifugy pii 4 800 otdCek za minutu, po dobu 8 min. Extrakt byl nésledn¢ slit do vialky
o objemu 30 ml. Extrakce byla provedena jesté jedenkrat s poloviénimi objemy extrak¢nich
¢inidel a bez ptidavku EDTA (tj. 3,75 ml Mcllvaine pufr pH=8, 3,75 ml ACN, 2,4 ml roztoku
2 M Mg(NOs)2 a 0,1 ml 2,5% roztoku NH3) a supernatant byl slit do vialky k pfedchozimu
supernatantu. Extrakt byl pfefiltrovan ptes stfikacku s nylonovym filtrem (0,22 pm) a 100x
zfedén smési 0,1% HCOOH s ACN v poméru 95:5 pro naslednou analyzu pomoci UHPLC-
MS/MS nebo UHPLC-DAD.

Kvantifikace fluorochinolonii ve vzorcich faeces s podestylkou

Pro analyzu pomoci UHPLC-MS/MS bylo k 995 pl ztedéného extraktu ve 2 ml vialce ptidano
5 pl smési vnitinich standardti deuterovaného ciprofloxacinu a enrofloxacinu o koncentraci 10
pg/ml ke kompenzaci matricnich efekti. Pro kvantifikaci ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve
vzorcich faeces s podestylkou byla pouzita metoda externi kalibrace zahrnujici izotopicky

znacené vnitini standardy enrofloxacin — d5 a ciprofloxacin — d8. MnoZstvi analytli bylo ur¢eno

32



AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiredi, zprava za rok 2025

pomoci kalibrace na zakladé¢ poméru intenzity signalu analytu a pfisluSného vnitiniho

standardu.

Pro kvantifikaci ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve vzorcich faeces s podestylkou pomoci

UHPLC-DAD byla pouZita metoda externi kalibrace.

Analyza kazdého vzorku, vcetné extrakce, byla provedena v 5 opakovanich. Vytéznost metody
byla testovana na koncentracich 0,1; 1; 10 a 2 500 mg/kg. Dosazené vytéznosti jsou uvedeny

v tabulce 6.

Tabulka 6. VytéZznosti extrakéni metody (RR) na jednotlivych koncentracnich hladinach

cIP ENR
RR 0,1 mg-kg™ [%] 112417 134417
RR 1 mg-kg™ [%] 100£2 9144
RR 10 mg-kg™' [%] 109,421,2 1106
RR 2500 mg-kg™ [%] | 944 102,241,2

Tabulka 7. Limity detekce a kvantifikace UHPLC-MS/MS metody pro analyzu ciprofloxacinu
a enrofloxacinu ve vzorcich faeces s podestylkou

CIP ENR
LoD [ng-ml"] 0,8 0,3
MLoD [mg-kg™] 2 1,0
LoQ [ng-mlI] 2,4 1,0
MLoQ [mg-kg™] 71 3,0

Tabulka 8. Limity detekce a kvantifikace UHPLC-DAD metody pro analyzu ciprofloxacinu
a enrofloxacinu ve vzorcich faeces s podestylkou

CIP ENR
LoD [ng-ml"] 2,9 2,8
MLoD [mg-kg™] 8,8 8,4
LoQ [ng-ml] 8,9 8,4
MLoQ [mg-kg] 27 25,3

4.1.3 Sledovani abundance vybranych gent rezistence (C)

Priprava selektivnich kultiva¢nich médii

Sledovani abundance vybranych genli kodujicich plazmidové vazanou rezistenci k chinoloniim

a rezistenci ke kolistinu bylo pfednostn€ zaméteno na bakterie rodu Escherichia coli a zastupce
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skupiny koliformnich bakterii. Ke kultivaci bylo pouzito kultivaéni médium EC/col-NAL, t;.
Chromatic™ Coliform Agar (Liofilchem, IT) suplementovany kyselinou nalidixovou (Sigma-
Aldrich, D) o finalni koncentraci 16 mg/l a ddle EC/col-KOL, tedy Chromatic™ Coliform Agar
Chromatic™ Coliform Agar s pridavkem kolistin sulfatu (Discovery Fine Chemicals, UK) ve
finalni koncentraci 3,5 mg/l. Selektivita pfipravenych médii byla kontrolovana rlstem

bakteridlnich kment k antibiotickym suplementiim rezistentnich a citlivych.

Zpracovani stéra prostiredi

Stéry z prostfedi farmy byly ihned po transportu do laboratofe zpracovany. K polyuretanové
stérové houbicce bylo pfiddino 20 ml pufrované peptonové vody (PPV) a provedena
homogenizace na pfistroji typu stomacher (Interscience, F). Nasledné byly vzorky inkubovany
pti 37 °C po dobu 18-24 h. Z pomnozené PPV byl odebran 1 ml k extrakci DNA a prikazu
gentl rezistence metodou PCR. Vzorek vyockovan na pidy EC/col-NAL a EC/col-KOL a po
inkubaci (37 °C/ 18-24 h) bylo izolovéano z kazdé ptidy aZ pét kolonii s morfologii typickou pro

E. coli, ptipadné koliformni bakterie. Ty byly dale testovany na pfitomnost vybranych gent.

Zpracovani vzorku faeces s podestylkou a krmiva

Ze vzorkl podestylky a krmiva bylo v laboratofi navazeno 25 g, homogenizovano s 225 ml
PPV a inkubovéno pii 37 °C po dobu 18-24 h. Po ukonceni inkubace byl 1 ml pouzit k extrakci
DNA a ke stanoveni pritomnosti gent rezistence. Suspenze byla dale vyockovana na pady
EC/col-NAL a EC/col-KOL a inkubovana pii 37 °C/18-24 h. Vzorek vyockovan na pudy
EC/col-NAL a EC/col-KOL a po inkubaci (37 °C/ 18-24 h) bylo izolovano z kazdé pliidy aZ pét
kolonii s morfologii typickou pro E. coli, ptipadné koliformni bakterie. Ty byly déle testovany

na pritomnost vybranych gent.

Zpracovani vzorki vody

Napdjeci voda byla analyzovana metodou membranové filtrace (Sartorius, D) s pouzitim
membranovych filtr o velikosti pora 0,45 um (Millipore, USA). Pro kazdé pouzité kultivacni
médium (EC/col-NAL a EC/col-KOL) byl filtrovan objem 100 ml vzorku. Inkubace probihala
pii 37 °C/18-24 h. Vzorek vyockovan na piidy EC/col-NAL a EC/col-KOL a po inkubaci (37
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°C/18-24 h) bylo izolovano z kazdé plidy az pét kolonii s morfologii typickou pro E. coli,

pripadné koliformni bakterie. Ty byly dale testovany na ptfitomnost vybranych gent.

Extrakce DNA z pomnoZenych vzorkii

Z pomnozené PPV byl odebran 1 ml, centrifugovan 10 min pii 8 000 rpm, peletka byla promyta
v 500 pl fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku (PBS, Sigma-Aldrich, USA), nasledné
znovu centrifugovana 5 min pfi 8 000 rpm. Peletka byla nasledné resuspendovana v 180 pl
ATL pufru z extrakéniho kitu DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, UK). Dalsi postup probihal dle

pokynt vyrobce.

Priprava DNA z bakterialnich kultur

DNA z bakterialnich kultur byla ziskana lyzou varem. Suspektni kolonie byly promyty v 1 ml
fyziologického roztoku, poté odstiedény pii 11 000 rpm/10 min. Po sliti supernatantu a pfidani
200 pl sterilni destilované vody byl vzorek inkubovén v suché 1azni pfti teploté 95 °C/20 min,

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

Stanoveni pritomnosti geni PMQR

Pritomnost gent kodujicich Qnr proteiny gnrA, gnrB a gnrS (Cattoir et al. 2007; Gay et al.
2006), aminoglykosid acetyltransferazu aac(6’)Ib -cr (Park et al. 2006), efluxni pumpu gepA
(Yamane et al. 2008) a rezistenci ke kolistinu mcr/ (Liu et al. 2016) byla testovana metodou
PCR. K amplifikaci byl pouzit QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagene, D) a vlastni reakéni
cyklus byl ptevzat z predchozich studii (Cattoir et al. 2007; Gay et al. 2006; Park et al. 2006).
Templatova DNA byla ptipravena dle typu vzorku bud’ 1yzou varem (bakterialni kultury) nebo
extrak¢nim kitem (pomnozend PPV). Piitomnost pfipadnych inhibitort PCR byla limitovéana
nafedénim extrahované DNA v poméru 1:10 sterilni vodou pro PCR (Top-Bio, CR). Vlastni
PCR produkt byl po amplifikaci obarven barvivem MIDORI Green Advance (Nippon, D)

a vizualizovan UV svétle.
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Extrakce DNA pro celogenomové sekvenovani (WGS)

K izolaci bakterialni DNA byl pouzit DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (QIAGEN, D).
Postup extrakce vychazel z protokolu vyrobce s upravou v pocatecni fazi, kdy byla 24hodinova
Cistad kultura prenesena piimo do PowerBead zkumavky. Dalsi kroky izolace probihaly dle

postupu daného vyrobcem.

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

Nazev Velikost
- Gen Sekvence (5°-3") produktu Reference
primer
(bp)
QnrAm-F AGA GGATTT CTC ACG CCA GG
qnrA 580
QnrAm-R TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC
Cattoir et al. (2007)
QnrBm-F GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG
qnrB 264
QnrBm-R TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA
QnrS-1 ACG ACATTC GTC AAC TGC AA
qnrS 428 Gay et al. (2006)
QnrS-2 TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC
aac(6’)Ib-F TTG CGATGC TCT ATG AGT GGC TA
aac(6’)Ib 482 Park et al. (2006)
aac(6’)Ib-R CTC GAATGC CTGGCGTGT TT
QEPA-F GCA GGT CCA GCA GCG GGT AG
qgepA 199 Yamane et al. (2008)
QEPA-R CTT CCT GCC CGA GTATCG TG
CLR5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 309 Liu et al. (2016)
CLR5-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG

Sekvenéni analyzy a zpracovani dat

Ptiprava sekvenac¢nich knihoven a sekvenace na platformé Illumina (NovaSeq) byly provedeny
externi firmou (Institute of Applied Biotechnologies a.s., CZ). Ziskana data ze sekvenace byla
nasledné de novo sestavena pomoci assembleru SKESA (verze 2.4.0), ktery je soucasti softwaru

MBioSEQ Ridom Typer (verze 11; Bruker, D) (Jiinemann a kol, 2013).

Charakteristika kmeni (WGS)

Stanoveni pfislusnosti k séroskupiné (E. coli), identifikace sekvenéniho typu (E. coli dle

Achtmana), sledovani vybranych genti rezistence k antimikrobikiim a pfitomnosti plazmidia
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byla provedena porovnanim ziskanych sekvenacnich dat s alelami z databdzi SerotypeFinder
2.0 (Joensen et al. 2015), MLST 2.0 (Larsen et al. 2012), ResFinder 4.7.2 (Feldgarden et al.
2019) pomoci softwaru MBioSEQ Ridom Typer a PlasmidFinder 2.1 (Carattoli et al. 2014,
Robertson et al. 2018).

4.2 Modelovy pokus
4.2.1 Popis modelového pokusu

Odbéry vzorkii z obdobi zrani mrvy

Dne 24. 2. 2025 byla na farm¢& odebrana podestylka s faeces ur€end k vyzrani a nasledné
aplikaci na pokusny pozemek. Z podestylky byla odstranéna nadbytec¢na a sucha slama, poté
byla podestylka o celkové hmotnosti 27,6 kg docasn¢ uloZzena do dvou sudt. Dne 7. 4. 2025
byla podestylka ptelozena do vétsi nadoby a inokulovana modelovymi kmeny Escherichia coli
(CT246, CT280) s geny rezistence k chinoloniim a kolistinu (gnrB, gnrS, mcrl). Soucasné byl
material obohacen o 270 ml VLP Enrogal. Obohaceni feaces s podestylkou enrofloxacinem
bylo provedeno ve vysSich davkach, které jsou environmentalné relevantni a dosud nebyly
zkoumény. Z mrvy pied a po inokulaci byl odebran vzorek k mikrobiologickym analyzam.
Béhem zrani byla smés zavlaZzovana deionizovanou vodou. Zrani mrvy probihalo po dobu 14
tydnt. V pribéhu zrani bylo ze smési odebrano dalSich 15 vzorki zrajici mrvy.

Vzorky uréené k mikrobiologickym analyzam byly asepticky odebrany do PE sackii a v den
odbéru predany do laboratofe. Vzorky urené ke stanoveni obsahu rezidui enrofloxacinu
a ciprofloxacinu byly uklddany do PE sackid a bud’ ihned ptfedany do laboratofe, nebo

zamrazeny na -18 °C a predany pozd¢;ji.

Polni pokus

Modelovy pokus byl zalozen na pozemku zkusebni stanice UKZUZ v Chrlicich (4 m?)
30. kvétna 2025. Vyzraly hnij byl tuhé konzistence a na pokusnou plochu byl aplikovan ru¢né.
Z policka se skrylo pfiblizn¢ 10 cm ornice, hnlij byl rovnomérné rozprostfen na pokusnou
plochu a nakonec bylo policko opét zakryto ornici. Vedle policka byly umistény dvé vanicky —
v jedné byly 2 kg piidy a 400 ml VLP Colivet, ve druhé 1 kg ptidy, 1 kg hnoje a 400 ml Colivet

Dne 10. 6. 2025 byla na pokusnou plochu aplikovéna suspenze s modelovymi bakterialnimi
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kmeny o denzité 2 x 10 KTJ/ml v objemu 5 1. V tyZ den byla na poli¢ko i do vanitek vyseta

svazenka vraticolista (Phacelia tanacetifolia).

Tabulka 10. Parametry statkového hnojiva — drubeZiho hnoje na konci zrani

parametr jednotka hodnota
suSina % 24,4
spalitelné latky v susiné % 66,1
celkovy dusik jako N v sus. % 3,2
celkovy fosfor jako P20s v sus. % 3,9
draslik jako K20 v sus. % 54
pH/H20 - 9,0
C:N - 12
Draslik celkovy v sus. mg/kg 44900
fosfor celkovy v sus. mg/kg 17100
arsen celkovy v sus. mg/kg 3,14
kadmium celkové v sus. mg/kg 0,336
chrom celkovy v sus. mg/kg 17,2
méd celkova v sus. mg/kg 118
rtut celkova v sus. mg/kg 0,011
molybden celkovy v sus. mg/kg 574
nikl celkovy v sus. mg/kg 18,6
olovo v sus. mg/kg <1,5
zinek celkovy v sus. mg/kg 458

Puda

Na zaklad¢ analyzy vzorku lze konstatovat, Ze se jednad se o pudu tézkou, jilovitohlinitou,
s neutralnim pH a dobrou zasobenosti piistupnymi zivinami. Ve vzorku byly stanoveny také
obsahy celkového uhliku a dusiku. Tyto odpovidaji rozpéti pro ornou pidu. Pomér C:N je
optimalni. Obsahy rizikovych prvkl jsou vyssi, nez jsou medianové hodnoty pro orné ptdy
vypocétené¢ zudaji na dlouhodobé monitorovanych zemédélskych plochach a z Registru

kontaminovanych ploch, nicméné pro fluvizemé jsou vyssi obsahy prvku a latek typické.

Tabulka 11. Agrochemické vlastnosti pudy — obsah pristupnych Zivin (Mehlich 3) a obsah
celkového dusiku (Ntot) a celkového organického uhliku (TOC) v pudé

elementadrni analyza)
pH/CaCl: P K Mg Ca Ntot TOC
Pfistupné Ziviny (mg.kg™) %
7,13 171,4 315 292 4519 0,17 1,73
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Obrazek 6. Priprava policka k aplikaci suspenze. Vpravo odebrany ptdni vzorek a vzorek
prosaty na 5 mm sité.

Prvni ptidni vzorky ke stanoveni enrofloxacinu byly z modelového policka odebrany v den
zalozeni pokusu, a to tésné pred aplikaci vyzralého hnoje a t€sné po jeho aplikaci. Pidni vzorek
k mikrobiologickym analyzam byl odebran pifed aplikaci hnoje a poté po aplikaci suspenze,
necelé dva tydny po zalozeni pokusu. Dalsi vzorkovani probihalo pravidelné v ¢trnactidennich

intervalech. Posledni analyzovany vzorek byl z 8. zati 2025.

Tabulka 12. Celkové obsahy rizikovych prvku v pidé na ZS Chrlice a v pudach dlouhodobych
programi UKZUZ - v Registru kontaminovanych ploch a v dlouhodobém
monitoringu pud (lucavka krdlovska, mg.kg-1 sus., pudy ostatni)

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

Chrlice 132 | 1,28 | 065 | 17,2 | 57,3 | 33,1 | 444 | 339 | 59,0 | 113 | 0,124
Registr

kontaminovanych 11,8 | 1,04 | 0,29 | 11,6 | 40,2 | 21,5 | 24,2 | 28,5 | 48,7 | 758 | 0,100
ploch

Dlouhodoby

monitoring zem. pad | 9,13 | 0,95 | 0,24 | 11,6 | 38,8 | 20,1 | 254 | 256 | 40,5 | 70,4 | 0,065
(2019)

K odbéru vzorki slouzil Edelmantv vrtak. Z plochy byl odebran jeden smésny vzorek, ktery
tvotilo 15-18 individuélnich vzorkd o hmotnosti pfiblizn€ 70 g. Na misté byl proveden prosev
na 5 mm sité. Takto upraveny vzorek byl rozdélen na dva, vloZen do PE sacku a transportovan

do laboratofi MUNI a VUT.
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Meteorologické podminky na pokusném pozemku

Na ZS Chrlice je umisténa automatickd meteostanice. Podle udaji z této stanice ¢inilo rozpéti
teplot od zahajeni (30. 5. 2025) do ukonceni pokusu (8. 9. 2025) 6,0-36,8 °C, pticemz prub¢h

pramérnych dennich teplot v jednotlivych dekadach je graficky zachycen na obrazku 7. Mésicni

srazkové Uhrny Cinily pouhych 18 mm v kvétnu az 107 mm v Cervenci a zafi.
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Obrazek 7. Prubéh priimérnych dennich teplot a sraZzek na zkusebnim pozemku
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Tabulka 13. Prehled zakladnich terminu

4 N e o FERMENTACE PODESTYLKY
; = —
B9 880 v |y | oot | SRS | gy ronce | AT
i (MUNI) (USKVBL) rezidua (VUT) (VUT)
9 ] 24.02.| 49 ;atgfyes, R ;ggaeggfg faeces podestylka z farmy - zacatek zrani
27.02.| 52 voda, faeces
11 | 3 |11.03.| 64 fk?emcl\‘?f)1 5 3 |faeces
13 5 |25.03. 78 | faeces faeces
07.04. FERM FERM
15 | 7 |08.04.| 92 fke;renclsz P faeces
11.04. FERM
14.04. FERM
16 | 8 |16.04. FERM
17.04. FERM
22.04. FERM FERM
17 | 9
25.04. FERM
28.04. FERM
18 | 10 |30.04. FERM
02.05. FERM
05.05. FERM FERM
19 | 11 |07.05. FERM
09.05. FERM
20 | 12 | 12.05 FERM
FARMA
(kraty, hala 1: 1-48 dni)
19.05. FERM
21 13 E::t;\llc?esz I?r‘mé
230811 st ’
podestylka
26.05. FERM
22 | 14 POLNi POKUS
30.05. puda puda
23 | 15 |03.06.| 12 [faeces faeces
24 | 16 | 10.06. puda puda
o5 | 17 16.05. puda puda
17.06. 26 | faeces faeces
27 | 19 | 30.06. puda puda
29 | 21 [14.07. puda puda
31 | 23 |28.07. puda puda
33 | 25 |11.08. puda puda
35 | 27 | 25.08. puda puda
37 | 29 |08.09. puda puda
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4.2.2 Stanoveni fluorochinolonii ve vzorcich pudy

Postup extrakce fluorochinolonii ze vzorki pudy

Byl navazen 1,00+0,05 g zhomogenizovaného vzorku ptidy do PP/PE centrifugac¢ni zkumavky
0 objemu 50 ml. Nasledné byly ke vzorku ve zkumavce piidana extrakéni ¢inidla: 0,6 g EDTA,
7,5 ml Mcllvaine pufr pH=8, 7,5 ml ACN, 4,8 ml roztoku 2 M Mg(NOs3)2 a 0,2 ml 2,5% roztoku
NHs. Takto ptipravend smeés byla promichana 30 sekund na vortexu, nasledné ihned vlozena na
10 min do ultrazvukové lazné pti teploté 35 °C. Po extrakci byl vzorek odstfedén pomoci
centrifugy pti 4 800 otaCek za minutu, po dobu 8 min. Extrakt byl nésledné slit do vialky
o objemu 30 ml. Extrakce byla provedena jesté¢ jedenkrat s polovicnimi objemy extrakénich
¢inidel a bez ptidavku EDTA (3,75 ml Mcllvaine pufr pH=8, 3,75 ml ACN, 2,4 ml roztoku 2
M Mg(NO3)2 a 0,1 ml 2,5% roztoku NH3) a supernatant byl slit do vialky k pfedchozimu

supernatantu. Extrakt byl ptefiltrovan ptes stfikacku s nylonovym filtrem (0,22 um).

Kvantifikace fluorochinoloni ve vzorcich pidy

Pro analyzu pomoci UHPLC-MS/MS bylo k 995 pl extraktu ve 2 ml vialce pfidano 5 pl smési
vnitinich standardii deuterovaného ciprofloxacinu a enrofloxacinu o koncentraci 10 pg/ml ke
kompenzaci matri¢nich efektl. Pro kvantifikaci ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve vzorcich
pudy byla pouZita metoda externi kalibrace zahrnujici izotopicky znacené vnitini standardy
enrofloxacin — d5 a ciprofloxacin — d§. MnoZstvi analyti bylo uréeno pomoci kalibrace na

zaklad¢é poméru intenzity signdlu analytu a piislusného vnitfniho standardu.

Pro analyzu pomoci UHPLC-DAD byl extrakt 5x zfedén smési 0,1% HCOOH a ACN v poméru
95:5. Pro kvantifikaci ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve vzorcich plidy byla pouzita metoda

matri¢ni kalibrace, za ii¢elem kompenzace matri¢niho efektu.

Analyza kazdého vzorku, véetné extrakce, byla provedena v 5 opakovanich. VytéZznost metody
byla ovétena pro koncentraci 10 mg/kg. Bylo dosazeno vytéznosti 75,2+0,5 % pro ciprofloxacin

a 82+8 % pro enrofloxacin.
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Tabulka 14. Limity detekce a kvantifikace UHPLC-MS/MS metody pro analyzu ciprofloxacinu

a enrofloxacinu ve vzorcich pudy

CiP ENR
LoD [ng-ml"] 6,2 4.4
MLoD [mg-kg™] 0,18 0,13
LoQ [ng-mlI"] 18,7 13,4
MLoQ [mg-kg"'] 0,560 0,403

Tabulka 15. Limity detekce a kvantifikace UHPLC-DAD metody pro analyzu ciprofloxacinu

a enrofloxacinu ve vzorcich pudy

Cip ENR
LoD [ng-ml"] 3,6 4,3
MLoD [mg-kg] 0,54 0,64
LoQ [ng-ml"'] 11,0 12,9
MLoQ [mg-kg™] 1,65 1,04

Tabulka 16. Parametry metody na UHPLC-MS/MS pro kapalinovy chromatograf

Objem néstfiku 7 ul
Pratok mobilni faze 0,5 ml-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
POST time na ekvilibraci kolony 2 min
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Tabulka 17. Parametry metody na UHPLC-MS/MS pro hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj elektrosprej (HESI)
Napéti 4500V
Polarita positive (ESI+)
Priitok pomocného plynu 15

Teplota pomocného plynu 350 °C

Pratok susiciho plynu 25

Teplota susiciho plynu 500 °C

Pratok zmlzovaciho plynu 45

Aktivni odtah ON

Rezim skenu MRM

Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr

Tabulka 18. Parametry metody na UHPLC-DAD pro kapalinovy chromatograf

Objem nastfiku 4 ul
Pratok mobilni faze 0,5 ml-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 6,0 35
6,1 95
10,50 10
10,90 10
POST time na ekvilibraci kolony 1 min
Excitacni vinova délka 280 nM

44




AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiredi, zprava za rok 2025

Tabulka 19. MRM pfechody pro ciprofloxacin a enrofloxacin a jejich deuterované standardy

(1S)
i i Kolizni
_ Prekurzorovy Produktovy ]
RT (min) ] . energie
ion (m/z) ion (m/z)
(eV)
Ciprofloxacin kvant. pfechod 3,10 3324 314,20 10
kval. pfechod 3,10 332,4 288,20 10
Enrofloxacin kvant. pfechod 3,50 360.4 316,2 10
kval. pfechod 3,50 360,4 342,20 20
Ciprofloxacin Deut. | kvant. pfechod 3,10 3404 3221 15
kval. pfechod 3,10 3404 296,1 15
Enrofloxacin Deut. kvant. pfechod 3,50 365.,4 321 10
kval. pfechod 3,50 365,4 346.,8 20

4.2.3 Prezivani kmenu Escherichia coli s plazmidové vazanou rezistenci
k chinoloniim a kolistinu ve fermentované podestylce s faeces z kruti
farmy

Vybér bakterialnich kment

Prezivani bakterii s plazmidové vazanymi geny rezistence k chinolonlim a kolistinu bylo
sledovéno s vyuzitim modelovych kment E. coli ziskané v ramci rutinni praxe mikrobiologické
laboratote MUNI. V obou ptipadech se jednalo o kmeny s méné obvyklym vzorcem rezistence

k antimikrobiktim. Detailni charakteristika kmenti je uvedena v tabulce 20.

Tabulka 20. Pivod a charakteristika modelovych kment Escherichia coli

Oznaceni Pivod Sérotyp Qeny Antibiogram
rezistence
CT246 odpadni voda (CR) | O30:H25 qnrS, mer1 | AMP, AMC, C, S, Su, SXT, W, TE
CT280 krati jatra (CR) 0100:H28 qnrB, mer1 | AMP, AMC, S, K, N, Su, SXT, W, TE, NA, CIP, ENR

AMP — ampicilin, AMC — amoxicilin, C — chloramfenikol, S — streptomycin, K — kanamycin, N — neomycin, Su —
sulfonamidy, SXT — sulfonamidy/trimetoprim, W — trimetoprim, TE — tetracyklin, NA — kys. nalidixova, CIP —
ciprofloxacin, ENR — enrofloxacin

Piiprava inokula

Modelové kmeny E. coli CT246 a CT280 byly uchovany ve formé kryokonzerv

v hlubokomrazicim boxu pfi teploté —80 °C. Pro oziveni byly rozmrazeny, vyockovany na
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Columbia krevni agar (Labmediaservis, CR) a inkubovany po dobu 18-24 h pti 37 °C. U takto
ptipravenych kultur byla ovéiena jejich Cistota a potvrzena piitomnost genti rezistence metodou
PCR. Nasledné byly kmeny pouzity pro piipravu inokula. Piiprava probihala samostatné pro
kazdy kmen. Do lahve o objemu min. 500 ml bylo pfidano 300 ml pufrované peptonové vody
(PPV, Oxoid, UK), do které byly inokulovany modelové bakterialni kmeny v mnoZzstvi cca Y4
kultury na Petriho misce. Smés byla inkubovana 72 h pti 37 °C za stalého tfepani rychlosti 100
rpm (IKA, D). Po ukonceni kultivace byla kontrolné¢ zméfena opticka denzita (OD) kultur
(Denovix, USA), pfidano cca 200 ml sterilni PPV a prodlouzena inkubace o dalSich 24 h. Po
ukonceni inkubace byla upravena finalni koncentrace bakteridlnich kment tak, aby vysledna
denzita odpovidala fadové poétu 10 KTJ/ml. Z finalni suspenze o objemu 1 1 byl odebran 1 ml
k extrakci DNA a ovéfeni pritomnosti genit metodou PCR a 1 ml k ovéfeni poctu KTJ/ml

kultiva¢ni metodou.

Zpracovani vzorkii fermentované podestylky a pudy

U vzorki fermentované podestylky s faeces a ptidy bylo provedeno kvantitativni i kvalitativni
vySetieni. Navazka 25 g vzorku byla zhomogenizovana s 225 ml PPV, 100 ul vychozi suspenze
vzorku nebo jejiho desetinasobného fedéni bylo inokulovano na povrch kultivaénich médii
EC/col-NAL a EC/col-KOL a inkubovano pfi 37 °C po dobu 18-24 h. U vybranych kolonii
nebo jejich smési byla nasledné provedena konfirmace pfitomnosti genti rezistence gnrB, S
amcrl. Piipravend vychozi suspenze byla nasledn¢ pomnozena a zpracovana jako vzorky

faeces s podestylkou z farmy.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Prostredi faremniho chovu
Vzhledem k tomu, Ze v priibéhu sledovani nebyl ve sledovaném chovu aplikovan zadny VLP
s enrofloxacinem, byla pozornost zaméfena pfedevsim na sledovani vyskytu genii rezistence

v prostiedi farmy.

5.1.1 Abundance vybranych genii rezistence na farmé (C)

Celkem bylo na pfitomnost vybranych plazmidové vazanych genil rezistence k chinoloniim
a kolistinu vySetfeno 22 vzorkd. Jednalo se o vzorky z prostiedi farmy, konkrétn¢ podestylka
pred naskladnénim zvifat (1), stéry z prostiedi haly (6), napajeci voda odebirana z napajecek na
zaCatku a konci rozvodu (2), krmivo pfed nasypanim do sila (6) a dale odbéry faeces

s podestylkou v riznych fazich vykrmu (7).

Ze sledovanych geni byly ve vétsiné vzorkli potvrzeny geny gnrS (12), aac(6')-1b-cr (11)
agnrB (10). Geny gnrA, gepA a mcrl nebyly na farmé prokazany v zadném z testovanych

vzorkl. Pfehled nélezi je uveden v tabulkach 21 a 22.

Z pozitivnich vzorkil bylo izolovéno 88 kolonii s morfologii £. coli nebo koliformnich bakterii.
U 25 (28 %) z nich byl potvrzen néktery ze sledovanych genii. Nejcastéji to byly geny gnrS
(14), v deviti ptipadech gen gnrB a u dvou izolatd z prostiedi (voda a stér z napajecky) byly

pro prokdzany geny gnrB v kombinaci s aac(6')-1b-cr.

Celkem osm izolat bylo vybrano k detailni typizaci metodou celogenomového sekvenovani.
Jednalo se o Sest izolatl E. coli a dva izolaty ze skupiny koliformnich bakterii (Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii). 1zolaty byly vybirany tak, aby pochézely z podestyly
s faeces zvifat z riznych odbérovych terminti. V ramci stejného odbéru byly sekvenovany
pouze izolaty, u kterych byly na zaklad¢ prvotniho screeningu zjisStény rozdily ve sledovanych
genech rezistence. Bylo zjisténo, ze vybrané izolaty E. coli nalezely ke Ctyfem riznym
sérotypim. Ve dvou po sob¢ jdoucich odbérech byly izolovany stejné sérotypy O101:H33
a O184:H30 (tabulka 23). Z fylogenetické analyzy vyplynulo, Ze se v rdmci sérotypu jedna
o blizce ptibuzné kmeny. U ostatnich izolatl E. coli nebyla Zadna souvislost zjiSté€na (obrazek
8). Prikaz riznych sérotypl naznacuje, Ze na farmé se vyskytuje rozsahla populace E. coli,
pficemz opakovany nalez kment se stejnymi charakteristikami svéd¢i o tom, ze se v dané

lokalité vyskytuji dlouhodobé.

47



AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiredi, zprava za rok 2025

Analyza gent rezistence k antimikrobidlnim latkdm prokazala u vSech testovanych izolatt
mutaci v chromozomalné vazanych genech gyrd, parC a v jednom ptipad¢ také parE. Dale
byly potvrzeny také plazmidoveé vazané geny rezistence k chinoloniim, a to v kombinaci gnrB4

a aac(6')-1b-cr5 u C. freundii a varianty genu gnrS u ostatnich izolatl (tabulka 23A).

Ve sledovanych kmenech bylo identifikovano 16 rtznych typt plazmidi (tabulka 23B).
Celkem 10 typt pattilo do skupiny IncF, vzdy jedenkrat byly prokazany plazmidy Col (E. coli)
a pKPC (C. freundii). Sledované geny rezistence k chinolonim byly u riznych kment
detekovdny na riznych plazmidech (tabulka 23B), ve vSech piipadech se ale jednalo

o konjugativni plazmidy, tedy s moznosti horizontalniho §iteni.

Autorsky kolektiv Horie et al. (2021) provedl v letech 2014 a 2016 rozséhlou studii s cilem
sledovat rizikové faktory, které ovliviiuji vyskyt genti rezistence u vykrmovych kriat. Do studie
bylo zahrnuto celkem 60 farem ze ti evropskych zemi (Némecko, Francie, Spanélsko). Na
vSech farmach byly zjiStény geny rezistence k tetracyklintim, makrolidim a aminoglykosidim,
na veétsiné také geny rezistence k chinoloniim, ale s vyrazné niz§i abundanci. Bylo dale
prokazano, ze geneticky profil rezistence k antimikrobidlnim latkdm byl mezi jednotlivymi
farmami podobny, a to i navzdory rozdiliim v pouZzivani antibiotické terapie, vCetn¢ farem, které
Jji vliibec nevyuzivaly. Soucasné nebylo ani potvrzeno, Ze by nizka Uroven biosekurity byla
v uzké souvislosti s abundanci genil rezistence. To vede k hypotéze, Ze jakmile bakteridlni
kmeny prostfedi farmy osidli, slozeni mikrobioty ziistava relativné stabilni. To naznacuji
1 vysledky této studie. V materialu, ktery do chovu vstupoval (krmivo, podestylka, jednodenni
kriitata), nebyly sledované geny rezistence prokazany, ale vyskytly se u vzorkt z prostiedi haly,
a to jak pred naskladnénim zvifat, tak v prabehu vykrmu. Soucasné byly geny aac(6')-1b-cr

a gnrB, gnrS prokazany ve vSech vzorcich faeces s podestylkou odebranych v pribéhu vykrmu.

Rezistence vici ciprofloxacinu je indikatorem rezistence k chinoloniim obecné. Popisovéna je
také u komenzalnich kmenti E. coli v chovech hospodaiskych zvifat, véetné chovu masnych
kriit (Ceccarelli et al. 2020). Vznikd riznymi mechanismy, z nichz nej¢astéjsi jsou mutace
v genech pro enzymy DNA gyrazu (gyrA) a topoizomerazu IV (par). To snizi afinitu chinolonti
k pfislusSnym enzymim a zvySuje schopnost bakterii uinek terapeutické latky prezivat
(Slettemeas et al. 2019). I vysledky této studie ukazuji, Ze mutace v genech gyr a par je velmi

Castd, byla prokazana u vSech testovanych kment.

Z pohledu moznosti horizontalniho Sifeni, jsou vyznamné zejména geny rezistence
k chinoloniim vazané na plazmidech. Geny gnr byly popsany na plazmidech rtiznych typt a tato
pestrost pravdépodobné pfispéla 1 k rozmanitosti bakteridlnich hostiteli, u nichz se PMQR
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vyskytuje. Byly identifikovany u mnoha zastupcli z kmene Proteobacteria i Firmicutes.
Néktera z variant geni gnr byla prokdzédna napt. u rodG Bacillus, Enterococcus,
Stenotrophomonas nebo psychrofilnich bakterii rodu Aeromonas, Shewanella a Vibria.

U grampozitivnich bakterii, jsou tyto geny ale vdzany i chromozomalné (Jacoby et al. 2014).

Mezi hlavni skupiny plazmidd, které jsou u Celedi Enterobacteriaceae popisovany, patii
plazmidy typu IncF, Incl a IncN. V nasi studii nejcastéji prokazané plazmidy IncF jsou
nejéast&ji detekovanym typem u E. coli huméanniho i veterinarniho ptivodu. Casto nesou geny
pro produkci karbapenemdz, enzymi modifikujicich aminoglykosidy a také geny pro
plazmidové vazanou rezistenci k chinoloniim. Typicky se tyto plazmidy vyskytuji ve vice
replikonech, a to i v kombinaci s jinymi skupinami plazmidii (Rozwandowicz et al., 2018),
stejné jako ukazuji vysledky této studie. Ve dvou ptipadech byly také potvrzeny specifické
plazmidy typu pKPC a Col, které kromé genl rezistence mohou nést geny pro produkci

bakteriocinti (Kandi et al. 2024).

Tabulka 21. Sledovani pfitomnosti vybranych gent rezistence v prostredi farmy (celkova DNA
z pomnoZené pufrované peptonové vody)

Geny rezistence
Vé(l;ﬁ\;;Fat Vzorek
qnrA qnrB qnrS aac gepA mcr1
0 hobliny - - - _ i _
0 napajecka - - + + j j
0 krmitko - - + o j _
0 stéry pod okny - - - . _ _
49 stér sténa - + + + . .
49 krmitko - + + + . i
49 napajecka - + + + j j
49 voda - zaCatek rozvodu - + + + . .
49 voda - konec rozvodu - + - + . .

aac = aac(6')-Ib-cr, — negativni, + pozitivni
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Tabulka 22. Sledovani pritomnosti vybranych gent rezistence ve faeces z farmy (celkova DNA
z pomnozené pufrované peptonové vody)

Geny rezistence
Vék zvifat
Vzorek
(dny)
qnrA qnrB qnrS aac qepA mcr1
1 faeces/podkladové papiry - - - - - -
12 faeces/podestylka - + + - - -
26 faeces/podestylka - - + + - -
49 faeces/podestylka - + + + - -
64 faeces/podestylka - + + + - -
78 faeces/podestylka - + + + - -
92 faeces/podestylka - + + - - -
aac = aac(6')-Ib-cr, — negativni, + pozitivni
(155
2169
7120 .
7120 694
1648 i 2370 117
6

1694

Obrazek 8. Minimum spanning tree pro vizualizaci vztah( mezi 6 izolaty Escherichia coli
zaloZeny na porovndni 2513 gent v ramci core genome MLST. Detekcni limit
pribuznosti byl nastaven na rozdil maximalné 10 alel. Barevné jsou zvyraznény
rizné sekvencni typy.
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Tabulka 23. Charakteristika vybranych bakterii izolovanych z podestylky s faeces zvifat z farmy; A -
prehled genti rezistence dle databaze ResFinder 4.7.2, B — pfehled detekovanych plazmidi
dle datab&aze PlasmidFinder2.1

A prehled genu rezistence dle databaze ResFinder B prehled detekovanych plazmidd dle databaze
4.7.2 PlasmidFinder2.1
Vék zvitat (dny) 12|26 | 49| 64 | 78 | 78 | 92 | 92 Vé&k zvifat (dny) 12 |26 |49 |64 |78 |78 |92 |92
[0)
8 8
= S = iS
S S 3 IS
s Sis|ls|s|sls § = g RS g
Bakterialni druh 8128188882 81 £|8]8]8]8|8]|¢
akteriaini aru Slslelg|elglgl s Bakterialni druh o|lc|lo|oc|o|o|o| s
Sl o€l €| €|l S|l |S €|l |€|<€| o
S|l ol o| ||| o= &) S S S S S S | =
SIS SI 55559 = S| =TT | T 2| S|
$1§5/2|28lggl8lg 5| S|5|5|5|5|5|32
S| 2/5|G|G|o||g S| o1 SIS SIS =<
ol =E|lolalaolal ol 8| S S 3 S S S )
Wwlojlwlwiwjlwiw|x W o |lwlwlw|lw|lwul|$
(32 o (32 o
, I 2IZ|Z|2|2 b o 2| 2| 2| 2
Sérotyp s E|s|d|s|3|* Sérotyp x| | 2| ¥ E| ¥ x
° 55|50 5 “| 5| 5| 5| 5
o| ol o| o
~ w |l [ ||| w = =
MLST S lel8|g|8|g |8 MLST Sl e 8] 3 2 3| &8
- A ~ N~
aph(3)-la 0]0]0]0J0J0]O0O]O IncFIA(HI) o oo 0 0| o
aminoglykosidy o Il o | 010 IncFIB(AP001918) o | o 0 o] o
EXEREN 0] 0 IncFIB(pB171) B o (ofofololo]o
0 IncFIB(K) oloflo]olo]o]o
0 IncFIB(pKPHS1) olo|lo|o]o|o0o]oO
0
betalaktarmy IncFIB(pHCM2) 0 o|lo|o|o|o0o]oO
blaTEM-1 0 IncFlI 0 0 0 0 0 0 0
blaCARB-2 0 IncFII(K) 0 0 0 0 0 0 0
blaOXA-1 0 IncFll(pSDPIR) olo|lo|o]o|o]o
qyrA_S83L IncFlI(pSE11) 0| o 0
gyrA_D87N 0 Incl1-I(Alpha) 0 0 0
parC_S80! 0 IncN 0 0
parE_S458A 0 IncP1 0 0
chinolony aac(6')-Ib-cr5 0 IncR 0
B4 0 Col8282 o[ o |
qnrS 0 pKPC-CAV1321 0
qnrS1 0
qnrS13
tetracyklin tet(A)
sul1
sul3
inhibitory dfrA12 0
syntézy
kyseliny listove | dfrA76 0
dfrA17 0
dfrA50 0
dfrA51 0
kolistin mcr-1.1 0

MLST — multilokusova sekvenéni typizace; X — nestanovovano; 1/0 gen (plazmid) detekovan/nedetekovan; * umisténi genu qnrS,
T umisténi genu qnrB
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5.2 Modelovy pokus (D)

5.2.1 Prezivani kmenu Escherichia coli s plazmidové vazanou rezistenci
k chinoloniim a kolistinu ve fermentované podestylce s faeces z kruti
farmy

Fermentace inokulované faeces s podestylkou probihala 53 dnli. Vzorky ke stanoveni
vybranych gent rezistence byly odebirany na zacatku pokusu, ihned po inokulaci, a dale po 14
a 27 dnech od ptidani suspenze modelovych kment. U vzorkli bylo provedeno kvantitativni
1 kvalitativni vySetfeni. Vysledky (tabulka 24) ukazaly, ze podestylka z farmy neobsahovala
izolaty E. coli nebo koliformnich bakterii se shodnym antibiotickym profilem jako modelové
kmeny. Stejné jako na farmé byly vSak v celkové DNA ze vzorkd pomnoZenych v peptonové
vod¢ detekovany geny gnrB, aac(6')-1b-cr a gnrS, nesené jinymi bakterialnimi rody nez z ¢eledi
Enterobacteriaceae. Aplikaci bakterialni suspenze o denzité¢ 1 x 10¢ KTJ/ml v objemu 1 litru
do 26,7 kg podestylky bylo dosazeno findlni koncentrace modelovych kmenti v pokusné
podestylce s faeces v hodnoté 9 x 10° KTJ/g. Nasledné sledovani kvantity inokulovanych
kment ukazalo, Zze po 14 dnech fermentace jejich pocet klesl pod hodnotu 100 KTJ/g. Gen
rezistence specificky pro modelové kmeny (mcrl) nebyl prokdzan ani po pomnoZzeni vzorkd,
coz naznacuje, ze modelové kmeny E. coli v podminkach fermentacniho procesu neptezivaly.
Obdobny pribéh byl pozorovan i v pfedchozim experimentu s fermentaci podestylky z farmy

vykrmu kufecich brojlertt (UKZUZ 2023).

Béhem fermentace dochazi v substratu k vyraznym fyzikdlnim a chemickym zménam. Za
nejvyznamneéjsi faktor je povazovana teplota, ktera se v prubéhu procesu v zavislosti na pouzité
technologii miZe zvySovat aZ na hodnoty nad 50 °C. Bylo prokazéano, Ze tak dochazi ke
zménam mikorobiomu, vCetné genl rezistence. Vyssi teploty vedou k denaturaci proteind,
naruseni bunéénych struktur a inhibici enzymatickych systémi, coz zasadné omezuje

zivotaschopnost mezofilnich bakteii, véetné E. coli (Wang et al. 2022).

Na zménach mikrobiomu pfi zrani podestylky se podileji 1 dalsi faktory. Obecné mezi né patii
zmény pH, aktivita vody nebo vzajemné vztahy mezi mikroorganismy jako je antagonismus ¢i
kompetice (Wilkinson et al. 2011). V dusledku tvorby amoniaku béhem zrani se pH dribezi
podestylky posouva do alkalického rozmezi. V této studii byla potvrzena hodnota pH 9, coz je

faktor, ktery neumoziiuje dlouhodobé pieziti vétSiny zastupcii Celedi Enterobacteriaceae

(Koziel et al. 2017).

52



AMR v pudé a pripadné dalsich castech Zivotniho prostiredi, zprava za rok 2025

Faeces s podestylkou z chovil driibeze obsahuje velké a rozmanité mnoZzstvi mikroorganismtl,
jejichz koncentrace mtze dosahovat az 10'° KTJ/g. Hlavni slozku tvofi grampozitivni bakterie
z kmene Firmicutes a Actinobacteria, v prubéhu zrani se jejich zastoupeni ale snizuje
a pfevazuji zastupci gramnegativnich bakteii z kmene Proteobacteria (Chen et al. 2014). Jedna
se zejména o psychrofilni bakterie z ¢eledi Pseudomonadaceae a Aeromonadaceae. Z diive
provedené studie metagenomu dribezi podestylky vyplyvd, ze abundance E. coli
a koliformnich bakterii je nejvyssi v podestylce s faeces z farmy, v prabehu fermentace se jejich

relativni Cetnost snizuje (UKZUZ 2023).

Tabulka 24. Stanoveni po¢tu modelovych kment Escherichia coli a prikaz gent rezistence v
rubéhu pokusu fermentace podestylky

Datum St:r;g\tﬁm Geny rezistence
odbéru Vzorek modelovych E. t i bo&t s
coli stanoveni poctu po pomnozeni
08.04.2025 ferme“tos"?:é"czgdesw'ka <100 KTJ/g ; qnrB, aac, gnrS
podestylka zaockovana 5 qnrB, aac, qnrS,
08.04.2025 modelovymi kmeny 9,3 x10° KTJ/g mert qnrB, aac, qnrS, mcr1
podestylka zaockovana
22042025 | Kmeny, vysledek po 14 <100 KTJ/g - gnrB, aac
dnech fermentace
(inokulace 8.4.)
podestylka zaoCkovana
05.05.2025 | Kmeny, vysledek po 27 <100 KTJ/g - qnrB, aac, qnrS
dnech fermentace
(inokulace 8.4.)

aac = aac(6')-Ib-cr; - negativni

5.2.2 Piezivani kmenu Escherichia coli s plazmidové vazanou rezistenci
k chinoloniim a Kkolistinu v pidé

Stanoveni poctu E. coli a koliformnich bakterii a prikaz sledovanych genii rezistence
k chinolonim a kolistinu ve vzorku plidy pfed zahdjenim polniho pokusu neprokazalo
pritomnost sledovanych bakterii (<100 KTJ/g) ani vybranych genii rezistence. Potvrzen byl
pouze vysktyt genu gnrB. Vzhledem k tomu, Ze koliformni bakterie ani E. coli nebyly ve vzorku
zjistény, a to ani po pomnozeni, ziejmé byl tento gen nesen jinymi ¢eledémi mikroorganismi.
Protoze modelové kmeny nepiezily fermentacni proces, byla dne 10. 6. 2025 provedena
inokulace pidy nové pfipravenou suspenzi modelovych kment E. coli CT246 a CT280
v denzité 1,1 x 108 KTJ/ml v objemu pét litrii. Pfezivani kment bylo sledovadno po dobu 13

tydnl s intervalem odbéru vzorkl 14 dni. Z vysledkli uvedenych v tabulce 25 vyplyva, ze
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aplikace modelovych kmenti do pidy byla uspésna a tyto E. coli byly v ptidé detekovatelné
v kvantité vyssi nez 100 KTJ/g po dobu 7 tydnti. Vyjimkou byl 3. tyden od inokulace, kdy byly
modelové kmeny prokézany pouze po pomnozeni vzorku. Z obrazku 7 je patrné, Ze ve druhé
poloving ¢ervna byl sraZkovy thrn niz8i nez v néasledujicim obdobi. To v kombinaci s vy$§imi
teplotami mohlo mit na modelové kmeny baktericidni u¢inek. Souc¢asné nasledna zména pocasi
a uhrn srazek vyrazné¢ nad srazkovym normalem pravdépodobné umoznila opakované
pomnoZzeni modelovych kment nad detekéni limit. Geny rezistence, specifické pro modelové
kmeny (mcrl), byly ale ve vzorcich pidy po pomnoZeni prokazatelné i po 13 tydnech od
inokulace. Je tak pravdépodobné, ze jsou modelové kmeny v piid¢ stale ptritomny, i kdyz

v minimalni kvantitg.

Kromé gent gnrS a mcrl, které se do pudy dostaly suplementaci kmeny E. coli, byly ve
vzorcich prokézany i geny gnrB a aac(6')-1b-cr. Vzhledem k tomu, Ze z pidy nebyly izolovany
jiné typy E. coli nebo koliformnich bakterii neZ modelové kmeny, musely byt tyto geny neseny
zastupci jinych bakteridlnich rodi. V literatufe jsou popisovany tyto geny také
u grampozitivnich bakterii nebo psychrofilnich bakterii napt. rodu Aderomonas (Jacoby et al.

2014), jejich sledovani ale nebylo v nasi studii provadéno.

Aplikace organického hnojiva do piidy mé nesporné vyhody jako je doplnéni prvki nezbytnych
pro rast rostlin nebo zlepSeni ptidni struktury. Nese ale i urcita rizika zejména s ohledem na
mozny obsah bakterii rezistentnich k antimikrobidlnim latkdm véetné genii rezistence. Nedavné
studie prokdzaly, ze antibiotika nebo jejich rezidua v podestylce s faeces negativné ovliviuji
proces kompostovani hnoje, kdy dochdzi k pomalejSimu rozkladu organické hmoty. Tento jev
je pravdépodobné zplsoben zménami v diverzité pidnich mikroorganismu a inhibici enzymd,
jako jsou dehydrogenazy a uredzy. Vysledkem je snizend mikrobidlni aktivita v pudé, ktera
omezuje rozklad organické hmoty a naruSuje ptirozené ptdni procesy (Abolhassani et al. 2023;
Wyszkowska et al. 2025). Vlivem hnojeni na diverzitu mikroorganism a §ifeni genti rezistence
v pud¢ a rostlindch se zabyvala i studie autorti Ransirini et al. (2025). V experimentu s pidou
obohacenou podestylkou s faeces z chovu krit a s ptidou takto neosetfenou bylo zjisténo, ze
geny rezistence k riznym antimikrobikiim byly pfitomny pouze ve vzorcich hnojené ptdy, a to
véetné genu rezistence k fluorochinolonim (aac(6')-1b-cr). Déale sledovali vyskyt gent
rezistence také u endofytl z kotene a listd fedkvicky seté (Raphanus sativus) pestované na
téchto typech pld a prokazali geny rezistence v listech rostlin z hnojenych ptid. To naznacuje
mozny pienosu genti do konzumnich casti rostlin, a tedy riziko Sifeni genl rezistence

v potravinovém fetézci.
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Izolat E. coli ze vzorku odebraném 11. tydnl po inokulaci byl odeslan ke kontrolni
celogenomové sekvenaci. Bylo zjisténo, ze izolat svoji charakteristikou odpovida modelovému
kmeni CT280 (tabulka 26A,B), i kdyZ shoda neni uplna. Kmeny nalezi ke stejnému sérotypu,
nesou shodné plazmidy, mirné se ale li§i v detekovanych genech rezistence. U izolatu z ptidy
nebyl prokdzan gen pro produkci aminoglykosidazy (aad?2) ani gen tetA, kddujici rezistenci
k tetracyklinu. Naopak na rozdil od piivodniho kmene nové nese gen gnrS. Obecné ke zménam
genetické vybavy bakterii dochazi napt. vlivem selek¢niho tlaku prostfedi. Vzhledem k tomu,
ze modelové kmeny byly sekvenacné charakterizovany v roce 2013, nelze s jistotou vyloudit
vliv metodickych faktorti jako je nizk4 coverage sekvenace nebo aktualizace bioinformatickych

softwaril pouzitych k analyze.

Tabulka 25. Stanoveni poc¢tu modelovych kment Escherichia coli v prubéhu polniho pokusu

Datum Stanoveni poétu Geny rezistence
« Vzorek " .
odbéru modelovych E. coli P T
stanoveni poétu po pomnozeni
30.05.2025 | Puda pred aplikaci <100 KTJ/g ; gnrB
kmenu
10.06.2025 | plda po inokulaci 2 x 105 KTJ/g qnrB, gnrS, mcr1 qnrB, gnrS, aac, mcr1
16.06.2025 pudaa;“tﬁ/:;n PO 3x 108 KTJ/g qnrB, qnrS, mcr1 qnrB, aac, mcr1
30.06.2025 | Pudastydnypo <100 KTJ/g ; qnrB, qnrs, aac, mert
aplikaci
14.07.2025 pudzg"tlz:(r:liu po 1,6 x103 KTJ/g qnrB, qnrS, mcr1 qnrS, aac, mcr1
28.07.2025 pudaa;"t&/:(;u po 1 x10%2 KTJ/g qnrB, gnrS, mcr1 qnrB, gnrS, aac, mcr1
11.08.2025 | Puda9tydnipo <100 KTJ/g - qnrB, qnrs, aac, mort
aplikaci
25.08.2025 | Puda 11 tydntipo <100 KTJ/g - gnrB, qnrS, aac, mert
aplikaci
08.09.2025 p“da;p?igi?“ po <100 KTJ/g - qnrB, qnrS, aac, mer1

aac = aac(6')-Ib-cr; - negativni
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Tabulka 26. Charakteristika kment( Escherichia coli z modelového pokusu; A -prehled genu
rezistence dle databdze ResFinder 4.7.2; B — prehled detekovanych plazmidi dle
databaze PlasmidFinder2.1

A prehled genii rezistence dle databdze B piehled detekovanych plazmidi dle databdze
ResFinder 4.7.2 PlasmidFinder2.1
Oznageni vzorku CT246 | CT280 |721.25.1 Oznageni vzorku CT246 | CT280 | 721.25
N s odpadni krati . P odpadni | krati
Plvod izolatu voda jatra pole Pavod izolatu voda jatra pole
53f| 8 Ky T o 8 T
852 S_|5_|5 5. |55
oﬁi Q. Qo Q. S= | S = s =
Ao 88 | 88| &8 Bakterilni druh 58|88 |28
Bakterialni druh w <z § § § 3 & &
NaS | w w w w w w
[Ye) [Te)
Sérotyp g ‘% § Sérotyp % ‘% ‘%
3 o o o o o
MLST Achtman 11339 1196 N MLST Achtman 11339 | 1196 X
MLST Pasteur MLST Pasteur X 632 632
IncFIB(AP001918)
) ) IncFIB(H89-PhagePlasmid)
aminoglykosidy IncF11(pCo0)
IncHI2
_ IncHI2A
betalaktamy blaTEM-1 IncP1
blaTEM-riizné ne
gyrA_S83L IncR
p0111
chinolony parC_S80! Col(pHAD28)

X — nestanoveno; 1/0 gen (plazmid) detekovan/nedetekovan

qnrS1

tetracyklin tet(A)
sul2
|r)h|b|tory ] sul3
syntézy kyseliny
listovée dfrA12
dfrfA14
kolistin mcr-1.1

X — nestanoveno; 1/0 gen (plazmid) detekovan/nedetekovan

5.2.3 Analyza vzorki podestylky v priubéhu fermentace

Byla provedena analyza enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu ve feaces s podestylkou
pfed a v prubéhu fermentace. Podestylka byla naspikovana VLP Enrogal a podrobena
fermentaci za ucelem sledovani odstranéni enrofloxacinu pted jeji naslednou aplikaci na
zemédé@lskou pidu. (Obohaceni faeces s podestylkou enrofloxacinem bylo provedeno ve
vysSich davkach enrofloxacinu, které jsou environmentidlné relevantni a dosud nebyly
zkoumany.) Pribézné béhem fermentace byly odebirdny vzorky podestylky, kterd byla smési

slamy a drtbeziho trusu. Kazdy vzorek byl vzdy homogenizovan, poté podroben extrakci
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anasledn¢ analyzovan metodami kapalinové chromatografie v kombinaci standemovou

hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) a s detekci pomoci UV/VIS (LC-DAD).

Analyza kazdého vzorku byla provedena v 5 opakovanich. U kazdého vzorku byla stanovena
suSina a vysledky jsou uvedeny jako koncentrace antibiotika piepoctend na suSinu
fermentované mrvy v dw g-kg! resp. dw mg-kg™!.

Fermentace kruti podestylky probihala od 24 2. 2025 do 30. 5. 2025 (celkem 14 tydnt). Dne
7. 4. 2025 bylo do rozfermentované podestylky ptidano 270 ml piipravku Enrogalu (T=0 den
na obrazku 9), coz odpovida davce 27 g enrofloxacinu na 27 kg podestylky, tedy ptiblizné
1 g'kg™ enrofloxacinu na mokrou véhu kriti podestylky (susina vzorku v T=0 byla stanovena
na 45 %). Naméiené koncentrace enrofloxacinu v ¢ase To odpovidaji pfedpokladiim s ohledem
na extrakcni vytéznosti nasi analytické metody a byly zvoleny vyssi z divodu zaméru néasledné
aplikace na padu, kde dochézi ke zfedéni koncentrace.

Béhem fermentace byly analyzovany vzorky feaces s podestylkou v rozmezi 0-49 dnt.
Enrofloxacin jako vychozi latka, i jeho metabolit ciprofloxacin, byly detekovany ob&éma
metodami ve vSech analyzovanych vzorcich. Pomoci LC-DAD byly naméfeny vyssi
koncentrace enrofloxacinu o 3-26 % v jednotlivych vzorcich a vyS§i koncentrace
ciprofloxacinu o 87-97 %. Naméfeni vysSich koncentraci pravdépodobné zpiisobilo velké
mnozstvi matrice ve vzorku a s tim souvisejici matri¢ni efekty, jelikoz pti LC-DAD nebyly
matri¢ni efekty kompenzovany oproti LC-MS/MS, kde byly vyuzity interni standardy. U LC-
DAD mohou byt detekovany latky absorbujici pifi stejné vinové délce jako enrofloxacin
a ciprofloxacin. Vyhodou LC-DAD je oproti LC-MS/MS nizka pofizovaci cena a nizké néklady
na udrzbu. Vysledny trend vyvoje koncentraci v case je obdobny pfi vyuziti obou metod. Pro
vyhodnoceni byly vybrany vysledky z LC-MS/MS

Pted pridanim Enrogalu byly hodnoty enrofloxacinu a ciprofloxacinu pod limitem detekce (obr.
9 a 10). Enrogal byl ptidan v ¢ase To a jeho koncentrace stanovena pomoci LC-MS/MS byla
2,6+0,3 g-'kg'.V pribéhu fermentace se koncentrace enrofloxacinu namétené na LC-MS/MS
pohybovaly vrozmezi 1-5 g'kg™'. Koncentrace enrofloxacinu se béhem prvniho tydne
snizovala na 86 % koncentraci vic¢i koncentraci v Case To. Nasledné, az do 35. dne se
koncentrace zvySila az o053 % vici koncentraci v To a opét zafala klesat. Koncentrace
metabolitu ciprofloxacinu naméiené na LC-MS/MS se od pocatku fermentace (T=0) zvysilaz 5
mg-kg™ az o 300 % do konce fermentace. Koncentrace ciprofloxacinu se tedy pohybovaly
vrozmezi 5-32 mg-kg', coZ je pfedstavuje pouze 0,2-1 % koncentrace enrofloxacinu

v jednotlivych vzorcich.
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Obrazek 9. Koncentrace enrofloxacinu (ENR) stanovené pomoci LC-MS/MS (oranzové
sloupce) a LC-DAD (zluté sloupce) ve faeces s podestylkou v prubéhu fermentace
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Obrazek 10. Koncentrace metabolitu ciprofloxacinu (CIP) stanovené pomoci LC-MS/MS
(oranZové sloupce) a LC-DAD (Zluté sloupce) ve faeces s podestylkou v priubéhu
fermentace
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Vysledky tedy naznacuji, Ze nedochdzelo k dostatecné degradaci enrofloxacinu, ¢emuz
odpovidaji nizké koncentrace jeho metabolitu ciprofloxacinu. Kolisani koncentraci v prib&hu
fermentace muze byt pfisouzeno odchylkdm analytické metody, nehomogenité vzorku
v nddobé¢, kde probihala fermentace, nebo variabilité¢ obsahu vody v priibéhu procesu. Avsak
dochazelo ke zvySovani koncentrace enrofloxacinu se statistickou vyznamnosti dle hodnoty
Pearsonova korela¢niho koeficientu r=0,754 a p=0,000, kdy hodnota r je vyssi nez 0,5, coz
naznacuje siln¢ pozitivni korelaci mezi dobou fermentace a koncentraci enrofloxacinu.
Koncentrace ciprofloxacinu se zvySovala umérné s koncentraci enrofloxacinu. Kinetika
degradace antibiotika obecné¢ zavisi na jeho vlastnostech jako jsou disocia¢ni konstanty (pKA),
rozdelovaci koeficienty oktanol-voda (KOW), rozpustnost ve vodé ¢i polarita (Biel-Maeso et
al., 2019). Jejich degradaci pti fermentaci ovliviiuje teplota, doba fermentace, mnozstvi susiny,
mikrobidlni spolecenstvo (Zubair et al., 2023). ZvySujici trend enrofloxacinu pii fermentaci v
case je rozdilny oproti vysledklim, které jsou uvedeny v ptedchozi zpravé zabyvajici se
degradaci enrofloxacinu z roku 2023 (UKZUZ 2023), kdy byly ovSem koncentrace v
jednotkach mg-kg™ cerstvé podestylky. To naznacuje, Ze degradace enrofloxacinu pfi
fermentaci zavisi na jeho pocatecni koncentraci. Vysoké koncentrace antibiotika mohly byt
toxické pro pfitomné mikroorganismy, a tim omezit biodegradaci v procesu fermentace.
Obvyklé koncentrace jsou 1-10 mg-kg™!, ptipadné az 200 mg-kg™' (Zubair et al., 2023), ale
vysoké koncentrace >1 g-kg"' ENR byly v realnych vzorcich naméfeny v kufecim trusu v Cingé
az 1,42 g'kg! (Zhao et al., 2010).

I jiné studie uvadi fluorochinolony jako stabilni (Zhang & Li, 2018) anaerobni digesce
Cistirenského kalu s obsahem fluorochinolonti v jednotkdch mg-kg™' probihala 30 dni pfi
mezofilni teploté (35 = 1 °C). Fluorochinolony se v systému anaerobni digesce rozkladaly
nejpomaleji a nejméne ucinne ze vSech sledovanych antibiotik — zatimco tetracykliny a vétSina
makrolidi byly odstranény z vice nez 80 %, fluorochinolony se sniZily jen o 3540 % a zistaly
pfevazn¢ adsorbovany v kalu.

Fluorochinolony se ve vysoké mife adsorbuji na pevné Castice, coz souvisi s lipofilitou
enrofloxacinu (log Kow = 1,1) (Wang et al., 2017) a elektrostatickymi interakcemi (Zhang &
Li, 2018). To by mohlo vysvétlovat narlist koncentrace enrofloxacinu v ¢ase, kdy mohlo
dochdzet postupné k desorpci pevné vazané frakce léciva. Navic je pouze nizky podil

enrofloxacinu v matrici rozpustény, a to snizuje rychlost degradace (Zhang & Li, 2018).
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5.2.4 Analyza vzorki pudy

Analyza enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu byla provedena na vzorcich piidy, které
byly odebrany pied a po aplikaci dribeziho hnoje s Enrogalem (obrazek 11). Kazdy vzorek
pudy byl nejprve homogenizovan, poté podroben extrakci a ndsledné analyzovan metodou LC-
MS/MS a LC-DAD. Déle byla ukazdého pldniho vzorku stanovena suSina (ca 80 %),
a vysledky jsou uvedeny jako koncentrace enrofloxacinu pfepoctend na susinu pudy v dw

mg-kg! (obrazek 11).

Dne 30. 5. 2025 byl na ptidu aplikovan driibezi hniij. Padni vzorky byly odebrany a analyzovany
v rozmezi 0—101 dnti. Ve vSech vzorcich plidy byl naméfen enrofloxacin i jeho metabolit
ciprofloxacin obéma metodami (obrazek 11 a 12). DAD metoda vykazovala vyssi smérodatné
odchylky, protoze mohly byt detekovany i jiné latky absorbujici pti 280 nm. Tato metoda méla
proto nizsi preciznost a nizsi reprodukovatelnost. To odpovida skutecnosti, ze metoda méfeni
pomoci DAD je méné specificka nez MRM mdd v MS/MS (Gumustas et al, 2013). Pomoci LC-
DAD byly naméfeny vys$si koncentrace enrofloxacinu o 19-59 % v jednotlivych vzorcich a
vys$si koncentrace ciprofloxacinu o 67-85 %. Divodem vyssSich hodnot i vyssich odchylek
naméfeného mnozstvi ciprofloxacinu v pudé metodou LC-DAD mohly byt také vyssi limity
detekce a kvantifikace této metody, jelikoz namétené koncentrace byly blizko hodnotam téchto
limiti (MLoD=0,54 mg-kg"', MLoQ=1,65 mg-kg"'). Jako relevantngjsi proto byly vybrany
vysledky z LC-MS/MS.

Na pocatku byla koncentrace enrofloxacinu v pidé pod limitem detekce u obou metod. Po
aplikaci driibeziho hnoje v ¢ase To byla naméfena koncentrace 4,7+1,2 mg-kg™!, coZ je stale
environmentalné relevantni koncentrace (Pan & Chu, 2017, Matamoros et al., 2022), ktera byla
testovana i v dal$ich studiich (Yang et al., 2012, Chung et al., 2017). Nésledné byly v prubéhu
101 dnti naméfeny koncentrace enrofloxacinu v rozmezi 5,98-38 dw mg-kg™'. V priibéhu téchto
101 dnii nebylo pozorovano snizeni koncentrace enrofloxacinu, které by bylo mozné ptisoudit
jeho degradaci, ¢i odplavu vlivem naméfenych srazek na stanici UKZUZ (viz meteorologicka
data na obrazku 7). Doslo ke zvySeni koncentrace enrofloxacinu téméf 3krat viici koncentraci
v ¢ase To. Koncentrace metabolitu ciprofloxacinu naméfené na LC-MS/MS se od pocatku T=0
béhem 101 dni zvysila z 0,2 mg-kg™ na 0,9 mg-kg'. Koncentrace ciprofloxacinu odpovidala
v pritbéhu experimentu 4-9 % koncentrace enrofloxacinu v jednotlivych vzorcich, coz je vyssi

relativni mnozstvi, nez bylo v prib¢hu fermentace.
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Obrazek 11. Koncentrace enrofloxacinu (ENR) ve vzorcich ptdy po aplikaci stanovené pomoci
LC-MS/MS (modré sloupce) a LC-DAD (zelené sloupce).
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Obrazek 12. Koncentrace ciprofloxacinu (CIP) ve vzorcich pudy po aplikaci dribeZiho hnoje
stanovené pomoci LC-MS/MS (modré sloupce) a LC-DAD (zelené sloupce).
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Z vysledki vypliva, Ze enrofloxacin je v pudé perzistentni. Rychlost a mira degradace 1éCiv
v pudé zavisi na jejich struktute ¢i dalSich vlastnostech (Mw, logP, pKa). Taktéz zavisi na typu
pritomnych mikroorganismu (tedy i rostlin), pH, teploté, vlhkosti, salinité, ptitomnosti kysliku

a dalSich faktorech (Shaheen et al., 2022).

Vysledky degradace jsou opét odlisné proti vysledkiim v piedchozi zpravé zabyvajici se
degradaci enrofloxacinu z roku 2023 (UKZUZ 2023), kde ptivodni mnozstvi enrofloxacinu
v pud¢€ po prvnim tydnu kleslo na polovinu. Koncentrace se ovsem pohybovaly v fadu desitek
ng-kg. Obdobn¢ jako v pfipadé degradace pti fermentaci mize byt divodem persistence
enrofloxacinu relativné vyssi koncentrace (=5 mg-kg™), kterd omezila degradaci. I v dalSich
studiich klesala rychlost degradace s rostouci pocatecni koncentraci fluorochinolonu (Pan &
Chu, 2016, Yang et al., 2012). V jedné publikaci po 42 dnech zdegradovalo 62, 48 nebo 40 %
norfloxacinu o pocateénim obsahu 5, 10 nebo 30 mgkg™” (Yang et al., 2012). Odolnost
fluorochinolont vii¢i biodegradaci byla vysledkem 1 dalSich studii a divodem muze byt také
silnd kinetickd adsorpce enrofloxacinu (nizky log Kow = 0), ktera s rostouci dobou kontaktu
v pudé sniZuje biologickou dostupnost antibiotik, ¢imZz je chrani pied biodegradaci (Chung et
al., 2017). To by mohlo obdobn¢ jako v ptipad¢ podestylky vysvétlovat zdanlivé zvySujici

koncentraci enrofloxacinu v ¢ase.
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6. ZAVERY

Spotfeba antimikrobik, s dirazem na celkové spotieby enrofloxacinu a Kkolistinu
au krut pro produkci masa: Celkové spotieby (prodeje) antimikrobik u potraviny
produkujicich zvifat v CR dlouhodobé klesaji (za obdobi od roku 2018 do roku 2024)
0 25 %. Nicméné je nutné sledovat nejen celkovou kvantitu, ale také kvalitativni stranku,
tedy portfolio pouzivanych antimikrobik. U kolistinu je spotieba v CR dlouhodobé nizka
(specificky pro krity byla pro celou CR v roce 2023 9,8 kg kolistinu, coZ vztazeno na
biomasu krit bylo 0,92 mg/kg biomasy), v roce 2024 pak klesla u krit na nulu.
U enrofloxacinu je celkova spotieba zejména u driibeze v ramci CR vysokéa (nejvyssi je
u brojlerti kura domaciho, nasleduji krity). V roce 2023 u krit ¢inila 7,18 mg/kg biomasy,
v roce 2024 poklesla na 5,90 mg/kg biomasy — tedy témétf o 18 %. V hmotnostnich
objemech, pak u kriit v roce 2023 bylo pouzito 76,31 kg enrofloxacinu, zatimco v roce 2024

o tém¢ét 13 kg enrofloxacinu méné tedy 63,77 kg.

Kolistin a enrofloxacin jsou ve veterinarni medicin€ zatfazeny mezi antimikrobika posledni
volby (AMEG B kategorie), proto by mély byt zvoleny pro 1é€bu zvitat az v situacich, kdy
mén¢ rizikova antimikrobika neni mozno pouzit. Zatimco spotieby kolistinu jsou trvale
nizké, u krat dokonce klesly v roce 2024 na nulu, u enrofloxacinu je nutno hledat nastroje,

jak jeho spotfeby u dribeze, véetné kriit snizovat.

Stanoveni kolistinu mikrobiologickou metodou: Pouzitd mikrobiologickd metoda je
vhodna pouze pro stanoveni kolistinu v napajeci vode¢ a lze ji tak vyuzit pro potvrzeni, Ze je
1é¢ivo rovnomérné distribuovano v celém rozsahu napdjeciho systému. Toto se vSak
v ptipadé haly chovu krit nepotvrdilo, nebot’ detekované koncentrace nebyly na obou
vypustich ramen napdjeciho systému shodné. Mikrobiologicka metoda stanoveni kolistinu
vSak neni vhodna pro stanoveni obsahu kolistinu v podestylce, ¢i v podestylce s faeces pred
ani po fermentaci. Z tohoto diivodu neni mozné metodu pouzit ani pro stanoveni kolistinu
v pudé, kam byla zapracovana fermentovana podestylka s tfaeces. Podestylka s faeces je po
strance fyzikalné chemickych vlastnosti slozitd smeés, ktera obsahuje organické latky
rostlinného plvodu (slama), organické latky zivocisného plvodu (faeces, obsahujici
u dribeze 1 slozku moci) a také zbytky krmiva s pfipadnymi aditivy (organické c¢i
anorganické povahy). VSechny tyto slozky mohou s kolistinem interagovat, vazat ho
a ovlivitovat extrakci volné aktivni frakce kolistinu schopné inhibovat riist testovaciho

mikroorganismu, ¢imZ se znesnadnuje presné mefeni. Pevna vazba kolistinu na organické
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latky vSak zarovenl mlze podstatné ztizit jeho degradaci a tim prodlouzit jeho perzistenci

v pudnim ekosystému a potenciondlni dopady na zivotni prostiedi.

e Abundance vybranych genii rezistence na farmé: Ve vzorcich z farmy byla prokazana
pritomnost gent gnrsS, aac(6')-1b-cr a gnrB. Zjistény byly ve stérech z prostiedi farmy, a to
1 ve vzorcich odebranych pied naskladnénim novych zvifat. Dale byly v potvrzeny ve
vzorcich faeces s podestylkou po celou dobu vykrmu. Zadny se sledovanych genti ale nebyl
potvrzen u jednodennich kritat nebo v podestylce bez faeces a krmivu. To podporuje
hypotézu, ze bakterie rezistentni k chinolonim nepochézi z externich zdrojt, ale jsou
soucasti mikrobidlni populace prostfedi farmy. Geny kodujici plazmidové piendSenou

rezistenci ke kolistinu, nebyly prokazany v zddném z testovanych vzork.

e Charakteristika bakterii rezistentnich k chinolonim z farmy: Detailni charakteristika
vybranych zéastupcii koliformnich bakterii rezistentnich k chinolonim metodou
celogenomového sekvenovani ukazala, ze diverzita detekovanych izolatl je velka. Izolaty
E. coli nélezely k riznym sérotypiim, soucasn¢ ale byly kmeny se shodnou charakteristikou
izolovany v riiznych terminech odbéri. To naznacuje, Ze se v prostiedi farmy udrzuji
dlouhodobé. U vsech testovanych izolatd byly prokdzany mutace v chromozomalnich
genech gyrd, parC, které zodpovidaji za rezistenci vici chinolontim, ale soucasné¢ byly
potvrzeny také geny rezistence k chinolonim vazané na plazmidech. Identifikovano bylo
nckolik typl plazmidd, z nichZ ty, které nesly geny rezistence, byly konjugativni. To
podporuje hypotézu o mozném horizontalni Sifeni genl rezistence i mezi jiné bakterialni

rody a druhy.

e Zmény obsahu enrofloxacinu v priibéhu fermentace chlévské mrvy: Analyza vzorka
faeces s podestylkou obohacenou vysokou davkou Enrogalu ukézala, ze proces fermentace
zacal snizovat koncentraci enrofloxacinu az po 35 dnech. Pii krat§i dobé fermentace byl
pozorovan dokonce nariist koncentrace enrofloxacinu. Tento vysledek naznacuje rozdilnou
dostupnost enrofloxacinu pro jeho extrakci v matrici faeces s podestylkou. Tyto vysledky

jsou odlisné od ptedchozich, ziskanych pro nizké koncentrace enrofloxacinu.
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Perzistence enrofloxacinu v piidnim prostiedi: Po aplikaci driibeziho hnoje na testovaci
pole UKZUZ byla v ptidé naméfena koncentrace enrofloxacinu 4,7+1,2 mgkg' susiny.
Nasledné analyzy vzorki v obdobi 0—101 dnii po aplikaci ukézaly, Ze koncentrace rezidui
vpudé zustava stabilni, dokonce se zvySuje. Koncentrace aktivniho metabolitu
ciprofloxacinu se také pozvolna zvySovala. ZvySovani koncentrace enrofloxacinu muze byt
vysvétleno postupnou absorpci enrofloxacinu na jednotlivé pidni komponenty. Tento
vysledek potvrzuje dlouhodobou perzistenci antibiotika a jeho aktivniho metabolitu
v pudnim prostiedi pti jeho aplikaci v relativné vysokych koncentracich. Pfi nizSich
koncentracich byla v nasi ptfedchozi studii z roku 2023 pozorovana jeho ¢astecna degradace.

U vysSich koncentraci dochazi k vyssi odolnosti fluorochinolonti vii¢i biodegradaci.

Piezivani kment E. coli pri procesu fermentace: Z pokusu fermentace faeces
s podestylkou vyplynulo, Ze modelové kmeny E. coli proces fermentace nepiezivaji.
V podestylce klesl jejich pocet pod limit detekce (<100 KTJ/g) po 14 dnech. Specificky gen
rezistence mcrl nebyl prokazatelny ani po pomnozeni vzorkl. V celkové DNA byly sice
detekovany geny rezistence gnrB, aac(6')-1b-cr a gnrS, avsak pravdépodobné¢ je nesly jiné
bakterie neZ modelové kmeny. To naznacuje jejich Sirsi vyskyt v mikrobiomu podestylky.
Tyto vysledky potvrzuji, Zze fermentace podestylky pfedstavuje Gcinny nastroj pro redukci
patogennich i rezistentnich bakterii a ma vyznamny hygienicky i ekologicky piinos pro

nakladani s zivociSnymi odpady.

Piezivani kment E. coli v pudé: Experiment s aplikaci suspenze rezistentnich bakterii
piimo do pudy ukazal, ze v tomto prostiedi mohou mikroorganismy ptezivat dlouhodobé,
a to v zavislosti na klimatickych podminkach. V provedené studii byly modelové kmeny

detekovatelné i po vice nez 13 tydnech.

Z vysledkt Ize usuzovat, ze geny rezistence k chinoloniim tvoii béznou soucast mikrobiomu

farmy. Aplikaci statkovych hnojiv na pidu mize dochézet k jeji kontaminaci a obecné

zivotniho prostiedi bakteriemi nesoucimi determinanty rezistence k antimikrobiklim. U¢inny

prostiedek ke snizeni rizika biologické kontaminace pudy predstavuje fadna fermentace faeces

s podestylkou. Také chinolony jsou degradovany fermentaci, i kdyZ jejich rozloZeni na

neaktivni latky je dlouhodoby proces. Dodrzovani zasad pfi zpracovani a vyrobé statkovych

hnojiv miize tedy vyznamné pfispivat k ochran¢ zdravi pudy.
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Cerpani finanénich prostiedkii k funkénimu tikolu ,,AMR v pidé a pFipadné dalsich
¢astech Zivotniho prostiredi® za rok 2025

(FCH VUT) Optimalizace metodiky a vlastni stanoveni obsahii
vybranych latek (enrofloxacinu a ciprofloxacinu) v podestylce, ve zrajici 200 000 K¢
mrvé a v pidé po aplikaci vyzralé mrvy

(USKVBL) Analyza dostupnych dat o spotiebach antibiotik

pouzivanych u kriit chovanych na maso v Ceské republice, véetné

reSerSe recentné publikovanych dat k moznému vlivu pouZzivani

kolistinu a fluorochinolont na bakterie, zhodnoceni trendovych dat

k rezistenci ke kolistinu a fluorochinoloniim u izolatt z krit a ko-

rezistenci k dal$im antimikrobiktim v rimci CR, horizontaln&

pfrenosnou rezistenci a piipadné perzistenci fluorochinolont v Zivotnim 140 000 K&
prostiedi.

Vyvoj metodiky pro detekei kolistinu a pfipadné kvantifikaci obsahu
kolistinu v napajeci vod¢, podestylce, ve zrajici mrvé a v pid¢ po
aplikaci vyzralé mrvy od medikovanych zvitat mikrobiologickou
metodou

Spotiebni material

(MUNI) Abundance vybranych genti zodpovédnych za rezistenci

k fluorochinoloniim a kolistinu se zamétenim na geny vyznamné

z pohledu horizontalniho pfenosu rezistence ve faeces, podestylce, 250 000 K&
stérech z prostiedi farmy a v ptdé

Spotiebni material

(UKZUZ) Nékup spottebniho materialu, ostatnich sluzeb, PHM, ostatni 60 000 K¢

Celkem 650 000 K¢
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