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1.  UVOD

Lécba infekEnich onemocnéni lidi i zvifat pomoci ptipravka obsahujicich antimikrobika je dnes
samoziejmosti. S §ifi vyuzivani (a naduzivani) téchto latek jde vSak ruku v ruce vznik
rezistence k antimikrobikim (AMR). Vzhledem k $ifeni AMR a problémtim, které mtize vyskyt
AMR piisobit jak v humanni, tak veterindrni mediciné je rezistence k antimikrobikiim
Vv soucasné dob¢& povazovana za globalni hrozbu. Jednou z cest, jak vyskyt AMR v prostredi
omezit, je uvédomelé pouzivani antimikrobik. Studie zabyvajici se touto problematikou jsou
nejen ve svete, ale i u nds vzacné a nejsou provadény komplexné.

Koncem ledna 2019 byl schvalen Akéni plan Narodniho antibiotického programu Ceské
republiky (AP NAP) na obdobi 2019-2022, ktery v ramci cile I. (Surveillance antibiotické
rezistence) definuje (kromé jiného) ve veterinarni oblasti ukoly, jichz je potfeba dosahnout.
Mezi témito ukoly je jeden zamétfeny na problematiku sledovani rezistence k antimikrobikim
v pudé (I.1.5). Hlavnim ucelem tohoto konkrétniho ukolu je pfedevsim zformulovat opatfeni
pro sledovani AMR v pad¢ a pokud mozno zaclenit sledovani AMR do pravidelného
monitoringu pudy.

Predkladand zprava je prvnim vystupem uvedeného ukolu I.1.5. V podstaté se jedna
0 podrobnou analyzu situace v CR shrnujici informace o spotfebach veterinarnich antimikrobik
a analytickych moznostech jejich stanoveni v pud¢, informace o vybranych pidnich
parametrech zemédélskych pid a moznostech sledovani AMR prostfednictvim riznych, jiz
funkCénich systémi sledovani kvality pidy a samoziejmé¢ informace o samotné rezistenci
k antimikrobiktim, véetné prvnich ptedbéznych vysledku.

Zprava vznikla ve spolupraci Ustfedniho kontrolniho a zkuSebniho ustavu zemédélského
(UKZUZ), Vyzkumného tstavu veterinarniho 1ékaistvi, v. v. i (VUVeL), Ustavu pro statni
kontrolu veterinarnich biopreparatd a 16¢iv (USKVBL) a Vysokého uéeni technického, Fakulty
chemické (FCH VUT). Odbéry vzorka pad v roce 2019 provedené za ti¢elem stanoveni AMR
byly realizovany podle metodiky vytvotené ve spolupraci s Ustavem ptidni biologie BC AVCR.

Komplexni pfistup k feSeni sledované problematiky je unikatni a véfime, Ze pfispéje
k objasnéni role pidy/zivotniho prostiedi na §ifeni rezistence k antimikrobiktim.

Antimikrobni latky (antimikrobika) jsou latky pusobici proti mikroorganismim, tj. proti
bakteriim (antibiotika, chemoterapeutika), virGm (antivirotika), houbam (antimykotika)
a parazitim (antiparazitika).

Rezistence k antimikrobikiim je schopnost mikroorganismu odolat u¢inku antimikrobik,
ke kterym byl ptivodné vnimavy.
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2. ANALYZA RIZIKA PRO VYBRANE SKUPINY
ANTIMIKROBIK V NAVAZNOSTI NA JEJICH
SPOTREBY U ZVIRAT CHOVANYCH V CESKE
REPUBLICE

2.1. Data o spoti‘ebé antimikrobik v CR — sumarizace pro
ucely sledovani zatéze zivotniho prostredi

Udaje o spotiebach antimikrobik v této zpravé vychazeji z dat, ktera shromazd’uje a analyzuje
v souladu s pravnimi piedpisy platnymi v Ceské republice (pfedevsim zakona o 1é&ivech) Ustav
pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 16¢iv. Aktivita Ustavu v této oblasti je
dlouhodobd (stabilni systém funguje od roku 2003) a proto Ize sledovat i vyvojové trendy, které
vykazuji signifikantni pokles celkovych spotfeb antimikrobik (obrazek 1) podanych jako
veterinarni 1é¢ivé piipravky zvifatim, a to jak v celkovych hmotnostnich objemech (tuny), tak
v celkovém hmotnostnim objemu vztazeném na populacné korekéni jednotku (PCU)!, ktera
reprezentuje populace a biomasu hospodarskych zvitat chovanych a porazenych za dané obdobi
v CR. Trendy ve spotiebach v ramci jednotlivych skupin antimikrobik (i trendy celkové)
v hmotnostnich objemech jsou patrny z tabulky 1.

Nize uvadéné udaje o spotiebach byly vypocéteny z dat o objemech prodejii veterinarnich
1é¢ivych ptipravki (dale VLP) obsahujicich antimikrobika od distributorii (resp. z vykazi jejich
jednotlivych distribu¢nich skladii) a o objemech zamichanych medikovanych premixa vyrobct
medikovanych krmiv, ktefi jsou schvaleni v souladu se zdkonem o 1é¢ivech v platném znéni.

Jsou ziskavana data o prodejich jednotlivych baleni vS§ech VLP (ktera jsou identifikovana
pomoci kodi baleni). V pifipad€ premixl jsou kompletovana data o kvantité konkrétniho VLP
(zde medikovaného premixu) zamichaného do medikovaného krmiva urceného
pro hospodaiskéa zvifata. Systém sbéru dat je stabilizovany a jeho vyhodou je, Ze se dostava
na troven blizkou koncovému spotiebiteli. Nevyhodou zlstava skutecnost, ze bez ziskani
dalSich udajl nelze piesné stratifikovat prodeje VLP na jednotlivé druhy zvifat, kterym byla
1é¢iva finaln€ podana (ve spolupraci s koncovymi uzivateli byly nicméné, pro rok 2016, ziskany
kvalifikované odhady takové stratifikace — viz zde niZe).

eas

1 PCU = Population Correction Unit, je vypocitdvdna vyndsobenim poctu Zijicich zvifat za sledované obdobi
(dojnice, ovce, prasnice a koné) a poraZzenych zvitat (skot masny, kozy, prasata, ovce masné, drlibez, kralici
a kraty) jejich konsensualné stanovenou hmotnosti, ktera pfipada v dobé potencidlniho pouZiti antimkrobik
v Uvahu. Tato jednotka byla odsouhlasena v rdmci projektu ESVAC a jeji vypocet je podrobné vysvétlen na strané
19 a 20 zpravy (EMA, 2018) a dale v Annexu Ill, Tabulce A13 a A14 téZe zpravy.
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Obrazek 1: Trendy v celkové spotiebé veterindrnich antimikrobik CR, 2006-2017: vyjadreni

V absolutnich hmotnostnich objemech (tuny) a s korekci na populace hospodarskych zvirat
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Pfi dalsi praci s daty o spotiebach je vhodné se vyhnout jednoduchym srovnanim, nebot
jednotliva antimikrobika maji riznd dédvkovaci schémata (tj. proménné mnozstvi mg 1é¢ivé
latky/kg zivé hmotnosti potencialné 1éCenych zvitat), a tak se z idaji o celkovych spotiebach
nedd jednoduchou aritmetikou piesné vyjadfit frekvence poddni, ¢i expozice zvifat urcitym
druhtim latek a je obtizné vycislit, kterd antimikrobika jsou tzv. nejéastéji podavana.

Stran srovnavani dat je tedy potfebné vZdy zvaZovat ucel a vystupy takovych srovnani. Pokud
se soustfedime na farmakologické skupiny antimikrobik a misto, jaké zaujimaji v celkovych
objemech spotieb, je vhodné hodnotit spotieby z pohledu hmotnostnich objemii, kdy jsou tato
data pfinosnd zejména z pohledu mozné celkové zatéZe pro Zivotni prostiedi, kterd se
V soucasnosti stale vice dostdva do poptedi zajmu. Je nutno vzit v tvahu, Ze ¢ést ¢i vétSina
1é¢ivé latky (u riznych latek se poméry lisi), ktera byla podana zvifeti, podléha metabolizaci
a Ze nasledné jsou vylouceny bud’ mikrobiologicky stale aktivni metabolity, nebo Castecné
I pivodni latka, ¢i metabolity inaktivni. Riziko zatéze pro Zivotni prostfedi je nutno zvazovat
i Sohledem napf. na moznosti biodegradability, ¢i naopak akumulace v prostiedi (a to
v riiznych jeho slozkiach — zejména v ptidé (zde velmi zalezi na charakteru pid a jejich
fyzikaln¢/chemickych charakteristikach) a v povrchovych vodach). Navic rovnéz cast
prodanych baleni mize zlstat nespotfebovana a byt ndsledné ,neSkodné likvidovana®.
Pti zvazovéani zaté€ze pro Zivotni prostfedi z divodu pouziti veterindrnich 1écivych piipravki
(vCetné antimikrobik) je vSak potteba zohlednit i dal§i vstupy do zivotniho prostiedi
(antimikrobika a biocidy — humanni medicina; latky antimikrobni, pesticidni, herbicidni ¢i
biocidni povahy vstupujici do prostiedi at’ jiz prostiednictvim zemédélskych technologii,
ale i dalsich oblasti vyroby a sluzeb). Pokud bychom, dle ATC vet klasifikace, jako
antiinfektivum zvazovali i oxid zinku bylo by potiebné kalkulovat i s ptivodem této slouceniny
mimo podani prostfednictvim veterinarnich 1é¢ivych ptipravkll (jiné slozky zemédé&lské
produkce, ale i primyslové vyroby).



AMR V pude a pripadné v dalsich castech Zivotniho prostredi

Tabulka 1: Celkové spotieby antimikrobik dle farmakologickych skupin ve VLP — souhrnné viechny lékové formy, CR, 2010-2017 (kilogramy).

Skupina antimikrobik 2010 [kgl] 2011 [kg] 2012 [kg] 2013 [kg] 2014 [kg] 2015 [kg] 2016 [kg] 2017 [kg]

Tetracykliny? 28 206,58 28 006,53 20 018,10 19 302,82 19999,52 16 862,10 15014,41 13 037,05
Peniciliny® 17 766,90 12 166,56 12 653,13 14 132,42 13 589,16 12 691,95 11 783,68 12 544,10
Sulfonamidy*® 10 279,18 9728,51 8 620,64 9308,82 9122,54 7 436,34 7 097,49 7 534,53
Diterpeny (Pleuromutiliny)d 4276,80 2 806,89 3 156,92 2737,45 3379,77 2 745,19 2521,29 2 969,10
Makrolidy® 4 007,50 2 475,29 3 855,98 2622,17 4108,68 2 684,20 2 381,96 2 511,05
Aminoglykosidyf 2439,16 2 325,52 1745,45 2 430,50 1651,58 1829,62 1395,17 1852,85
(Fluoro)chinolony 1174,07 1244,50 1294,22 1320,91 1277,15 1235,40 1237,92 1358,92
Amfenikoly 815,53 274,62 377,06 312,04 324,08 324,1 275,71 942,75
Trimethoprim a derivaty 738,48 690,28 764,59 958,77 1384,52 1183,11 725,27 820,93
Polymyxiny 673,53 421,71 615,99 769,32 736,50 690,84 589,93 418,20
Cefalosporiny 633,55 557,32 472,71 766,47 797,54 849,5 904,51 777,25
Ostatni 326,60 674,50 410,32 397,87 377,37 196,76 163,29 107,70
Linkosamidy 254,62 226,21 299,94 343,80 235,13 169,5 140,99 120,95
Imidazolové derivaty 41,04 41,63 33,39 43,72 39,40 39,25 43,72 51,37
Ansamyciny 2,88 4,43 42,50 54,41 49,09 52,1 48,42 49,16
Celkem 71 636,42 61 644,50 54 360,95 55 497,63 57 072,02 48 989,96 44 323,76 45 095,91

tetracykliny (tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin, doxycyklin)

® peniciliny celkové (citlivé i rezistentni k beta-laktamdzdam, s rozsirenym spektrem ticinku — zde véetné amoxicilinu z VLP obsahujicich kombinace amoxicilin/kyselina klavulanova)

¢ sulfonamidy celkové (u sulfonamidii potencovanych — zde véetné sulfonamidu z VLP obsahujicich kombinace sulfonamid/trimethoprim).

d diterpeny (tj. pleuromutiliny — tiamulin, valnemulin)

¢ makrolidy a pribuzné ldatky (erytromycin, gamithromycin, spiramycin, tildipirosin, tilmikosin, tulathromycin, tylosin, tylvalosin)

faminoglykosidy a pribuzné ldtky (apramycin, dihydrostreptomycin, framycetin, gentamicin, kanamycin, neomycin, streptomycin a spektinomycin)
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2.1.1 Komentar k zastoupeni farmakologickych skupin

Pii zohlednéni farmakologickych skupin jsou v Ceské republice, co do hmotnostnich objemi
po dlouha Iéta stabilni s nejvétsi spotifebou (2010-2017) tii skupiny antimikrobik:

- tetracykliny (zde nejvyssi objem tvoii chlortetracyklin),

- peniciliny (zde nejvyssi spotteby jsou alokovany na amoxicilin) a

- sulfonamidy (zde nejvyssi spotfeby tvofi sulfadimidin) (tabulka 1).

Tyto tii skupiny se v roce 2017 podilely ze 71 % na celkovych spotiebach vsech antimikrobik
Vv hmotnostnich objemech a v objemech vztazenych na populace hospodarskych zvitat tvotily
dokonce 74 % z celkovych spotiebovanych antimikrobik. Ptfehled trendd spotieb uvadi
tabulka 1.

Spotieba ve skupiné tetracyklini ma staly klesajici trend — naposledy signifikantni meziro¢ni
(2016-2017) pokles 0 13 % (ptepocet z vyjadieni v tunach), ¢i pokles o 11,6 % (piepocet
z vyjadieni v mg/PCU). CR patii mezi zemé, kde je dlouhodobé nejvyssi spotieba tetracyklint
a vysoka spotfeba sulfonamidl pouzivanych v Iékovych formach k medikaci skupin zvifat,
na rozdil od zemi severskych (SE, NO, FI), kde ptevazuji spotieby tzkospektrych penicilini
s vyraznym trendem individualizace 1écby (vysoky podil injekéné podavanych antimikrobik).
Fakt dlouhodobé vysoké spotieby tetracyklinli a sulfonamidd se urcitym zpisobem promita
rovnéz do profilii rezistence bakterii (komensalnich i1 patogennich), kde je zjistovana pomérné
vysokd mira rezistence, zejména k tetracyklinim u izolati z riznych druhti hospodarskych
zvifat a rovnéz jsou Casto zjisStovany rizné typy genu tet a sul kodujicich rezistenci
k antibiotikim téchto skupin. Pfi zohlednéni vlastnosti téchto latek, konkrétné schopnosti
pomérné dlouhé perzistence, napt. pii vylouceni téchto latek exkrementy zvifat do Zivotniho
prostfedi, se zastupci obou skupin fadi mezi latky, jejichZ rezidua (at’ jiZ pfimo matecnych
sloucenin, ¢i mikrobiologicky aktivnich metabolitll) by mélo smysl monitorovat v ramci
sledovani zatéze pudy a vody (povrchové i podzemni, pfipadné sedimentti ve vodnich
nadrzich).

Ackoliv v hmotnostnich objemech je skupina penicilinovych antibiotik, s nejvy$$im podilem
zastoupeni amoxicilinu, na celkové druhém mist€¢ s mirné stoupajicim trendem spotieb,
z pohledu zatéZze pro zivotni prostiedi ve srovnadni se sulfonamidy, tetracykliny
¢i fluorochinolony je ,méné nebezpecnou skupinou® pro nestabilitu penicilinovych
antimikrobik (v¢etné amoxicilinu) ve vné&j$im prostiedi.

Vramci skupin makrolidl, diterpentt (pleuromutilinl) a aminoglykosidii (vcetné
aminocyklitolu spektinomycinu) ve sledovaném obdobi 2010-2017 objemy spotieb kolisaji
a nevykazuji linearné se snizujici trend (tabulka 1). I v této skupiné tvofi hlavni ¢ast objemu
spotfeb VLP v Iékovych formach urcenych k medikaci skupin zvitat.

V souvislosti se skupinou makrolidd, je vhodné poukdzat zejména na skutecnost, Ze tato
skupina je povazovana za kriticky vyznamna antimikrobika dle klasifikace svétové
zdravotnické organizace (WHO) z pohledu potieby zachovani t¢innosti téchto latek pro 1écbu
onemocnéni lidi, a 1 zde by tedy mélo byt velmi dbano na sniZeni spotifeb na miru, ktera je
nezbytna pro racionélni a odlivodnéné pouzivani u zvitat. Ve skupiné aminoglykosidi se nové
objevuji kromé dfive podavanych VLP obsahujicich spectinomycin (aminocyklitol), dale
dihydrostreptomycin, streptomycin, gentamicin, kanamycin, ¢i framycetin i1 peroralné
podavand VLP apramycin a neomycin (jednd se o nové ¢i obnovené registrace VLP s t€émito
latkami v ramci CR).

Z pohledu zatéze pro zivotni prostfedi by bylo mozno fici, Ze za nejvice zatézové z této vyse
komentované skupiny antimikrobik 1ze povazovat aminoglykosidy, nasledované mnohem Iépe
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degradovatelnymi pleuromutiliny (s hlavnim zastupcem tiamulinem) a jako nejméné
problematické v této skupiné by bylo mozno oznacit makrolidy.

Dalsi skupinou dle miry spotieby jsou fluorochinolony. Tato skupina, reprezentovana
pfedevsim peroralné¢ podavanym enrofloxacinem, je z pohledu zatéze pro Zivotni prostiedi
pomérng rizikovou.

Tabulka 2: Mira degradace vybranych antimikrobik v piidé (Toutain et al., 2014)

Farmakologicka SI,(AunTi::ikrobikum Mira degradace v % Dny
Tetracykliny
Chlortetracyklin 24 84
Tetracyklin 50 48
Oxytetracyklin 0 180
Cefalosporiny
Ceftiofur 60 1
Sulfonamidy 0 28
Aminoglykosidy 0 30
Pleuromutiliny
Tiamulin 50 26
Makrolidy
Tylosin 50 2
Polypeptidy
Bacitracin 77 30
Fluorochinolony
Enrofloxacin <1 56

2.1.2 Spotieba antimikrobik stratifikovana na cilové druhy zvirat

Jak jiz bylo uvedeno v iivodu této zpravy, s daty o prodejich z roku 2016 byl vypracovéan rovnéz
kvalifikovany odhad stratifikujici spotfeby antimikrobik u potraviny produkujicich zvirat,
u kterych mame k dispozici 1 data o poctech zvifat z EUROSTAT, TRACES ¢i narodnich
statistik.

Bylo vyuzito extrapolace dat z datovych souborli reprezentujicich skute¢na pouzivani VLP
s antimikrobiky u majoritnich druhd zvifat, vybranych minoritnich druhii zvitat a dale udaju
Z ptedpisii pro medikovana krmiva, déle byla zaclenéna analyza VLP registrovanych pro jeden
druh cilovych zvifat, ¢i v pripad€ vice druhti byly vysledky z datovych soubora extrapolovany,
aby odrazely proporcionalitu pouziti. I pfes tuto kombinaci pfistupt, jsme si védomi, Ze se stale
jedna pouze o kvalifikované odhady, nelze tedy vyvozovat zcela piesné zavéry. Piesto se vSak
domnivéame, i dle dalSich indicii (inspek¢ni €innosti a predchozich pilotnich projektt sledovani
pouzivani antimikrobik na jednotlivych farmach), Ze se data v elementarnich charakteristikach
velmi blizi redlnému stavu.

Na obrazku 2 je uveden odhad spoti-eb vztaZeny na biomasu/populaci? pro cilové druhy skot,
prasata, dritbez, ovce a kozy, ryby, koné a kraliky. Pro lepsi pfedstavu a pochopeni grafu je
vhodné se zabyvat také daty o podavanych 1ékovych formach (viz obrazek 3), kdy Ize obecné

2 Jedna se o PCU (viz pozn pod &arou v kapitole 2.1) av3ak specificky rozdélenou na druhy (a v rdmci druhd déle
na kategorie zvifat). Napf. dribeZ se skladd ze souctd kura domaciho a krit a pordzené drlibeZe exportu
aimportu (pocty x hmotnosti); napf. prasata jsou tvorena kategorii porazenych prasat (pocty x hmotnost),

poraZzend a vykrmova prasata (exporty a importy — pocty x hmotnost), Zijici prasnice (pocty x hmotnost). Obdobné
dalsi species zvirat. Ryby jsou vyjadreny pouze v tunach.
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fici, ze druhy zvitat medikované prostfednictvim krmiva, at’ jiz medikovaného premixem, nebo
smichaného s VLP v l1ékové formé perordlniho prasku, spotiebovavaji nejveétsi mnozstvi
1é¢ivych latek (vychdzi to 1 z faktu, Ze tyto Iékové formy ve vétSing piipadi potfebuji podavat
lé¢ivou latku ve vyssi davce na kg zivé hmotnosti nez napt. VLP injekéni). Dalsi formou
hromadné medikace je medikace pitné vody, Casta je rovnéz medikace mléka/mlééné nahrazky
— opét je presumpci vys$Sich objemu spotfebovanych antimikrobik. Vzhledem k tomuto faktu
pak vychazi dle stratifikovanych dat nejvyssi spotieby u prasat, kralika, dribeze a skotu (resp.
peroralné podavané u neruminujich telat).

Obrazek 2: Stratifikace spotreb (z celkového mnozstvi prodanych VLP odpovidajicich lékovych
forem a zpiisobu podani) na jednotlivé druhy hospodarskych zvirat CR — 2016 (mg/PCU).

140 -+
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120 -

100 -

76.51

mg/PCU

49.76
40 ~ 34.71

20 - 18.92
8.40 5'39

0 , , 1 [

Skot Prasata Drlibez Ovce a kozy Ryby Koné Krélici

Na obrazku 3 je uveden odhad spotieb pro cilové druhy skot, prasata, driibez, ovce a kozy, ryby,
koné¢ a kraliky — rozdéleni je podle hmotnostnich objemll (tedy tun lécivych latek
spotiebovanych u vyse uvedenych druhli zvifat) a zohlednujicich i rozvrstveni pouzitych
1ékovych forem.

U skotu tedy pfevazuje lékova forma injekéni a peroralni (pfedpoklad peroralniho podani
neruminujicim telatim), ndsleduji intramamarni a intrauterinni VLP. V rdmci této skupiny
zvitat lze sledovat pomérné rovnomérné rozvrstveni skupin antimikrobik a bylo by moZzno
zvazovat zatéz pudy antimikrobiky vylucovanymi exkrementy a to zejména: oxytetracyklin,
aminoglykosidy (DHSTM), fluorochinolony, sulfonamidy/trimethoprim, a ackoliv jsou
podavany rovnéz beta-laktamy (peniciliny zékladni, ampicilin, amoxicilin, ceftiofur,
cefoperazon, cefchinom) — vzhledem Kk jejich kratkodobé stabilité (resp. nestabilité) nelze
predpokladat jejich vyskyt ve formé rezidui v ptidé.

U prasat jednoznacné pievazuji peroralni prasky do krmiva a vody, dale pak premixy, a v malé
mife se na spotiebach podileji injekéni VLP (piedevs§im aplikované u selat a prasnic). Ze skupin
antimikrobik zasadnich z pohledu zatéze pudy zde budou tvofit majoritu tetracykliny
a sulfonamidy, v mensi mife pak aminoglykosidy, nasledované dalsimi latkami ze skupin
pleuromutilin®, makrolidl a nejméné ziejmé fluorochinolonil.

U driibeze je v dneSni dobé naprostd majorita VLP pouzita jako perordlni prasky podavané
prostiednictvim napajeci vody. Nicméné jelikoz je driibeZz (nejéastéji brojleti Gallus gallus)
davkovana v ¢asnych stadiich véku (nejfrekventovanégji prvni tyden véku) odpovida tomu
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i ,pozice” dribeze v obrazku 2. Zde za jednozna¢né nejvétsi zatéz lze povaZovat
fluorochinolony, nasledované sulfonamidy s trimethoprimem, pfipadné v mnohem mensi mife
tetracykliny (zejména doxycyklin).

Ani u jedné z majoritnich skupin nebyla zminovana betalaktamovéa antimikrobika (hojné
podavané aminopeniciliny (amoxicilin), peniciliny ¢i cefalosporiny). Tyto latky, jak jiz bylo
uvedeno vyse, jsou malo stabilni ve vn¢jSim prostiedi a rychle degraduji.

U kralikt je mirna pfevaha podani v 1ékové forme premix, nicméné jsou zastoupeny i peroralni
prasky. Vzhledem k celkovému poctu kralikti v CR vSak nelze povazovat riziko zatéze pro
zivotni prostiedi za zésadni.

Na obrazku 3 jsou oproti obrazku 2 zafazeny mimo zvifat potravinovych rovnéz zvirata
Vv zajmovém chovu — psi a kocky, kde je nejvyssi mira spotieby tablet, nasledovana injekénimi
VLP (mira rizika z pohledu zatéze ptidy minimalni).

U koni se jedna zejména o injekéni VLP a peroralni pasty (mira rizika z pohledu zatéze ptudy
minimalni).

U ryb podéani medikovaného krmiva (granulaty, které jsou shrnuty do polozky ,,oral powders*,
ac by spiSe mély figurovat jako forma premix) — zde mira rizika pfedevsim pro povrchové vody
V nadrzich s rybami, kterym byla poddna medikace (a to véetné sedimentl téchto nadrzi, véetné
rybniki).

Do kategorie ,,ostatni* spadaji podani minoritnim druhtim (napft. bazanti).

Obrazek 3: Stratifikace spotieb na jednotlivé druhy hospodarskych zvirat CR — 2016 (mg/PCU)
S vizualizaci miry podavani jednotlivych lékovych forem.

Stratifikace lékovych forem ( z prodejii v tundch) data 2016 CR

g
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2.1.3 Analyza rizika pro vybrané skupiny antimikrobik v navaznosti
na jejich spotreby
2131 Osud a chovani antibakteridalnich latek v ramci oSetiovani
hospodariskych zviiat.

Pokud nebudeme brat v ivahu zdroje kontaminace Zivotniho prostiedi léCivy napt. z vypousténi
splaskovych vod z COV, vypousténi odpadnich vod z vyrobnich zavodu, aplikaci kalti z COV
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¢i nespravnou likvidaci samotnych 1é¢iv vyhozenim do komunalniho odpadu, ¢i oSetieni
domacich mazlickl, pak za mozny vyznamny zdroj rezidui 1é¢iv v zivotnim prostiedi 1ze
povazovat exkrementy oSetienych hospodarskych zviftat.

2.1.3.2  Rezidua plynouci 7 piimého oSetieni hospoddiskych zviiat

V ramci 1écby hospodaiskych zvifat se mohou rezidua 1é¢ivych latek samotnych, ptipadné
jejich degradacnich produkti (metabolit) dostavat do terestrického prostfedi predominantné
rozmetanim statkového hnoje nebo kejdy na zemédé€lskou piidu nebo pfimou exkreci zvitat
na pastviny.

Rezidua téchto latek tak mohou ovliviiovat terestrické necilové druhy zvifat pfimo, nebo
akvatické necilové druhy nepfimo, a to diky transportu latek pies ptidu do vody, a to véetné
jejich absorpce na ptdni ¢astice a organickou hmotu.

21.3.3 Osud a chovini vybranych antibakteridlnich lditek obsaZenych
Ve veterindrnich lécivych pFipravcich v pudé

Mnoho antimikrobik jsou semi-syntetické derivaty nebo syntetickd analoga v pfirod¢ se
ptirozené vyskytujicich (napt. produkovanych bakteriemi, ¢i mikromycetami piimo v pud¢)
antibiotik, které pretrvavaji v zivotnim prostiedi. Jejich existence ¢i dokonce perzistence tedy
muze byt vysvétlena tak, Ze 1 pidni mikroorganizmy se snazi udrZet urcitou rovnovahu
ekologického systému, v némz ziji a jsou tedy schopny produkovat antimikrobika proti jinym
,konkurencnim* bakteriim. V huménni a veterinadrni medicin€ jsou antimikrobika pouzivéna
pro lé¢bu nemoci zpisobenych mikroorganismy, jako jsou bakterie a houby, nicméné jak jiz
bylo uvedeno vySe, fada z nich byla ,,pfevzata® od pfirozenych producentli nachazejicich se
v pud¢ (streptomycety, penicilia, bacily apod.). Za environmentalnich podminek se molekuly
antibiotik vyskytuji ve formé& neutralni, kyselé nebo zasadité, pripadné také jako zwitteriony,
aproto se jejich fyzikaln€¢ chemické a biologické vlastnosti mohou ménit v zavislosti
na ménicim se pH. Mezi tyto vlastnosti patii napiiklad rozdélovaci koeficient oktanol/voda
(logKow) nebo distribuéni koeficient (logKd) (Kiimmerer 2008).

Antibakterialni latky obsazené ve veterindrnich lécivych pfipravcich jsou v télech
hospodaiskych zvifat velmi malo metabolizovany a zpravidla jsou pfitomny v exkrementech
oSetfenych zvifat ve vysokém procentudlnim zastoupeni. Bylo publikovéano, Ze v nékterych
ptipadech az 80 % antibiotik podavanych peroralné hospodarskym zvifatim prochézi jejich
organismem Vv nezménéné podobé (Sarmah et al. 2006). Metabolismus antibakterialnich latek
ve zvitatech je zavisly jak na chemické povaze dané farmakologické skupiny antimikrobik, tak
na jednotlivych latkach v ramci samotné skupiny (viz vySe udaje v tabulce 2). Obecné
k minimalni metabolizaci (méné nez 20%) dochéazi u tetracyklinovych a makrolidovych
antibiotik, ke stfedni metabolizaci (20—80%) u linkosamidt a azolovych antibiotik a vysoké
u sulfonamidt. U aminoglykosidovych antibiotik je metabolizace v ramci skupiny minimalni
az vysoka a u fluorochinolonii je sttedni az vysoka (Kiimmerer 2008).

Na zemédélskou plidu se rozmeta jak kejda, tak hntllj z oSetfenych zvifat zpravidla na jafe
a na podzim. Hntjj 1 kejda jsou skladovany az do doby aplikace na pidu a béhem této doby
mize dochazet k rozkladu rezidui antibiotik. VétSina latek patiicich mezi sulfonamidy,
aminoglykosidy, beta-laktamy a také napftiklad jeden z makrolidi — tylosin maji polocCas
rozkladu zhruba 30 dni anebo nizsi, proto mohou byt signifikantné degradovany jiz béhem
skladovani hnoje. Naproti tomu napiiklad makrolid roxithromycin a také tetracykliny maji delsi
polocas rozkladu, né€kolik mésic. Rychlost degradace v hnoji je zdvisld na typu hnoje.
V tabulce 3 jsou uvedeny polocasy rozkladu pro jednotlivé skupiny antibakterialnich latek
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v ruznych druzich hnoje, a v tabulce 4 jsou uvedeny polocasy rozkladu antibakterialnich latek

v padé. (Kiimmerer 2008).

Tabulka 3: Polocasy rozkladu vybranych antimikrobik v riznych druzich exkrementii zvirat

(Kzimmerer 2008)
Skupina Latka Matrice DT50 (dny)
Tylosin Praseci kejda <2
Makrolidy Erythromycin Kejda 41
Roxithromycin Kejda 130
Trus brojler( <8
Sulfonamidy Sulfachloropyridazin Trus nosnic <90
Praseci kejda >8
. Chlortetracyklin Smés pudy a trusu dribeze >30
Tet ki
etracyxiiny Oxytetracyklin Hn{j skotu <30
Amorolium Trus nosnic >8
Dalsi P Trus brojlerQ >90
Tiamulin Kejda > 180

Tabulka 4: Polocasy rozKkladu vybranych veterindarnich antimikrobik v piide (Kiimmerer 2008)

Latka Polocas rozpadu (dny)
Amoxicilin <1
Ceftiofam 22,2-49
Danofloxacin 87-143
Enrofloxacin > 152
Erythromycin 20
Florfenicol <103
Oleandomycin 27
Oxytetracyklin 16-18
Salinomycin 5
Sulfachloropyridazin 2,8-3,5
Sulfachloropyridin 21,3
Sulfadimidin 18,6
Tiamulin 16
Trimethoprim <103
Tylosin 4,1-4,2
Tylosin A 7
Tylosin D 8
Virginamycin > 64

vvvvv

organismy nez matefskd latka a jejich sorpéni chovani muze byt Upln€ odlisné, napf.
anhydrotetracyklin, metabolit tetracyklinu, je mobilnéjSi nez tetracyklin a je tedy vétsi
pravdépodobnost, ze by vodni utvary mohly byt vystaveny metabolitu (Kiimmerer 2008).

2.1.3.4 Rychlost degradace antibiotik v pidé

Jakmile se uvolni antibiotika do ptidy, stavaji se soucasti riznych abiotickych a/nebo biotickych
procest véetné transformace/degradace, sorpce-desorpce, zachycenim rostlinami, odplavenim
Z pidy nebo transportem do podzemnich vod. Hydrolyza hraje také vyznamnou roli, napiiklad
beta-laktamova antibiotika jsou velmi citliva na hydrolyzu, zatimco makrolidy a sulfonamidy
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jsou mén¢ citlivé k hydrolyze. Fotolyza také ptispiva k degradaci antibiotik (napiiklad
chinolonll a tetracyklinll), kterd jsou na povrchu pidy béhem aplikace hnoje nebo kejdy.
Pti vstupu rezidui antibiotik do piidy je hlavnim procesem, ktery urcuje jejich perzistenci,
sorpce na organickou hmotu a degradace/transformace. Perzistence rezidui antibiotik je
ovliviiovana fadou rtiznych faktort, jako jsou napiiklad fyzikaln¢ chemické vlastnosti rezidua,
charakteristika ptidy, klimatické faktory jako je teplota, srazky a vlhkost. Transformace nebo
degradace antibiotika v ptd¢é zavisi na molekularni struktuie a fyzikalné¢ chemickych
vlastnostech antibiotika. Piehled fyzikalné-chemickych vlastnosti riznych antibakteridlnich
latek je uveden v referenci Cycon” et al. (2019).

Vzhledem k tomu, Ze mnoho abiotickych a biotickych faktor ovliviiuje degradaci antibiotik,
rizné skupiny téchto latek se lisi v rychlosti degradace v pudé. Toto dokazuje velky rozsah
polocast rozkladu v pidé mezi <1 a 3466 dni (Obrazek 4).

Obrazek 4: Polocasy rozkladu antimikrobik v piidé (Cycon’ et al. 2019)
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FIGURE 4 | Maximum DOT50 and haf-lie valuss for the sslected antibiotics obtained from availsble degradation studies [Table 3) imespective of the type of gl and
the concentration of antibiotic used. The sbeence of bars in some cases means no dats avaiable.

Ve studiich bylo zjisténo, Ze napiiklad, amoxicilin byl snadno rozlozitelny s poloasem
rozkladu 0,43-0,57 dni, v dalsi studii bylo zjisténo, ze chlortetracyklin v mnozstvi 10 mg/kg
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v

pudy byl rychle degradovan s DT50 pod 1 den. Detailnéjsi informace ohledné rychlosti
degradace ruznych antibiotik a zjisténych DT50 hodnot v riznych typech pud prezentuje
Cycon” et al. (2019).

V ramci jedné skupiny antibiotik se hodnota DT50 signifikantné 1isi, a to pravdépodobné
z divodu razného slozeni pudy, davkovani antimikrobik a podminkami dané studie.
Fluorochinolony, makrolidy a tetracykliny jsou obecné charakterizovany vysokymi hodnotami
DT50 nebo poloc¢asy rozpadu.

2.1.3.5 Sorpcni koeficient

Sorp¢ni koeficient Koc je vyznamnym parametrem pro odhady distribuce antimikrobik
Vv zivotnim prostiedi. Antimikrobika s Koc >4000 l/kg jsou shleddvana jako imobilni
a degraduji v pud¢ velmi pomalu (velmi perzistentni), doba pro degradaci z 50 % plvodni
davky je vice nez 60 dni. Antimikrobika s hodnotami Koc < 15 l/kg jsou vysoce mobilni
a snadno podléhaji degradaci (DT50 pod 5 dni). Relativné nizkd perzistence nékterych
antimikrobik v pudé mulze souviset sjejich nizkou afinitou kriznym organickym
aneorganickym pudnim slozkam. Naproti tomu tetracykliny, fluorochinolony, makrolidy
a sulfonamidy se vzhledem ke svym vlastnostem siln€ vazou na pudni slozky a vytvari stabilni
rezidua. V jedné ze studii bylo zjisténo, Ze vytéznost sulfadiazinu jiz prvni den experimentu
byla jen 27 % a 45 % puvodni davky 10 respektive 100 mg/kg pudy. Obdobné naptiklad
sulfadimidin aplikovany v koncentracich 20 a 100 mg/kg ptdy byl siln¢€ vazan na pudni ¢astice
a zjisténd koncentrace tohoto antibiotika byla 62,1 a 31,5 pg/kg pidy na zacatku experimentu
a255,5 a 129,8 pg/kg pudy k 56. dni pokusu. Vazbou antimikrobik na ¢astice pudy nebo
vyskytem ve formé komplexl nelze sorbovana antimikrobika Casto detekovat a mohou ztratit
antibakterialni aktivitu (Kiimmerer 2008). Obecné plati, Ze k nartistu sorpce kationtovych
forem antimikrobik dochazi s klesajicim pH (napft. sulfonamidy, makrolidy).

U latek s SirSim spektrem ptlsobeni, lze divodné predpokladat i ztratu G€inku na dalsi
mikroorganizmy. Nékteré studie totiZz naznacuji, Ze sorpce muze redukovat, ale ne nezbytné
eliminovat antimikrobialni aktivitu (Halling-Serensen et al. 2003). Naptiklad tetracykliny
a tylosin jsou sice pevn¢ vazany v pudé na castice jilu, ale i pies to si zachovavaji aktivitu
(Chander et al. 2005).

Nekterd antimikrobika maji schopnost se siln¢ vazat v pidé, perzistovat po dobu i nékolika let
a to zpusobuje, Ze nemohou degradovat nebo degraduji velmi pomalu. Ve studiich degradace
Vv pudg, s preferenci provedeni studie s radioaktivné znacenymi latkami (dle OECD 307), se
diky tomu pfi extrakcich také stavaji soucasti tzv. neextrahovatelnych rezidui (NER)
nebo vazanych rezidui. Neni vSak zcela jasné, zda tato neextrahovatelna rezidua (NER) jsou
nebo nejsou biologicky dostupna necilovym druhtim véetné mikroorganisma v pade.

2.1.3.6  Mikrobialni degradace

Dalsi mozZnosti, ktera pfispiva k vymizeni antimikrobik v pudé¢, je také mikrobialni degradace,
coz bylo potvrzeno vysledky z mnoha studii provedenych na sterilnich a nesterilnich ptidach
(Cycon'M. et al. 2019). Hodnoty DT50 antimikrobik v pidé byly mnohem niz§i v pidach
s mikroorganismy ve srovnani s DT50 ziskanych za sterilnich podminek. Jako ptiklad 1ze uvést
erytromycin aplikovany na pidu v davce 0,1 mg/kg pidy, ktery v nesterilni ptidé vymizel
mnohem rychleji (6,4 dni) v porovnani se sterilnimi podminkami (40,8 dni). Také naptiklad
u sulfachlorpyridazinu, davkovaného v mnozstvi 10 mg/kg pudy dosSlo k degradaci tiikrat
rychleji v pudach s mikroorganismy (polocas 20-26 dni) ve srovnani se sterilnimi ptidami
(polocas 68—71 dni). Studiemi bylo potvrzeno, ze mikrobialni aktivita hraje hlavni roli
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v biotransformaci sulfadiazinu v padach s DT50 8,48; 8,97 a 10,22 dni v nesterilni ptdé
a30,09; 26,55 a 21,21 dnt ve sterilni ptdé pro koncentrace 4, 10 a 20 mg/kg pudy. Podobny
vliv byl sledovan 1 u dalSich antimikrobik jako je norfloxacin, sulfamethoxazol, sulfadimidin
a tetracyklin (Cycon’et al. 2019).

2.1.3.7  Dalsi faktory ovliviiujici degradaci antimikrobik v piidé

Degradace antimikrobik zavisi nejen na katabolické aktivité ptidnich mikroorganismu, ale také
do zna¢né miry na vlastnostech ptdy, jako napiiklad obsahu organické hmoty, pH, vlhkosti,
teploté, kysliku a struktute ptdy. Jedny z nejvyznamnéjs$ich parametrt, které ovliviiuji chovani
veterinarnich 1é¢iv véetné antimikrobik v ptidé€ jsou textura pudy a pH.

Degradace antimikrobik v pad¢ také siln¢ zavisi na jejich koncentraci v pudé. Na zakladé
dolozenych vysledkli 1ze potvrdit, Ze vysoka koncentrace antimikrobika mulze prodlouzit
perzistenci v pud¢ vlivem inhibice pudnich mikroorganismi. Nicméné muze také dochazet
k fenoménu, kdy se ptidni mikroorganismy pre-adaptuji, a to v ptipadé, ze dochazi k opakované
aplikaci na pudy s historickou aplikaci daného antimikrobika. Tento fenomén byl sledovan
naptiklad u makrolidd, chlortetracyklinu, sulfadimidinu a tylosinu.

Rychlost degradace antimikrobialnich 1é¢iv v piadé mohou ovlivnit aplikace rtznych
organickych latek jako je hntj, kejda, kaly nebo kompost do pidy (Cycon” et al. 2019).

Opakovana aplikace organickych hnojiv s obsahem rezidui antibakterialnich latek na stejna
mista, kde nemusi dochazet k uc¢inné¢ degradaci téchto latek a jejich rezidua jsou v téchto
mistech stale pfitomna, mlze vést k nepfetrzitému vystaveni pidnich mikrobtl reziduim
antimikrobik a vzniku populaci bakterii rezistentnich na antimikrobika. To muze mit
potencialné nepiiznivé ucinky na zivotni prostiedi, zejména pokud jsou zbytky organickych
hnojiv s rezidui (¢i pfimo jiZ s rezistentnimi bakteriemi) transportovany povrchovym odtokem
nebo rezidua antimikrobik vyluhovanim pies piidu a dostavaji se do blizkych vod (Sarmah et al.
2006).

Nekterd antimikrobika, ktera se vyskytuji v hornich vrstvach ptidy, mohou byt absorbovana
rostlinami (Du, Liu 2012). Bylo napfiklad zjisténo, ze chlortetracyklin a sulfadimidin jsou
absorbovany péstovanou zeleninou — kukufici, cibuli, zelim, resp. kukufici, hlavkovym salatem
a bramborami. Koncentrace obou antimikrobiélnich latek v rostlinach vzrustala se zvySujici se
koncentraci antimikrobika v hnoji aplikovaném na pidu (Kiimmerer 2008). Ve studii Boxall
etal. (2006) byla zjisténa rezidua florfenikolu, levamisolu and trimethoprimu v hlavkovém
salatu, zatimco diazinon, enrofloxacin, florfenikol, and trimethoprim byly zjiStény v kotfenech
mrkve.

V pidé mize u antimikrobik dochdzet k Castecné nebo kompletni mineralizaci samotné
matetské latky, nebo mize dochdzet k tomu, Ze antimikrobikum a jeho metabolity jsou zcela
mineralizovany mikroorganismy, a tudiZz kompletné eliminovany. MuZe také dochazet jen
k castecné degradaci, pfipadné tyto latky v padé pretrvavaji. K eliminacnimu procesu
antimikrobik muze dojit formou adsorpce, mineralizace, hydrolyzy, fotolyzy. Eliminace
antimikrobik je mozna také bio-, nebo foto-degradaci. Eliminace zavisi napfiklad na teploté,
coz bylo ovéfeno ve studii se sedmi antimikrobiky. Bylo zji§téno, Ze 5 ze 7 antimikrobik bylo
degradovano po inkubaci pfi 30 °C, zatimco jen 2 ze 7 byly eliminovany pii inkubaci pii 4 °C
(Kiimmerer 2004).

Néktera antimikrobika jsou pomérné perzistentni latky jak za laboratornich podminek, tak
i v polnich studiich. Nejsou dobie biologicky rozlozitelna, a to ani za anaerobnich podminek
(Kiimmerer 2004).

17



AMR V pude a pripadné v dalsich castech zivotniho prostiedi

2.2 Analyza jednotlivych vybranych skupin latek,
transfer ze zvirat do pidy a zhodnoceni setrvani latek
v pudé
Na zakladé vysokych publikovanych spotieb veterinarnich 1é¢ivych pripravkt s obsahem
konkrétnich antimikrobialnich latek s predpokladanou perzistenci, resp. pomalym rozkladem
V pudnim prostfedi, navrhujeme ke zvazeni pro dalsi sledovéani celkem 9 latek z raznych typt
antimikrobik pro sledovani rezistence k antimikrobikim v zemédélsky vyuzivané puade.
Sledovat rezidua téchto latek v pad¢€, v navaznosti na kvantitativni data ke spotfebam a rovnéz
V navaznosti na nize uvedené udaje o perzistenci v pudé se jevi jako divodné u 9 latek (je vSak
titeba rovné€z zvazovat typ hospodarstvi a chovand zvitrata i S ohledem na stratifikaci spotteb).
Jedna se o zastupce tetracyklinové fady antimikrobik — chlortetracyklin, spotfeby doxycyklinu
a oxytetracyklinu jsou vyrazné nizsi (bylo by vhodné je vybrat spiSe v navaznosti na cilové
druhy zvifat; samotny tetracyklin je pouzivdn naprosto minimaln¢), jedno beta-laktamové
antibiotikum — amoxicilin, tii zastupci skupiny sulfonamidii — sulfadimidin, sulfamethoxazol
a sulfadiazin, jeden zastupce polypeptidu — kolistin a dvé fluorochinolonova antimikrobika —
enrofloxacin a ciprofloxacin (ciprofloxacin neni ve veterinarni medicing registrovan v zadném
z ptipravkli, nicméné nejvice podavany enrofloxacin se u fady cilovych druhii zvifat
ve zna¢ném rozsahu metabolizuje na ciprofloxacin, s vysokou mirou setrvavani v pad¢). A jako
zastupce makrolida tylosin. Divodem pro vybér téchto deviti latek kromé vyssich spotieb
v ramci Ceské republiky je také to, e se velmi Easto pouZivaji pii 16¢bé hospodaiskych zvitat,
jejichz hnlj nebo kejda se pravidelné aplikuji na zemédé€lské pudy jako vyznamna
a nepostradatelna hnojiva organického pivodu. V ptipadé vyskytu mikrobiologicky aktivnich
rezidui téchto latek mize dochazet k selekénimu tlaku s dopadem na rozvoj rezistence v pude,
mohou se také projevit nezddouci t¢inky u necilovych druhti organismii v disledku jakychkoliv
(tedy 1 mikrobiologicky inaktivnich) rezidui téchto latek at’ jiz pfimo v pid€, nebo sekundéarné
splachem ¢i vyplavovanim do vod.

Chlortetracyklin, jako nejvice pouZivany zastupce tetracyklini

Tetracykliny jako jsou naptiklad chlortetracyklin a tetracyklin, jsou bakteriostatick4 antibiotika,
ktera se v télech osetfenych hospodaiskych zvifat minimalné nebo témét viibec nemetabolizuji,
vylucuji se ztéla vmoci a trusu v nezménéné nebo mikrobiologicky inaktivni formé.
U tetracyklini byly stanoveny celkem 4 epimery, které jsou v rovnovaze s rodi¢ovskymi
komponenty (EMA 1995a). Velké mnozstvi praci je vénovano samotnému tetracyklinu,
pro tplnost data uvadime, ikdyz dle spotieb tohoto antimikrobika v Ceské republice se
domnivame, Ze by nemusel byt zafazen do vlastniho sledovani rezidui ptimo v pudé¢. Z pohledu
sledovani rezistence (detekce genti obsahujicich napi. domény tet) 1ze divodné piedpokladat
vysoky vyskyt téchto domén v bakterialnich populacich (jelikoz na selekci, ko-selekci se
podileji vSichni zéstupci tetracyklinové farmakologické skupiny a na ko-selekci 1 jiné latky

(biocidy)).

Tetracyklin
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Chlortetracyklin

Jak jiz bylo uvedeno v predeslém textu, tetracykliny obecné jsou latky, jejichZ sorpci ovlivituje
mobilita (tj. rozpustnost ve vod¢, koeficient oktanol-voda, obsah organického uhliku v matrici)
aschopnost se ukladat (sorpéni koeficient) apod. Fyzikaln¢ chemické vlastnosti
chlortetracyklinu prezentuje fada publikaci (Thiele-Bruhn 2003; Halling-Serensen et al. 2005;
Sarmah et al. 2006; Cycon” et al. 2019).

Rezidua tetracyklin se nachazeji napiiklad v fi¢ni vodé (cca 1ug/l), vtrusu a hnoji
Z oSetfenych zvifat, nebo také v zemédelskych pudach, kde byly naptiklad tetracykliny zjistény
v mnozstvi 450-900 pg/kg. Vtabulce 5 jsou uvedeny maximalni hlasené koncentrace
vybranych tetracyklini v hnoji, kalech a piudé (Cycon’et al. 2019). Dle reference BIO
Intelligence Service (2013) byly zjisténé koncentrace tetracyklinu v pidach v rozmezi 2,5—
553,0 ug/kg (max. koncentrace ~ 0,6 mg/kg, median 0,1 mg/kg) a chlortetracyklinu 0,9—
1079,0 pg/kg (max. koncentrace ~1,0 mg/kg, medidn 55 pg /kg).

Tabulka 5: Maximdalni hlasené koncentrace, které byly zjisteny v hnoji, kalech a v piide
(Cycon’et al. 2019)

Tetracykliny

Hn{j (ug/kg)

Kaly (ng/kg sus.)

Pida (ug/kg)

Tetracyklin

98 000

2683

Chlortetracyklin

Tetracykliny

764 000

8326

12 900

Biodegradace tetracyklint a chlortetracyklinu v pidé je pomérné pomala, tetracykliny perzistuji
V polnich pidach ptes 6 mésict, ale nejsou detekovany v hlubsich vrstvach ptidniho profilu
(Kiimmerer 2004). Tetracykliny jsou pfitomné v kejdé v koncentracich az 20 mg/l (Hamscher
et al. 2002).

Osud tetracyklini v pidé je velmi variabilni i v ramci ptdnich vrstev. V polni studii (Hamscher
et al. 2002), kde byla ptida hnojena kejdou s ptitomnosti tetracyklinu v mnozstvi 4 mg/kg
a chlortetracyklinu 0,1 mg/kg kejdy se nejvyssi primérna koncentrace ve vzorcich pady
pohybovala v praiméru 86,2 pg tetracyklinu/kg v horni vrstvé pudy v prvnich 10 cm (0-10 cm),
198,7 ng tetracyklinu/kg ve vrstvé 10 az20 cm a 171,7 pg tetracyklinu /kg ve vrstvé 20-30 cm.
Chlortetracyklin byl zjistén ve vSech tfech vrstvach v mnozstvi 4,6 az 7,3 pug
chlortetracyklinu/kg.

Tetracykliny jsou relativné stabilni v kyselém prostiedi, ale ne v alkalickych podminkach a jak
Vv kyselém, tak v alkalickém prostiedi vytvaii soli (Halling-Serensen et al. 2002), jsou citlivé
na fotodegradaci a maji tendenci se vazat na Castice v pud¢ nebo se formovat do komplexi

s pfitomnymi ionty. Tetracykliny mohou tvoiit komplexy s Ca?" nebo tieba Mg?*(Kiimmerer
2008).

Ve srovnani s vétSinou sulfonamidii mohou byt tetracykliny silngji absorbovany pidnimi
¢asticemi v nepiitomnosti biodegradace a v dasledku toho jsou v prosttedi vice perzistentni.
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Amoxicilin
Amoxicilin je semisynteticky aminopenicilin s Sirokym spektrem baktericidni G¢innosti.

Beta-laktamovy kruh beta-laktamovych antibiotik muze byt otevien beta-laktamazou,
bakteridlnim enzymem, nebo také chemickou hydrolyzou, coz znamena, ze vétSinu téchto
antibiotik Ize tézko detekovat v zivotnim prostiedi (Kiimmerer 2004).

OH

0
0
Ay s CHs
NH, M

2

Fyzikalné chemické vlastnosti amoxicilinu prezentuje fada publikaci (Thiele-Bruhn 2003;
Boxall et al. 2006; Cycon” et al. 2019).

Z dostupné literatury je zndmo, Ze aminopeniciliny, jako amoxicilin, jsou metabolizovany.

Amoxicilin a jeho degrada¢ni produkty byly sledovany béhem kompostovani hnoje
od osetfenych prasat (Liu et al. 2018). Ze studie vyplyva, ze amoxicilin se velmi rychle rozklada
na peniciloovou kyselinu amoxicilinu (ADP1), peniloovou kyselinu amoxicilinu (ADP3)
a diketopiperazin amoxicilinu (ADP2), coz podporuje i reference Gozlan et al., 2013. VSechny
metabolity degradovaly za vzniku stabilniho 3-(4-hydroxyphenyl) pyrazin-2-ol (ADP5), ktery
je nealergenni a mén¢ toxicky oproti predeslym degradacnim produktim. V jiné studii se
testovaly transformacni produkty amoxicilinu za laboratornich podminek, kde bylo prokazano,
ze amoxicilin podstupuje velmi rychlou abiotickou hydrolyzu, otevira se tak beta-laktamovy
kruh a vznikda hlavni metabolit APA — peniciloova kyselina amoxicilinu. APA je dale
degradovéana.

Z uvedenych informaci v citovanych referenci vyplyva, ze k degradaci amoxicilinu v pudé
dochézi pomérné rychle s polo¢asem rozkladu do 1 dne.

Obrazek 5: Mozné hlavni degradacni kroky amoxicilinu béhem aerobniho kompostovani
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Sulfonamidy — sulfadiazin, sulfamethoxazol a sulfadimidin

Sulfonamidy jsou velkou skupinou bakteriostatickych antimikrobik (G¢inkuji na bakterie, ale
I napf. protozoa), ktera obsahuje velké mnozstvi latek s dobfe zavedenym pouzivanim (studie
jsou proto Casto datovany i desitky let zpét), jejichz toxikologické vlastnosti nejsou pln€ znamé.
Komise pro veterinarni 1éCivé ptipravky zvazila dostupna toxikologicka data, ktera naznacuji,
ze metabolity sulfonamidu jsou stejné toxicity jako mateiska latka (EMA 1995b).
Sulfonamidy (SA) jsou relativné malo rozpustné ve vode¢, typicka je dvoji pKa, kterd indikuje
protonaci aminoskupiny pti pH 2-3 a deprotonaci ¢asti RISO2NHR?2 pti pH 5-11. Amfoterni
sulfonamidy se chovaji jako slabé kyseliny a tvoii soli v siln€ kyselych nebo siln¢ zasaditych
roztocich. VétSina sulfonamida se substituci na amino-N maji vyrazné sniZzenou antibakterialni
aktivitu (Thiele-Bruhn 2003). Fyzikaln¢ chemické vlastnosti sulfonamidi prezentuje fada
publikaci (Thiele-Bruhn 2003; Boxall et al. 2006; Sarmah et al. 2006; Leal et al. 2013; Wang
et al. 2015; PubChem).

Sulfonamidy se velmi malo absorbuji v tkanich zvitat a zhruba z50 % jsou vyluCovany
v podob¢ matetské latky a z 30 % v podobé acetyl konjugati. V pidach s nizkym obsahem
organického uhliku a vysokym pH maji velky migra¢ni potencial dostat se do podzemnich vod
(Wang et al. 2015).
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Sulfonamidy jsou ptitomné v hnoji v koncentracich 40 mg/1 (Thiele-Bruhn 2003). V tabulce 6
jsou uvedeny maximalni hlaSené koncentrace vybranych sulfonamidii v hnoji a piidé (Cycon’
etal. 2019).
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Tabulka 6: Maximalni hlasené koncentrace, které byly zjistény v hnoji a v piidé (Cycon” et al.

2019).
Sulfonamidy Hnaj (ug/kg) Pada (pg/kg)
Sulfadimidin 20 000 200-25 000
Sulfamethoxazol - 54,5
Sulfadiazin 91 000 85,5

Pudy, na které se aplikovala kejda s obsahem sulfadimidinu, obsahovaly sulfadimidin
I 7 mé&sict po aplikaci. Bylo také zjisténo, Ze sulfadimidin byl ptedevsim silné sorbovan v pudg¢;
béhem 2 hodin bylo pouze 55 % detekovdno a po 32 dnech jen 1 %. Autofi to v ¢lanku
komentuji tak, Ze analyticky neni pfitomen, vazand rezidua nepodléhaji degradaci,
ale eliminaci, nicmén¢ je nejasné, zda za abiotickych nebo biotickych podminek mohou byt
uvolnény (Kiimmerer 2004).

Kolistin

Je také nazyvan polymyxin E, jedna se o bazické polypeptidové antibiotikum, baktericidniho
charakteru, které tvoii smés cyklickych polypeptidi kolistinu A a B. Kolistin se pouziva
u prasat, skotu, driibeze, kralikt, ovci a koz. Pfi parenteralnim podani se kolistin vylucuje z téla
zvitat moci, ve faeces nebyla rezidua kolistinu zjiSténa. Peroraln¢ podavany kolistin se vylucuje
ve faeces, kde je pevné vazan (EMA 2002a). Fyzikaln¢ chemické vlastnosti kolistinu prezentuje
napiiklad PubChem.

CH3

H3C.

HoN

Nejsou k dispozici vefejné¢ dostupné informace ohledn¢ osudu a chovani kolistinu v ptidach.
Lze jen potvrdit, Ze SPC (Souhrn udaju o pfipravku) veterinarniho 1é¢ivého ptipravku Colfive
5 000 000 IU/ml koncentrat pro peroralni roztok pro telata, prasata, jehnata, kufata a krity
obsahuje pod bodem 5.3 informaci, Ze léciva latka, kolistin-sulfat, je velmi perzistentni
v pidach (SPC Colfive). Kritériem pro tvrzeni, Ze je latka ,,velmi perzistentni“ je DT50 vyssi
nez 180 dni v pidé¢, nebo DT50 je vyssi nez 60 dni ve vodé, ptripadné DT50 v systému
voda/sediment je vyssi nez 180 dni (EMA/CVMP/ERA/52740/2012).

22



AMR V pude a pripadné v dalsich castech zivotniho prostiedi

Enrofloxacin a ciprofloxacin

Fluorochinolony jako je enrofloxacin a ciprofloxacin jsou baktericidni antimikrobika.
Enrofloxacin se pouziva k 1écb¢ skotu, ovci, koz, prasat, dribeze a kralikt. V télech 1éCenych
zvitat dochdzi k metabolizaci enrofloxacinu za vzniku hlavniho metabolitu ciprofloxacinu
a dalsich metabolitu, které jsou v§ak minoritni.

0O O

N

|
N
oot A

Enrofloxacin

Ciprofloxacin

Z t&l 1éCenych zvifat se enrofloxacin a hlavni metabolit ciprofloxacin vyluéuje v moci a faeces.
Ob¢ latky jsou siln€ vazané na hnidj skotu (kolem 76 az 77 %), ale v trusu dribeZe je
enrofloxacin pouze slabé vazan (EMA 2002, 1998). V tabulce 7 jsou uvedeny maximalni
hlasené koncentrace enrofloxacinu a ciprofloxacinu v hnoji, kalech a ptidé (Cycon” et al. 2019).

Enrofloxacin je antibiotikum, které se nepouzivd v huménni sféte, tj. je vyhradné urcené
pro veterinarni pouziti. Jak je jiz zminéno, jeho hlavnim metabolitem je ciprofloxacin, ktery se
ale na rozdil od enrofloxacinu pouZziva jako 1éciva latka v humanni medicin€é. V humanni lécbé
ciprofloxacinem vznika hlavni metabolit oxociprofloxacin, ktery se vylucuji mo¢i (EMA 2002).

Chinolony jsou pomérné chemicky stabilni latky, odolavaji hydrolyze a vzrastajicim teplotam,
ale degraduji pifi UV svétle (Thiele-Bruhn 2003). Fyzikalné¢ chemické vlastnosti
fluorochinolond, enrofloxacinu, ciproflocacinu prezentuje fada publikaci (Thiele-Bruhn 2003;
Boxall et al. 2006; Sarmah et al. 2006; Cycon’et al. 2019). Rozpustnost, hydrofobicita,
distribuce a sorpce ciprofloxacinu jsou zavislé na pH. Ve srovnani s vétSinou sulfonamidil
mohou byt chinolony silnéji absorbovany piidnimi ¢asticemi v nepfitomnosti biodegradace,
a v dusledku toho jsou v prostiedi vice perzistentni.

Tabulka 7: Maximalni hlasené koncentrace, které byly zjisteny v hnoji, kalech a v pudeé (Cycon’
et al. 2019)

Fluorochinolony

Hndj (ug/kg)

Kaly (ng/kg sus.)

Pdda (ug/kg)

Enrofloxacin

1420

5600

Ciprofloxacin

45 000

426 a 8905

1347,6
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Tylosin

Tylosin je makrolidové antibiotikum s bakteriostatickym tc¢inkem, ktery je produkovan plisni
Streptomyces fradiae.

Tylosin je sloZen pfevazné z tylosinu (faktor A) a tfech minoritnich faktort jako je desmycosin
(faktor B), macrocin (faktor C) areclomycin (faktor D). VétSina mikrobialni aktivity je
spojovana s tylosinem faktor A. Tylosin faktor B, C a D a metabolit dihydrodesmycosin maji
okolo 50 %, 70 %, 30 % a 15 % aktivity tylosinu A.

Tylosin se pouziva k1écbé prasat, skotu a dribeze. V télech 1écenych zvitat dochazi
k vyznamné metabolizaci tylosinu. Metabolicka cesta je jak u prasat, tak u skotu — telat
podobna, avSak s kvantitativnimi rozdily v metabolitech. V ptipadé¢ peroralniho podani tylosinu
prasatum se v jedné ze studii tylosin vylucoval z 99 % ve stolici a z1 % v moci. Tylosin se
vylucoval formou metabolitd tylosin faktor D (33 %), tylosin faktor A (6 %)
a dihydrodesmyecosin. V jiné studii (GLP) na prasatech se tylosin vylucoval z 94 % ve stolici
a2z 6 % v moci formou tylosinu D (43 %) a dihydrodesmycosinu (44 %).

V piipad€ intramuskuldrniho injekéniho podani telatim se vykaly vyloucilo méné nez 50 %
tylosinu. Ve stolici telat bylo zjisténo 29,8 % tylosinu A, 11,4 % tylosinu faktor D, 25,2 %
tylosinu faktor C, 10,8 % demethyl-tylosinu faktor D a v mo¢i telat bylo zjisténo 70 %
cysteinyl-tylosinu A (EMA 1997). V tabulce 8 jsou uvedeny maximalni hlaSené koncentrace
tylosinu v hnoji a ptdé (Cycon” et al. 2019).

Tylosin je antibiotikum, které se nepouziva v huménni sféfe, tj. je vyhradné¢ uréené
pro veterindrni pouZiti (nicméné humanni sféra ma naptiklad josamycin, ze stejné skupiny tzv.
makrolidii s 16-Clennym kruhem, ale jeho pouzivani je, oproti jinym makrolidim viceméné
omezeng).

Fyzikaln€ chemické vlastnosti makrolidi prezentuje fada publikaci (Halling-Serensen et al.
2005; Kumar et al. 2005; Boxall et al. 2006; Sarmah et al. 2006; Cycon’et al. 2019).

Zhruba 80-90 % mateiské latky je tvofeno tylosinem A (Sarmah et al. 2006).

Tabulka 8: Maximdalni hlasené koncentrace, které byly zjistény v hnoji a v piidé (Cycon” et al.
2019).

Makrolidové antibiotikum Hnaj (ng/kg) Pada (pg/kg)

Tylosin 7 000-8 100 1250
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2.3 Zavérena rozvaha sohledem na pouzivani
vybranych antimikrobik a potencial perzistovat
vV pudé

Tetracykliny

Dle dat o spotiebach je nejvice pouZivanou latkou chlortetracyklin (pfiblizn¢ okolo 70 %
spotieb tetracyklinovych antimikrobik v CR Vv letech 2014-2018). Tato latka by tedy méla byt
zatazena do sledovani rezidui.

Dalsimi latkami, které by teoreticky mohly byt zafazeny, jsou doxycyklin (podil na celkovych
spotfebach tetracyklinovych antimikrobik, v rozmezi 17-20 %), zde spiSe sledovani jen
pro ptdy, na které byl aplikovan material (kejda, hniij, podestylka) zejména z chovl prasat
(ptipadné driibeze).

V piipadé oxytetracyklinu, je tato latka podavana pievazné v injek¢éni formé, pokud by byla
predmétem sledovani, pravdépodobné se zaméfit spise na pidy, kde byl aplikovan hnij z farem
dojného skotu.

Ackoliv je velké mnozstvi dat o samotné molekule tetracyklinu, tetracyklin, a¢ je v CR
registrovan, tvoii z pohledu celkové kvantity naprosté minimum spotfeb (maximalné okolo
0,4-1 % spotieb tetracyklinovych antimikrobik) v letech 2014—2018.

Zaverecna rozvaha tetracykliny:

e sledovat chlortetracyklin (rezidua matecné substance eventualné epimert v ptidé)
e sledovat vyskyt rezistence (napf. geny tet) &i dali dle odborné rozvahy?®

Amoxicilin

I pfes skuteCnost, ze betalaktamova antibiotika charakteru penicilinli (pfedev§im vcetné
aminopenicilinii — amoxicilinu) vykazuji velkou spotiebu ve veterinarni oblasti, data o stabilité
amoxicilinu (resp. rychlosti rozkladu na produkty, kterymi jsou kyseliny, kde jiz neni pfitomen
mikrobiologicky aktivni beta-laktamovy kruh) svéd¢i o tom, Ze se neptedpoklada vyskyt v ptdé
Jiz v fadu dnt, po aplikaci hnojiva, kejdy, podestylky.

Zavére€na rozvaha peniciliny (amoxicilin):

¢ nesledovat amoxicilin v ramci plo§ného monitoringu vzorkt (pfipadné pouze potvrdit,
ze by bylo mozné jej v pud¢ detekovat v kratkém ¢asovém intervalu — ihned po aplikaci,
a nasledné¢ po jednom az né€kolika dnech potvrdit nepfitomnost, ale dalSi ploSna
sledovani neprovadét)

e sledovat vyskyt rezistence zejména s ohledem na Sirokospektré betalaktaméazy (ESBL),
kde intenzivni selekce souvisi spiSe s cefalosporiny vysSich generaci.

Sulfonamidy

Z pohledu celkové spotieby sulfadimidin tvofi vice neZ polovinu celkové spotieby
sulfonamid®), sulfamethoxazol jej nasleduje s pfiblizné ctvrtinovou celkovou spotiebou

3 0dbornou rozvahou se mysli nejen dal3i typy gend, ale rovné? Ize zvaZovat, pokud jsou zndmé nap¥. genové
kazety, Inc plasmidy, ¢i jiné mobilni genetické elementy, véetné téch, kde je znam vysoky podil urcitého genu
a potencial ko-selekce AMR k dalsim antimikrobikim
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vztazenou na celou skupinu sulfonamidd, s pomérné velkym odstupem je mira podavani
sulfadiazinu (pfiblizné devitina celkové spotieby sulfonamidd). Ddéle byly pouZzivany
spotiebu): sulfaklozin, ftalylsulafthiazol, sulfadimethoxin, sulfadoxin, sulfamerazon.
Sulfonamidy pfichazeji v uvahu pro pouziti zejména u prasat (nejvétsi kvantita), vyznamné
méné¢ u kura doméciho (zde medikace v napajeci vod€) anejméné u skotu (peroralné
minimaln¢, telata; minimalné¢ v injekéni formé — dospély skot).

Je vhodné upozornit, Ze je ¢asto poddvana kombinace sulfonamidu s trimethoprimem (v danych
fixnich kombinacich je pomér sulfonamida 5 : 1 trimethoprimu).

Zaverecna rozvaha sulfonamidy:

e sledovat sulfadimidin, sulfamethoxazol a sulfadiazin a jejich rezidua v padé
e sledovat vyskyt rezistence (napt. geny sul, ¢i dfr (trimethoprim) ¢i dalsi dle odborné
rozvahy

Kolistin

Oficidlni statistiky hovoti o velmi nizké spotfebé kolistinu v CR. Latka viak dle omezenych
dostupnych dat ma schopnost po peroralnim podani (v CR jediné registrované) setrvavat
v exkrementech a nasledné v pudé. Jelikoz kolistin byl dle posledniho hodnoceni EMA —
AMEG zarazen spolu s fluorochinolony a cefalosporiny 3. a 4. generace mezi antimikrobika,
jimz je potieba vé€novat zvlastni pozornost a minimalizovat jejich pouzivani a sledovat dopady
takového pouzivani, bude zafazen do sledovani, i pfes nizké spotieby v CR. Pouziti lze
predpokladat u prasat, v minimalnim mnozstvi v chovech driibeZe a s je$t€ mensim rozsahu
u telat skotu.

Zavéreéna rozvaha kolistin:

e sledovat rezidua kolistinu (polymyxin E rtizné formy) v pud¢, zejména v okoli chovl
prasat, kde byla aplikovéana kejda
e sledovat vyskyt rezistence (napt. geny mcr) ¢i dalsi dle odborné rozvahy

Fluorochinolony

Do této skupiny patii u hospodaiskych zvifat pouzivany enrofloxacin a marbofloxacin.
Naprostou vét§inu spotfeb fluorovanych chinolonti za poslednich 5 let 1ze v CR alokovat
na enrofloxacin. U fady hospodarskych zvifat se enrofloxacin metabolizuje na mikrobiologicky
ucinny ciprofloxacin. Jelikoz se jednd o skupinu antimikrobik s indika¢nim omezenim
(z dtivodu kritického vyznamu pro humanni medicinu), je Zadouci ji se vénovat.

Zavérecna rozvaha fluorochinolony:

e sledovat rezidua enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu v pidé, zejména
v okoli chovi dribeZe, v mensi mife prasat, a to zejména tam, kde byla zapracovana
podestylka z chovl dribeze a kejda z chovii prasat

e sledovat vyskyt rezistence (napt. geny par, gyr, gep, 0gx) ¢i dalsi dle odborné rozvahy
(PMQR)
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Makrolidy — tylosin

Makrolidy a piibuzné latky zaujimaji ve spotfebach antimikrobik v CR v poslednich 3 letech
paté misto. Je to skupina, kde jsou latky registrované a pouzivané pouze jako injekéni VLP —
gamithromycin, tildipirosin, tulathromycin, jako injekéni i peroralni jsou dostupna VLP
obsahujici tilmikosin, erytromycin, tylosin a spiramycin, a kone¢né pouze v peroralni 1ékové
formé je registrovany a pouzivany tylvalosin. Z pohledu spotieb a hmotnostniho mnozstvi tvori
nejvetsi ¢ast VLP s tylosinem. Tuto latku lze detekovat rovnéz v exkrementech zvirat
a nasledné také v ptdé. Z pohledu WHO jsou makrolidy zatazeny mezi kriticky vyznamna
antimikrobika, a pfestoze nemaji v CR nastaven reZim indikaéniho omezeni, jsou z pohledu
selekce rezistence pomérn¢ dilezitymi latkami, a to jak v humdanni, tak veterinarni oblasti.
Mohou totiz pisobit selekcéni tlak na rozvoj a Sifeni rezistence k makrolidiim a jim chemicky
analogickym sloucenindm ze skupin azalidii a triamilide, ale také ze skupin linkosamidt
a streptogramintl.

Zaveérecna rozvaha makrolidy:
e sledovat rezidua tylosinu zejména v kejd¢ prasat a tam, kde byla kejda aplikovana
na pudu
e sledovat vyskyt rezistence (zejména MLSB, erm geny) pfipadné dalSich typd genl
a rezistence vga (A), vga (B), msr (A), mef (A), mef (B) a mef (C), mph , pfipadné dalsi
geny dle priorizace a uvazeni
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3. ANALYTIKA REZIDUI ANTIMIKROBIK V PUDE
3.1. Uvod

Analyza antimikrobik v zivotnim prostiedi se v minulych letech soustiedila pfedevsim na vodni
ekosystémy, a to jak na vyskyt v odpadnich vodach, tak ve vodach povrchovych. S rozsifenim
problematiky vyskytu na antibiotika rezistentnich bakterii se pozornost obraci i k dal§imu
potencialnimu zdroji rezistence. Tim je aplikace statkovych hnojiv a kalii z Cistiren odpadnich
vod na zemédélskou padu. V téchto matricich se predpokladd vysoky vyskyt rezidui
veterinarnich a humannich 1é¢iv, véetné antibiotik (Kuppusamy et al. 2018; Pan, Chu 2017;
Tasho, Cho 2016). Dostupné studie se zamétuji na analyzu jednotlivych slozek — hnojiva
Z chovu prasat, dribeze a skotu, kaly z Cistiren odpadnich vod, zeméd¢lska ptida. Analyza
pevnych vzorki tohoto typu sebou piinasi spoustu komplikaci (Aga et al. 2016).

3.1.1. Fyzikalné-chemické parametry

Pida je komplexni a sloZitd matrice. Obsahuje velké mnoZstvi riznych huminovych latek,
jilovych mineralii, anorganickych iontl. Lisi se svymi vlastnostmi, jako jsou obsah organické
hmoty, pH, vlhkost, struktura, kationto-vyménna kapacita, obsah N, koncentrace kationti (K,
Mg?*, Zn?*, Ca®" a dalsich), slozeni mikrobialniho spolegenstva. V§echny jmenované vlastnosti
mohou mit vliv na sorpci, formy vyskytu, distribuci a degradaci 1é¢iv v pidnim profilu
po aplikaci hnojiva. Nesmime také zapomenout na vnéj$i klimatické podminky, které hraji svou
dulezitou ulohu pii vyse uvedenych procesech (Cycon et al. 2019; Aga et al. 2016).

Ve studiich zamé&fujicich se na monitoring vyskytu antimikrobik v pevnych environmentalnich
matricich se vyuziva pfedev$im multirezidualnich metod (Aga et al. 2016; Diaz-Cruz et al.
nékolik vyhod. Zejména je sniZena potiebna doba pro zpracovani vzorku a jeho analyzu a tim
se 1 snizuji ekonomické naklady. Hlavni nevyhodou takovychto metod je, Ze jednotlivé skupiny
léciv se lisi svymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi, a vyslednd optimalizovana
multirezidualni metoda je tak vzdy jakymsi kompromisem mezi selektivitou, piesnosti
a citlivosti. Metoda musi spliiovat potiebné statistické parametry (vytéZnost, limity detekce
a kvantifikace, opakovatelnost atd.), ale je velice nepravdépodobné, ze budou pro vSechny
analyty stejné dobré, vyhodné. Napt. n€ktera antimikrobika mohou mit vytéznosti extrakce
vyborné, jejich stanoveni neni ovliviiovano pfitomnou matrici, u jinych antimikrobik tomu
miuiZze byt presné naopak (Aga et al. 2016).

Na rozdil od organickych polutantli neutralni povahy, mobilita antimikrobik v ptidé nemuze byt
pfimo vztazena k hodnoté€ jejich Kow nebo rozpustnosti ve vodeé, jelikoZ je mnoho antimikrobik
polarniho charakteru, ktery fidi jejich sorpci v pid€. Napft. latky charakteru organickych bazi,
mohou byt sorbovéna na jil (kationtovd vymeéna) pfi pH niZSim, neZ je jejich disociacni
konstanta pKa diky tvorbé kationickych mustkt. Pfi sorpci nékterych antimikrobik se muze
uplatnit i vice mechanismi. Napf. tetracykliny maji tfi rizné hodnoty pKa, mohou existovat
ve form¢ kationtu, zwitteriontu a aniontu a mohou byt sorbovany na pldni Castice riznymi
mechanismy s ohledem na pH pudy (Aga et al. 2016). Dalsimi vyuzivanymi charakteristikami,
které umoziuji predvidat chovani antimikrobik v ptdé, jsou distribucni koeficienty Kqg, Koc
a polocas degradace Ty (Cycon et al. 2019).

Vlastnosti pidy a fyzikdlné-chemické vlastnosti riznych skupin antimikrobik jsou urcujici
pro postupy, které jsou vyuzity pfii jejich stanoveni v pevnych matricich — padach.
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3.1.2. Degradace

Antimikrobika ptitomna v pidach mohou byt degradovana nebo transformovana abiotickou
dochéazi pouze v povrchové vrstvé pudy), hydrolyza, oxidace nebo redukce. Hydrolytické
a oxidacné-redukéni reakce budou potom velmi zavislé na mnozstvi pritomné vody a pH
prostredi (Jechalke et al. 2014). Bioticka degradace a transformace je ovsem hlavnim procesem
piremény antimikrobik v pidé. Biodegradace je zavisla na mnoha faktorech jako je koncentrace
O, pH, teplota, vlhkost, mikrobidlni populace, dostupnost nutrienttl, stupen adaptace, chemicka
struktura sloucenin a bunéény transportni mechanismus (Cycon et al. 2019; Kuppusamy et al.
2018). Dostupné publikace se az na vyjimky (Solliec et al. 2016, 2015) nezabyvaji analyzou
produktti degradace (metabolitt) antimikrobik v realnych vzorcich pudy.

Samostatnou otazkou ziistava analyza biodostupné frakce antimikrobik ptitomnych v padé.
Nékteré skupiny (tetracykliny, fluorochinolony) vykazuji velké sorpéni a komplexacni
vlastnosti na pudnich ¢asticich (Gros et al. 2019; Kodesova et al. 2016, 2015;). Tim je omezena
jejich pohyblivost v ptdnim profilu, ale také jsou méné dostupné pro biodegradaci
mikroorganismy.

3.2. Analyticka metoda stanoveni antimikrobik v pudach
3.2.1. Extrakce

Po odbéru pudy jsou vzorky standardné vysuseny lyofilizaci a uchovavany pfi teploté + 4 az po
-20°C.

Jako extrakénich technik se nejCastéji vyuziva extrakce ultrazvukem (USE) (Gros 2019; Albero
2018; Kodesova 2016; Golovko 2016; Solliec 2016), extrakce kapalina-pevna latka (LSE),
extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE, PSE) (Andreu 2019) a mikrovlnna extrakce
(MAE) (Sturini 2010).

Extrakce ultrazvukem se vyuzivd pro svou jednoduchost, mal¢ mnozstvi pouzitého
rozpoustédla a uspokojivé vysledky pro vSechny skupiny antibiotik. PLE je také casto
pouzivanou metodou, protoze umoznuje extrakci nékolika vzorkll soucasné, je plné
automatizovana a vykazuje dobrou opakovatelnost. Nevyhodou je vétSi objem ziskaného
extraktu, mize také dochdzet k ucpavani kapilar extraktoru, jelikoz je nutné vyuzivat vody
(rizné modifikace pH) jako extrakéniho media.

V publikacich vyuZivajicich USE byla pouzita obvykle navazka 2 g plidy a frakce mensi nez
2 mm (Gros et al. 2019; Golovko et al. 2016). Je mozné navazovat i vétsi mnozstvi pudy, to ma
za nasledek nejen extrakci vétSiho mnozstvi analytd, ale také komplikaci se zvySenim
koncentrace koextrahované matrice.

Slozeni extrak¢niho rozpoustédla se v publikacich 1i$1 podle skupin sledovanych analyt. Plati,
ze v piipadé monitoringu piedevsim tetracyklini v pidach se ke vzorku ptiddva Na,EDTA
v pevném skupenstvi (Albero et al. 2018) nebo jako roztok 0.1M EDTA (Solliec et al. 2016;
Martinez-Carballo et al. 2007). Dale autofi vyuzivaji Mcllvainiv pufr o rizném pH (pufr
slozeny z kyseliny citronové a hydrogenfosfore¢nanu sodného, pH 2,2-8,0) a methanol
(MeOH) nebo acetonitril (ACN) (véts§inou v pomé&ru pufr:organické rozpoustédlo, 1:1) (Guo et
al. 2016; X. G. Hu et al. 2008; Martinez-Carballo et al. 2007). Objem pouzitého extrak¢niho
¢inidla se pohybuje okolo 10 ml a extrakce je opakovana 2krat az 3krat. Dalsi typy extrakéniho
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¢inidla mohou byt ACN:fosfatovy pufr o pH 3,2 (Albero et al. 2018); ACN:0,1M HCOOH
(Golovko et al. 2016; Kodesova et al. 2016), ACN:voda (Tetzner et al. 2016).

Zajimavou moznosti extrakéniho postupu se jevi vyuziti metody (Gros et al. 2019; Guo et al.
2016; Bourdat-Deschamps et al. 2014) Tato metoda je rychla, s mensi spotiebou chemikalii,
kombinujici zaroven extrakcei i piecisténi.

Pii extrakci a analyze tetracyklini musi byt ovéfeno, Zze nedochéazi k pfechodu ptivodniho

analytu do jeho epimerni formy. Tento jev muze zkreslovat kone¢né vysledky (Solliec et al.
2016, 2015).

3.2.1.1. Matricni efekt

Koextrahované latky ze vzorku pidy mohou zpisobit pfi analyze nezadouci komplikace
(Andreu et al. 2009; Gros et al. 2019; Leal et al. 2013; Yi et al. 2015). Pii LC/MS analyze
dochazi k potlaceni nebo naopak zvyseni odezvy signalu analytu, coz ma za nasledek zhorSeni
limitd metody, podhodnocené nebo naopak nadhodnocené vysledky. Soucésti optimalizace
postupu musi byt vzdy ovéfeni matri¢nich efektii (blanky s piidavkem standardii, matricni
kalibrace). Nevyhodou je, zZe pro rizné typy pid mize byt tento efekt rozdilny.

Z tohoto divodu je k validaci metody je nutné vyuziti vnitinich standardi (IS), které se
ptidavaji ke vzorku pldy jesté pred extrakci a vysledky se kvantifikuji s ohledem na vnitini
standardy. Jako wvnitinich standardi se nejcastéji pouziva znacenych analogli sledovanych
analytil 2H, 13C, 1%i(Aga et al. 2016; Yi et al. 2015).

3.2.2. Predisténi extraktu

Kwvili koextrakei latek ze vzorkli ptidy mnoho autort pfistupuje k €isticimu kroku, pii kterém
je hojné vyuzivana extrakce na tuhou fazi (SPE). V nékterych publikacich nebylo ptecisténi
provedeno viibec a autofi pocitali se zvySenym matricnim efektem (Golovko et al. 2016;
KodeSova et al. 2016; Stoob et al. 2006). V ptipad¢ SPE se Casto vyuziva kombinace dvou typl
SPE kolonek (W. Hu et al. 2012; Andreu et al. 2009; Uslu et al. 2008) (rozdil v selektivité
stacionarni faze) nebo precisténi pomoci jedné SPE kolonky (Sun et al. 2017; Guo et al. 2016;
Pamreddy et al. 2013; Ding et al. 2011). Vzorek je po extrakci nanesen na prvni kolonu
(zpravidla faze se silnym aniontoméni¢em, napt. SAX, MAX), ktera je piimo spojena s druhou
SPE kolonou se sorbentem typu HLB. JestliZe je k extrakci pouZito organické rozpoustédlo, je
vzorek pred SPE ziedén na vétsi objem vodou, aby nedochazelo pfi nanaSeni vzorku na HLB
sorbent keluci cilovych analytd. Na aniontoméni¢ové kolonce dochazi k zachyceni
huminovych latek a vlastni analyty (antimikrobika) jsou pak sorbovany na druhé kolonce.
Po promyti a vysuSeni je provedena eluce z HLB kolonky smési rozpoustédel (ACN, MeOH,
0,1M HCOOH, voda, atd.). Objem je redukovan a ptipadné je vzorek znovu rozpustén ve smési
rozpoustédel vhodnych pro LC/MS analyzu. DalSi moZnosti je pfimé spojeni SPE (online SPE)
s LC/MS (Tetzner et al. 2016; Bourdat-Deschamps et al. 2014).

Celkova vytéznost extrakce a Cisticiho kroku je dalezitym parametrem, ale v pfipadé
multirezidudlni analyzy, kde se analyty vyrazné liSi ve svych fyzikalné-chemickych
vlastnostech, neni nékdy mozné dosahnout akceptovatelnych vytéznosti u vSech cilovych
analytd. V dostupnych publikacich se tyto vytéZnosti pohybuji po optimalizacich metod
vétsinou mezi 50-120 % v zavislosti na matrici a analytu (Solliec et al. 2016).
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3.2.3. Analyticka koncovka

Pro stanoveni 1é¢iv je dle jejich polarni povahy vhodnd tandemové technika kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. V poslednich letech se stala jiz standardni metodou
pro tento typ analyzy kapalinovd chromatografie s hmotnostnim spektrometrem typu trojity
kvadrupdl. Jeho vyhodou je vyborna selektivita a pfesnost pii kvantifikaci. Nevyhodou je, Ze je
to hmotnostni spektrometr s nizkym rozliSenim, a to mize ve slozitych vzorcich zpisobit
nespravnou identifikaci latky. Dal$i moznosti je méfeni s vyuzitim hmotnostniho spektrometru
s vysokym rozliSenim. Opodstatnéné je to predevSim pii studiu vzniku a distribuci
degradacénich produkti (metaboliti) antibiotik v padé (Solliec at al. 2016).

Nejvice pouzivanou kolonou pro stanoveni antibiotik je kolona se stacionarni fazi na bazi C18
(BEH C18 (Tetzner et al. 2016), Luna C18 (Ding et al. 2011), Eclipse XDB C18 (Guo et al.
2016) atd.). Eluce je provadéna v gradientu s pouzitim methanolu nebo acetonitrilu a 0.01M
HCOOH. Pro kvantifikaci MS/MS je vyuzito SRM nebo MRM s kvantifikacnim
a kvalifika¢nim iontem pro kazdy standard (Gros et al. 2019; Golovko et al. 2016; Guo et al.
2016; Leal et al. 2013; Ding et al. 2011; Andreu et al. 2009; Biatk-Bielinska et al. 2009;
Martinez-Carballo et al. 2007). Kvantifikace je provadéna metodou vnitiniho standardu. Limity
kvantifikace se pohybuji kolem 1 pg/kg pudy v zavislosti na typu pudy a antibiotika.

Nekteré vybrané metody stanoveni jsou uvedeny v tabulce 9.

3.2.4. Vybrané vysledky

Uceleny vyzkum vyskytu antibiotik na zemédélskych pidach nebyl v ramci Evropské unie
proveden. Vice dostupnych publikaci pochazi z oblasti Asie. V ramci Ceské republiky byl
proveden monitoring skupinou Golovka et al. (2016). Bylo sledovano vétsi mnozstvi 1€¢iv
ve 13 riiznych typech ptd (pfedchozi podrobna charakteristika, hnojeni kaly z COV nebo
sedimenty z rybnikl), mezi kterymi byla i antibiotika. Ve vétSiné sledovanych vzorkt pad
ptivodem z CR byla viechna antibiotika pod limitem kvantifikace metody (MLQ okolo 1ng/g).
V Rakousku byl proveden vyzkum v roce 2007 na 30 vzorkt pid. V 17 % vzorkt byla nalezena
rezidua enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu. Koncentrace trimethoprimu se
pohybovaly pod kvantifikacnim limitem metody (Martinez-Carballo et al. 2007). V publikaci
sledujici vertikalni distribuci antibiotik po aplikaci hnojiv bylo konstatovano, Zze s hloubkou
koncentrace klesa. Nejvyssi mnozstvi antibiotik zlistdva v povrchové vrstvé asi do hloubky
10 cm (Gros 2019). Tetracykliny a fluorochinolony zlstavaji vazany ptevazné na pevnou
slozku pudy (okolo 99 %), do pudni vody se dostavaji pouze v nizkych koncentracich (Solliec
et al. 2016). Podle laboratornich experimentti (Albero 2018) ma vliv na distribuci mezi pevnou
a kapalnou slozku pudy stiidani sucha a zavlahy (mozZna spojitost s problematikou sucha).
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Tabulka 9: Vybrané metody stanoveni léciv v pevnych matricich, predevsim piidé

PFiprava vzorku

Extrakce Precisténi
Léciva Typ vzorku MnozZstvi vzorku Technika Analyticka technika LoQ (ng/g) Reference
Technika Druh sorbentu
Extrakéni Cinidlo Elucni Cinidlo
2g
91 léciv véetné Sediment USE LC-MS/MS
makrolidQ, Cistirensky kal ACN/voda 1/1v/vs 0,1% FA - HESI +/- 1-3,2 (Golovko et al. 2016)
sulfonamida Puda ACN/IPA/voda 3/3/4 v/v/v s SRM
0,1% FA
?:L';‘;:;LTI':YV bda ?J’g‘Eg hnoje/2 g pidy Tandemova SPE LC-MS/MS oo |
Chinolony hndj ACN/citratovy pufr pH=4 SAX, HLB ESI+ 0,23-5 plda (Li et al. 2015)
. . MeOH MRM 0,35-13 hn{j
Makrolidy 2 opakovani
LC-MS/MS
3g
USE SPE ESI+
Puda MeOH/EDTA — Mcllvain(v ci8 MRM 100
. H20; 0,01M kys. Fluorochinolony LC-MS
Sulfonamidy pufr pH=6 vy , ,
Tetracykliny 3 opakovani stavelova ESI+ (Martinez-Carballo et
Fluorochinolony SIM al. 2007)
10g
. USE
Kejda ACN + acetatovy pufr n-hexan
3 opakovani
Tetracykliny Hnij
Beta-laktam Plda 2 ml hnoje/2 g ptd
Sulfonamidyy HnUj USE Je/2 g pucy SPE LC-HRMS 12-53 .
Makrolidy (voda — zde daéle McllvainGv pufr strata-X HESI+ (Solliec et al. 2016)
. . . . MeOH s 0,1% HCOOH MRM Plda
Linkosamidy nepopisovano) pH=5s0,1M EDTA 3395
Diaminopyrimidin !
2g Online SPE LC-MS/MS
Sulfonamidy Puda Michani HLB ESI+ 0,5 (Tetzner et al. 2016)
ACN/voda 1/1 v/v voda MRM
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Fluorochinolony

2 g + pfidavek Na2EDTA

Mg(NQOs)2:6H20 and 2% (v/v)
NHs

Pred analyzou
okyseleni HsPOsv
poméru (1:5)

Tetracykliny USE LC-MS/MS
. Plida ACN/fosfatovy pufr pH=3,2 - ESI+ 1-25 (Albero et al. 2018)

Sulfonamidy
Linkosamidy /1l , MRM

3 opakovani

Pldnivoda
Fluorochl'nolony Prasesl kejda . LC-MS/MS kal
Tetracykliny Kal z COV Online SPE 4-159 (Bourdat-Deschamps
Sulfonamidy (kapalna faze QUECHERS HLB E/?II:IVI Kejda etal. 2014)
Makrolidy odebrana 5-272
u vsech)

PLE = PSE

5gpldy + Tandemova SPE

Disperzni matrice: 5 g (SAX silny anion LC-MS/MS
Tetracykliny Puda morského pisku proplachnuty | exchange + Strata-X) ESI+ 1-5 (Andreu et al. 2009)

0,1 M EDTA-Na2 Eluce ATB ze Strata-X SRM

Extrakéni Cinidlo: MQ voda pomoci MeOH

(pH 7,0-6,8) pfi 70 °C

Specidlni krok cisténi

MAE (20 min, 80 °C) neuveden, jen

0,5 —1 g (fortifikovana pada) centrifuga 10 min pfi
Fluorochinolony Puda +8 ml 20% (w/v) 4500 rpm. HPLC-FLD 2-13 ug/kg (Sturini et al. 2010)
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4. CHARAKTERISTIKA PUD V CR

Celkova vyméra pudniho fondu Ceské republiky k 31. 12. 2017 &inila 7887 tis. ha, z toho
zeméd¢€lska pida 4205 tis. ha (53,3 %). Zemédélsky pidni fond se dale déli na Sest kultur,
Z nichz je nejvice zastoupena orna ptda (2959 tis. ha, 70,4 %) a trvalé travni porosty (1007 tis.

ha, teméef 24 %). Zbylych necelych 6 % se déli mezi zahrady, ovocné sady, vinice a chmelnice
(CSU, 2018).

Zemédélskou pidu Ize charakterizovat mnoha zpusoby. Zalezi predev§im na thlu pohledu
autora. Z hlediska rezistence k antimikrobialnim latkam bude vhodné zaméfit se na obsahy
zivin (nejCastéji zminovanymi jsou fosfor a draslik), hodnotu ptadni reakce (pH), obsah
rizikovych prvka (zejména meédi a zinku), zrnitost pid a organickou hmotu. V odborné
literatufe se pravé tyto parametry uvadi jako hlavni faktory zvySujici selekéni tlak na
mikroorganismy (Armalyté et al. 2019; McCann et al. 2019; Kiimmerer et al. 2008). Byla také
doloZena pozitivni korelace mezi vyskytem urcitych AR genti a zvySenym obsahem rizikovych
prvku v padeé, zejména Cu a Zn, coz ale mize souviset se zvySenym obsahem téchto prvki
V chlévském hnoji (Graham et al. 2016; Kyselkova et al. 2015).

4.1. Pudni ziviny a pH

Piidni Ziviny jsou prvky nezbytné ke zdarnému rastu a vyvoji rostlin. RozliSujeme makroziviny,
bez nichz rostlina nemtze dokondit sviyj vyvoj a nedaji se nahradit jinou Zivinou — fosfor (P),
draslik (K), hot¢ik (Mg), vapnik (Ca) a sira (S) a mikroziviny, které jsou pro rostliny nezbytné,
avSak pouze v urcitych nizkych koncentracich, nebot’ jejich vysoké obsahy mohou na rostliny
naopak plsobit toxicky — Zelezo (Fe), mangan (Mn), zinek (Zn), méd’ (Cu), bor (B) a molybden
(Mo).

Dal8im vyznamnym plidnim parametrem je reakce pidy, vyjadiena pomoci pH. Reakce pudy
ovliviiuje prakticky vSechny fyzikalni, fyzikalné-chemické i1 biologické procesy v pudé.
Na hodnoté plidni reakce zavisi napt. mobilita prvki a latek v pidnim roztoku, a tedy jejich
pristupnost zivym organismim (Van¢k et al. 1998)

Nejrozsahlejsim systém sledovani obsahil piijatelnych Zivin v Ceské republice je bezesporu
Agrochemické zkouSeni zemédélskych pid (AZZP).

Podle vysledkt posledniho cyklu vzorkovani AZZP ¢ini primérnad hodnota vyménné pudni
reakce zemédélské pudy 6,1 pH. Pozemky s ptidni reakci < 5,5 (kyselé pudy) tvoti téméei 30 %
vymeéry zemédelské pudy a témét 40 % vyméry zaujimaji pozemky se slabé kyselou ptdni
reakci, tj. s pH = 5,6-6,5. Pudy neutralni (pH = 6,6-7,2) a alkalické (pH > 7,2) zaujimaji
pouhych 17 %, resp. 13,6 %. V ptipadé orné pidy se ptidni reakce pohybuje v rozmezi 5,9—
6,8, prumér 6,2 pH a kyselé pady zaujimaji 26,4 % vymery. Nejveétsi podily kyselych pid se
nachazi v krajich Karlovarském, Jihoceském, Plzeniském a Vysocina (Smatanova, Susil 2018).
Podle dlouhodobych vysledkii AZZP dochazi k neustidlému mirnému poklesu pH
v zemédelskych puidach, i kdyz trend jiz nema tak negativni charakter jako v letech 1995-2005.
Ptesto v pritbé¢hu posledniho cyklu doslo ke zvySeni podilu ptd v kategoriich extrémné¢ a siln¢
kyselé (Smatanova et al. 2017).

Siln¢ kyselé a kyselé pidy se nachézeji predevSim V podhorskych a horskych oblastech,
na Vyso¢in¢ a v okrese Jindfichliv Hradec, v oblasti vyty¢ené obcemi Plzen, Klatovy
a Strakonice, a v jizni ¢asti Stfedoceského kraje.
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Pokles vyménné piidni reakce zemédélskych pid byl potvrzen také v rdmci dlouhodobého
Monitoringu zemedélskych pad.

Obrazek 6: Pudni reakce (pH)

Agrochemické zkouseni zemédélskych pad 2011 - 2016 H
Agrochemical soil testing 2011 - 2016 p

Pudni reakce (pH) 0,01 M CaCl, galtlegoriilpﬁdnit reakce
Soil reaction (pH) 0,01 M CacCl, oll reaction category

padni reakce je vyjddiena jako nejéetnajsi nehodnoceno (not evaluated)

Kategorie zastoupena na katastralnim uzemi
extrémné kyseld (extremely acid)

]
|
- silné kysel4 (strong acid)
(I
[

soil reaction is expressed as the most
frequent class (mode| on given cadaster area

kysel4 (acid)
slabe kysela (weak acid)
| neutrdlni (neutral)

alkalicka (alkaline)

silné alkalicka (strong alkaline)

sprévni ¢lenéni (administrative division)
~—— hranice katastrélnich azemi (cadastre borders)
—— hranice okresd [district borders)

=== hranice krajl (region borders)

= stitni hranice (country borders)

Primérny obsah fosforu v orné pilidé stanoveny na zakladé¢ vysledkt z posledniho cyklu AZZP
¢ini 91 mg/kg. Zhruba Ctvrtina vyméry (26,3 %) orné pudy trpi nedostatecnym obsahem
fosforu. Nejveétsi podil ploch s nizkym obsahem fosforu se nachazi v kraji Karlovarském,
Plzeniském a Zlinském. Témét polovina pozemkt (49,4 %) vykazuje vyhovujici a dobry obsah
fosforu v pideé a na témér ¢tvrtiné vymery (24,3 %) byly zjistény vysoké a velmi vysoké obsahy
fosforu, a to zejména v kraji Libereckém, Vysocina a Usteckém (Smatanova, Susil 2018).
Ve srovnani s predchdzejicimi vysledky doslo k mirnému zhorsSeni (sniZzeni) obsahu fosforu
na ornych pudach, konkrétné bylo zjisténo zvyseni vyméry orné pudy spadajici do kategorie
nizkého obsahu fosforu o 1,93 % (Smatanova et al. 2017).

Podle informaci z posledniho cyklu AZZP se obsah pfistupného drasliku v ornych piidach
CR pohybuje v rozmezi 191-454 mg/kg, pfi¢emz pramérmy obsah ¢ini 253 mg/kg. Nizkym
obsahem drasliku trpi pfiblizn€¢ 7 % vyméry orné pidy, zejména kraje Jihocesky (12,5 %)
a Moravskoslezsky (12,1 %). Vysoky a velmi vysoky obsah byl naopak zjistén na 22,2 %
vyméry, piedeviim v kraji Usteckém (65,6 %) a Jihomoravském (31,5 %) (Smatanova, Susil
2018). Proti minulému cyklu AZZP doslo ke zvySeni primérného obsahu cca o 13 mg/kg.
Nartist obsahti drasliku byl pozorovan ve viech krajich (maximum v Usteckém kraji)
S vyjimkou tii — kraje Zlinského, Moravskoslezského a Karlovarského, kde obsah drasliku klesl
(Smatanova et al. 2017).
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Obrizek 7: Obsah fosforu v zemédélskych piidach CR

Agrochemické zkouseni zemédélskych pad 2011 - 2016
Agrochemical soil testing 2011 - 2016

Fosfor (P) Mehlich Ill, mg.kg"
Available phosphorus (P) Mehlich Iil, mg.kg™"

hodnota obsahu fosforu je vyjdtena jako nejcetnajsi
kategorie zastoupena na katastralnim uzemi

frequent class (mode| on given cadaster area

5
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Obrazek 8: Obsah drasliku v zemédélskych piidiach CR

Agrochemické zkouseni zemédélskych pad 2011 - 2016
Agrochemical soil testing 2011 - 2016

Draslik (K) Mehlich Ill, mg.kg™
Available potassium (K) Mehlich lll, mg.kg”’

hodnota obsahu drasliku Je vyjddrena jako nej¢etngjsi
kategarie zastoupena na katastralnim uzemi

available potassium content is expressed as the most
frequent class (mode) on given cadaster area
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Sledovéani obsahu pfistupnych zivin vramci dlouhodobého monitoringu pad ukazalo
na nartstajici procenta ploch v kategoriich s méné uspokojivym obsahem a pokles
V kategoriich s obsahem optimalnim, a to jak v pfipad¢ fosforu, tak drasliku (Praskova, Némec
2016).

4.2. Rizikové prvky

Problematika rizikovych prvka v ptidé, kontaminace a typi zatézi pid je velmi Sirokd. Zde bude
prostor vénovan zinku a medi, protoze to jsou dva prvky nejcastéji zminiované v literatuie jako
faktory vyvolavajici selekéni tlak na bakterie. Zinek i méd’ jsou rizikové prvKy, zaroven je
fadime mezi esencialni jak pro rostliny, tak pro zivocichy. Jsou diilezitou a nepostradatelnou
slozkou krmnych smési, ur¢enych pro vyzivu hospodaiskych zvitat, v jejichz organismu se
podili na fadé enzymatickych procesit a podporuji vyhovujici fyziologicky stav i bunécnou
imunitu. Cast pifijaté davky mikroelementil neni travicim traktem zvifete vyuZita (zejména
zinku), zlstavd ve statkovych hnojivech a miize plsobit jako vyznamny vstup do puady.
Fungicidnich vlastnosti médi se zase vyuziva k ochrané révy, chmele, ale i rajcat, jablek
a dalsiho ovoce a zeleniny a také toto vyuziti médi miize piisobit jako vyznamny vstup do pidy.
Pfes znacnou toxicitu médi pro vodni organismy, vyskyt volné médi vétSinou nepiredstavuje
Vv ekosystémech velky problém, protoze se komplexné vaze v piidé€, ¢imz se zna¢né snizuje jeji
toxicita.

ZvySené obsahy médi v ptidé jsou diisledkem piedevsim antropogenni kontaminace (spalovani
uhli, metalurgicky pramysl). Zvysené vstupy médi do pidy jsou vyznamné zejména v oblasti
severomoravského regionu, dale Prahy a jejiho okoli (Némecek et al. 2010). Na zakladé¢
prostorovych dat ziskanych v ramci probihajiciho programu Registr kontaminovanych ploch
(Polakova et al. 2014) je patrné, Ze v zemé&délskych pidach se nejvétsi procento vzorkt
presahujicich pozad’ové obsahy médi v Ceské republice (preventivni hodnotu) nachazi
v krajich Karlovarském, Usteckém a Jihomoravském. Diivodem jsou, kromé& zminéné
antropogenni zatéze, pravidelné aplikace ptipravkl na ochranu rostlin na bazi médi do porostti
chmele a vinic. Pribézné zvySovani obsahi médi v pidach s uvedenym zplisobem vyuziti byl
potvrzen v ramci probihajiciho dlouhodobého monitoringu ptid CR. Navic obsahy médi jsou
ve svrchnim pidnim horizontu (ornici) v disledku antropogennich vstupt, a to jak emisi, tak
ptipravkti u vSech kultur (vyuziti pozemkl) vyss$i nez v podorni¢nim horizontu, u vinic
a chmelnic vyznamné (Poldkova et al. 2016).

Zvysené obsahy zinku se v pudé objevuji vétsSinou v disledku kombinované (antropogenni
a geogenni) zatéze. K nejpostizenéjSim patii severoCesky a severomoravsky region, Praha
a oblasti ficnich niv, ale také okoli Kutné Hory, Pfibrami a Berouna (Némecek et al. 2010).
Data z Registru kontaminovanych ploch potvrzuji nejvétsi procenta vzorku piekracujicich
preventivni hodnoty v krajich Usteckém, Karlovarském a Plzefiském, nicméné plochy se
zvySenymi obsahy jsou roztrouseny mozaikovité po celém tzemi CR. Z dlouhodobého
monitoringu dale vyplyva, Ze obsahy zinku pribézné¢ rostou prakticky na celé plose republiky
(Polédkova et al. 2016).

Je potfeba mit na paméti, Ze zvySené obsahy zinku a médi v pidé mohou byt diisledkem jak
prumyslové vyroby, tak aplikace statkovych hnojiv, pfipadné aplikace ptipravka na ochranu
rostlin na bazi médi ¢i aplikace kalt.
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Obrizek 9: Obsah médi v zemédélskych piidich CR vyjadieny jako procento preventivni
hodnoty
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Obrazek 10: Obsah zinku v zemédélskych piidich CR vyjadieny jako procento preventivni
hodnoty
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4.3. Zrnitost

Zritost je vyznamna pudni vlastnost, od které se odviji dal$i pidni vlastnosti. V ¢eskych
podminkach se pro urCeni zrnitosti, resp. druhti zemin tradi¢né pouziva Novakova klasifikace.
Tato klasifikaéni metoda pracuje s procentualnim zastoupenim c¢astic mensich nez 0,01 mm
a rozdéluje pidu do sedmi pudnich druhi (tabulka 10). Pro béznou praci pak staci rozliSovat tii
pudni druhy: pidy lehké s obsahem jilnatych ¢astic pod 20 %, stfedni pudy a pidy tézké
S obsahem jilnatych ¢astic vysSim nez 45 %.

Tabulka 10: Novdkova klasifikace druhii pud (Novak 1953)

% zastoupeni jilnatych castic Oznaceni druhu zeminy Zkracena kategorizace
>75 Jil
60-75 Jilovita Tézka pada
45-60 Jilovitohlinita
30-45 Hlinitd
Stredni plida
20-30 Pis¢itohlinita
10-20 Hlinitopiscita
Lehka puda
0-10 Piscita

Jak je uvedeno hned v tivodu, zrnitost ma pfimy dopad na mnoho pidnich vlastnosti. Zejména
pudy s velmi nizkym ¢i naopak vysokym zastoupenim jilnatych castic jsou charakteristické
urcitymi projevy/znaky. Jaké jsou tedy specifické¢ znaky jednotlivych druht pud? Pro pady
piscité (s obsahem jilnatych ¢astic do 10 %) plati:
e jsou to pudy s malou fyziologickou hloubkou,
e nasvém povrchu se piehtivaji, jsou teplotné zna¢né rozkolisané. To souvisi s Vysokym
obsahem vzduchu — pudy jsou siln€ provzdusnéné, s vysokou aeraci,
e maji vysokou propustnost pro srazkovou vodu (nizkéd vododrZznost ptdy),
e maji nizkou sorpcni schopnost, coz plati jak pro ziviny, tak pro vodu; pida je
nesoudrzna, sypka,
e maji vétsinou vysokou aciditu,
e ve vétsing piipadll maji velmi nizky obsah pfijatelnych forem Zivin,
e jsou nachylné k erozi, jak k vodni, tak k vétrné.

Specifickymi znaky jilovitych pad (s obsahem jilnatych ¢astic nad 45 %) jsou:

e jsou to pudy sextrémnimi stanoviStnimi podminkami — zamokieni se stfida
S vysychanim, pida méa vysokou uléhavost v povrchovych a nizkou aeraci zejména
V niz8ich horizontech,

e nasvém povrchu maji nizké teploty,

e maji nizkou propustnost pro srdzkovou vodu, vysoky povrchovy odtok a diky
koloidnimu poutani vykazuji vodu velmi tézko fyziologicky pfistupnou,

e maji vysokou sorp¢ni schopnost a k vyplavovani zivin z puidy dochédzi pouze v omezené
mife, na druhu stranu mohou byt ziviny pro nékteré rostliny fyziologicky nedostupné,

e jsou biologicky malo aktivni, coz vede k nizké, ptipadné nedokonalé humifikaci.

U ptd zrnitostné stiednich se neoCekavaji zadné projevy extrému (RejSek, Vacha 2018).
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Z celkové vyméry zemédélské puidy v CR zaujimaji lehké pidy 19 %, pidy stiedni 59 % a pudy
tézké 17 %. Zbyvajicich 5 % pfipada na kamenité a silné¢ Stérkovité piady, zcela nevhodné
pro zemédélskou produkci (Jandak et al. 2001). V siti Bazalniho monitoringu pud je rozloZeni
pudnich druhti nasledujici — lehké ptdy 27 %, pidy stfedni 55 % a ptdy tézké 18 % (Poldkova
et al. 2017).

Obrazek 11: Kategorie zrnitosti na plochach Bazalniho monitoringu pud
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4.4. Organicka hmota

Pldni organickd hmota (OH) je vyznamna soucast plidy a jeji kvalita ovliviiuje mnoho pidnich
vlastnosti, napt. zvySuje sorpcni schopnost piidy, coz déale souvisi s mnozstvim a ptistupnosti
¢i pohyblivosti prvkl v pad¢€, zvySuje pufrovitost piidy, podporuje vznik drobtovité struktury
pudy, ¢imz zlepSuje vodni a vzdusny rezim pudy. Je tvofena jak Zivymi organismy, tak jejich
odumielymi tély v rizném stupni rozkladu. Odumfeld organickd hmota je mineralizovana az
na zakladni ,,stavebni* jednotky a poté (a zaroven soucasné) v procesu humifikace se syntetizuji
rizné slozité organické slouceniny.

K vyjéadfeni obsahu a kvality organické hmoty slouzi rizné parametry. Zfejmé nejrozsifencjsi
je stanoveni oxidovatelného uhliku (Cox), coZ je parametr popisujici spiSe kvantitu, nez kvalitu
organické hmoty, dale je to stanoveni organického uhliku (Corg) nebo celkového uhliku (Ctot).
Pro urceni kvality OH se vyuziva pomér huminovych a fulvokyselin (HK:FK) nebo barevny
kvocient Q4/6. V 90. letech 20. stoleti se objevil novy parametr popisujici OH, a to glomalin,
coz je velmi stabilni sloucenina. Doporucuje se hodnotit vzajemny pomér glomalinu a Cox,
ktery muze byt citlivym indikatorem zmén ptidniho uhliku (Rillig et al. 2003).
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V Ceské republice se jiz provadi screeningové stanoveni Cox a glomalinu v nékolika tisicich
vzorcich roéné v ramci Agrochemického zkouSeni zemédélskych pud, zatim vsak nelze hovofit
o plosném pokryti uzemi republiky. Tyto informace o OH jsou od tohoto roku (2019) rozsifeny
o stanoveni kvalitativnich parametrti (Ctot, Ntot, Q4/6). Informace o organické hmoté
vyjadiené pomoci parametriit Cox a glomalin nechybni ani z lokalit nachézejicich se v Bazalnim
monitoringu pud, a také v tomto systému doslo od leto$niho roku k navyseni po¢tu parametrti
charakterizujicich OH o kvalitativni veliCiny.

Za béznou hodnotu Cox je u ornych pid povazovano rozpéti 1-2 %, u travnich porostd jsou
obsahy mirné vys$si. Hodnoty Cox nad 3 % jsou pak typické zejména pro mineralni horizonty
lesnich pud.

Obrazek 12: Medidnové hodnoty Cox (%) a podil glomalinu a Cox na monitorovacich plochdch
Vv systéemu Bazalni monitoring piid
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4.5. Vstupy do pudy vyznamné z hlediska AMR

Z hlediska vyskytu antimikrobik a/nebo rezistentnich bakterii se jako vyznamné vstupy do pudy
jevi aplikace statkovych hnojiv pochazejicich z zivocisné vyroby a pfima aplikace kali COV.

Za statkova hnojiva jsou podle zdkona o hnojivech ¢. 156/1998 Sb. povaZovana hnojiva
vznikajici jako vedlejsi produkt pii chovu hospodaiskych zvitat, nebo produkt pii péstovani
kulturnich rostlin, nejsou-li dale upravovana. Aplikace statkovych hnojiv se fidi podminkami
ulozenymi zdkonem o hnojivech a obsahy rizikovych prvki v hnojivu musi spliiovat pozadavky
stanovené vyhlaskou €. 474/2000 Sb., o stanoveni pozadavkil na hnojiva, ve znéni pozdéjSich
ptedpisi.

Jedna se hnojiva objemova, ktera se na pudu aplikuji ve velkych mnozstvich (tuny az desitky
tun na hektar). Hlavni sloZkou suSiny jsou organické latky (sacharidy, celul6za, hemiceluldza,
bilkoviny, auxiny atd.), které jsou pro pudu a pidni Grodnost naprosto nezbytné, a nelze je
nahradit.

Pozitivni plisobeni statkovych hnojiv na pidu Ize shrnout do nékolika bodii (Richter, Hlusek
1994):
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1. Jsou to univerzalni hnojiva obsahujici kromé organickych latek také ziviny,
mikroorganismy a biologicky aktivni latky.

2. Zvysuji biologickou ¢innost pudy.

3. Ovliviiyji dalsi ptidni vlastnosti, napt. sorpéni a iontovyménné procesy — zvySuji sorpéni
schopnosti ptidy a jeji pufrovitost. Dale podporuji tvorbu drobtovité struktury a upravuji
pomér vzduchu a vody v pudé.

4. Umoznuji lepsi vyuziti zivin z primyslovych hnojiv i z ptdni zasoby.

5. Zvysuji schopnost ptidy jimat vodu.

Z téchto dlivodi je nutné vnimat pouzivani statkovych hnojiv jako ryze pozitivni jev.

Podle tdajti CSU se spotieba statkovych hnojiv v sezon€ 2016/17 pohybovala piiblizn€ kolem
4,7 t/ha a v poslednich deseti letech neustale klesa (CSU 2018). Skute¢na vymeéra, na kterou
jsou statkova hnojiva aplikovana, neni v souc¢asné dob¢ znama.

Obrizek 13: Spotieba statkovych hnojiv (CSU 2018)
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UKZUZ v letech 2017 az 2018 odebral a analyzoval v ramci cilenych kontrol 40 vzorki
statkovych hnojiv. UGelem téchto kontrol bylo ovéfit, zda nedochazi k prekradovani
povolenych limitt obsahu rizikovych prvki. U nékterych vzorkd bylo piekroceni limitd
skutecné zjiSténo a nasledn€ bylo se zemédé&lskym podnikatelem zahajeno spravni fizeni.
Ditvodem téchto ptekroCeni obsahti rizikovych prvki je s nejvétsi pravdépodobnosti pouzivani
medikovanych krmiv (pfedevS§im piidavek zinku a/nebo médi) v nadlimitni mife, resp.
i Z preventivnich divodd. Obsahy vybranych prvkil v nich a rozdily mezi zakladnimi typy
shrnuje nasledujici tabulka a obrazek 14.

Tabulka 11: Deskriptivni statistika obsahit médi a zinku ve statkovych hnojivech.

Hn{j skotu, pFip. jiny Drﬁbeii' hndj, Kejda prasat
podestylka, trus

Cu Zn Cu Zn Cu Zn
min 4 32 40 348 59 289
max 176 869 99 612 1450 2931
med 29 147 59 397 118 746
prdam 39 201 64 448 64 987
limit 150 600 150 600 250 1200
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Obrazek 14: Median obsahit médi a zinku ve statkovych hnojivech
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Plosna informace o aplikacich statkovych hnojiv v Ceské republice chybi, resp. neni
k dispozici. Zemé&dé€lsti podnikatelé jsou povinni vést evidenci hnojeni pro pfipadnou kontrolu,
tato evidence vSak neni ve vSech pfipadech zaznamenavana takovym zplisobem, aby se
informace daly zpracovavat statisticky plosné pro celou republiku. V § 9 zdkona ¢. 156/1998
Sb., o hnojivech, je ukotvena povinnost vedeni evidence o pouzitych hnojivech a pomocnych
latkach na zemédé€lskou pidu. V § 9 vyhlasky €. 377/2013 Sb., o skladovani a zplsobu
pouzivani hnojiv, a jeji ptiloze €. 2 jsou pak podrobnéji definovany udaje, které je zemédélec
Vv evidenci povinen uvadét. Zakon ani vyhlaska vSak nestanovuji formu vedeni evidence, kterd
mize byt riznd (napf. pisemné v seSitech, v komer¢nich programech...), z toho divodu jsou
udaje z evidence obtizné€ zpracovatelné. Vhodnym systémem, ktery by umozioval s daty tohoto
typu (vycisleni ploch, na které se statkovad hnojiva aplikovala (ve zvoleném meéftitku);
znazornéni ploch v mapé€ apod.) pracovat, by mohla byt aplikace Evidence ptipravkil a hnojiv
(EPH) na Portalu farmate a nasledné zobrazeni v mapové vrstvé v Evidenci pady v LPIS.

Cistirenské kaly jsou vedlejsimi produkty &isténi odpadnich vod na COV. Zatimco vy¢isténa
voda je vypousténa do vodoteci, v kalu je zakoncentrovana vétsina kontaminantt a s kalem je
nakladano jako s odpadem. Likvidace kalu probiha riznymi zptsoby, nej¢astéjSimi jsou piimé
aplikace na piidu véetné rekultivaci a kompostovani. I kdyz produkce kalti v CR kolisa, aplikace
na ptidu méla do roku 2017 rostouci tendence a v podstaté na stejné urovni je kompostovani
kalii (CSU 2018). Skladkovani kalti je zakazano.

Mezi latky nachazejici se v neupraveném kalu patii hormony, zbytky 1é€iv a drog, patogenni
mikroorganismy vcetn¢ bakterii rizikovych z hlediska rezistence k antibiotikiim, rizikové prvky
veetné nanoforem, nebezpecné latky (napf. bromované zpomalovace hofeni, nonylfenoly,
ftalaty, dioxiny a furany, polycyklické aromatické uhlovodiky, perfluoralkylové slouceniny
a dalsi). Na druhou stranu kaly obsahuji velké mnozstvi organické hmoty a zivin (Kuras 2018;
Proksova et al. 2018; Zimova, Mat&ji 2018).
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Obrazek 15: Produkce kalii COV v Ceské republice a piima aplikace na piidu a rekultivace

(CSU 2018)
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Z pohledu této prace jsou vyznamné piimé aplikace na padu, pii kterych by mohlo dochazet
k Sifeni rezistentnich bakterii v systému kal-ptida-rostlina. Aplikace na zemédélskou pudu se
fidi podminkami vyhlaSky ¢. 437/2016 Sb., o podminkéach pouziti kali na zeméd¢€lské pude.
Uvedena vyhlaska upravuje nejen zpusob aplikace, ale také obsahy rizikovych prvka a latek,
véetné mikrobiologickych kritérii v kalech a v pudé.

Dlouhodobé monitorovani obsahti vybranych prvki a latek v kalech provadi Ustiedni kontrolni
a zkusebni tstav zemé&délsky. Monitoring kvality kalil je zaméfen predevsim na ty COV, jejichz
produkce smétuje celd, nebo z¢asti na zemédeélskou pidu. Plosna zatéz patogennimi organismy
se Vvramci monitoringu nesleduje, pouze screenigové prob&hlo ovéteni dodrZeni
mikrobiologickych kritérii v 8 kalech (z osmi COV). Pro nazorné vyjadieni rozdili mezi obsahy
prvkil v kalech je zde uveden nasledujici obrazek s medidnovymi obsahy prvkil zjiSténymi
v roce 2018 a dale obrazek znazortiujici vyvoj obsaht médi a zinku v kalech COV.

Obrazek 16: Stiedni hodnoty (medidny) obsahii sledovanych prvkii v kalech COV, 2018 (mg/kg
sus.)
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Obrazek 17: Zméeny strednich obsahit medi (Cu) a zinku (Zn) v kalech
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Z obrazku 16 je jasné vidét, Ze z hlediska vySe obsahii dosahuji méd’ a zinek v porovnani
s ostatnimi prvky nejvyssich hodnot. Z hlediska pfestoupeni meznich hodnot koncentraci prvki
Vv kalech je vSak nejvétsim problémem sledovanych kalt kadmium (k ptekroceni limitu doslo
v 3,8 % pftipadi), je vSak tésné nasledovano médi (3,7 % nadlimitnich vyskytl) a zinkem
(2,5 %).

O skutecnych vstupech prvki a latek do ptidy prostrednictvim kalli nejsou dostupné informace,
k dispozici jsou pouze udaje o planovanych aplikacich kali na pudu. V piipadé, Ze bude
schvalen zdkon o odpadech, mohla by se tato situace zménit — v zakon¢ je ustanoveni, které
zmoctiuje UKZUZ schvalovat programy aplikace kalti na pidu, tudiz budou k dispozici
informace o realnych koncentracich rizikovych prvku a latek v kalech aplikovanych na ptudu.

4.6. Systémy sledovani kvality pudy

Usttedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky provozuje tfi systémy sledovani kvality pidy,
a to Agrochemické zkouseni zemédélskych pud (AZZP), Registr kontaminovanych ploch
(RKP) a Bazélni monitoring ptid (BMP). Agrochemické zkouSeni zemédé&lskych pid je svym
zplisobem jisty druh monitoringu zaméfeny na plosné sledovani zmén ptdni tirodnosti v Ceské
republice. RKP obsahuje informace o0 obsazich rizikovych prvkid v zemédélskych ptidach
Ceské republiky, pfi¢emz informace jsou ziskavany jednordzové a nedochézi k opakovanym
odbériim z jednoho pozemku. Databaze obsahuje analytické vysledky z vice nez 60 tis. piidnich
vzorki. Na druhé stran¢ v databazi Bazalniho monitoringu ptd lze najit vysledky a informace
k ,,pouhym* 214 lokalitam, ale odbéry na téchto lokalitach jsou pravidelné opakovany a v tomto
souboru lze sledovat zmény piidnich vlastnosti v Case.

Agrochemické zkouSeni zemédélskych pud je systém pravidelného zjistovani parametri
pudni Urodnosti, zejména obsahi pfistupnych zivin v padé¢ a pladni kyselosti na vSech
pozemcich zemédélského pidniho fondu. K zékladnim informacim o obsazich Zivin jsou
u vybranych ptdnich vzorki zjistovany také hodnoty Cox a obsahy mikroelementt (Cu, Mo,
Mn, Zn, Fe). V ramci AZZP je kazdy rok prozkousena cca 1/6 zeméd€lského ptidniho fondu,
coz ¢ini necelych 80 tis. vzorkli. Odebiran je pouze svrchni horizont (s vyjimkou vinic), jeho
mocnost se 1i8i v zavislosti na kultufe. Jeden smésny vzorek je tvofen celkem 30 individualnimi
vzorky. Plocha odbéru jednoho vzorku ¢ini 7-10 ha v ptipadé€ orné ptdy ¢i trvalych travnich
porostl, v pfipad¢ vinic, chmelnic a sadii 2-3 ha. Systém poskytuje informace o trendech
Vv oblasti pidni urodnosti.

Zékladem databaze RKP jsou vysledky analyz cca 35 tis. pidnich vzorkid. Tento zaklad byl
aje kazdorotné¢ dopliovan dalSimi vysledky. Puadni vzorky jsou odebirany v ramci
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Agrochemického zkouseni zemédé€lskych piid. Vzorky pro zdkladni databazi RKP byly vybrany
tak, aby v hlavnich vyrobnich oblastech ptipadl alespon jeden vzorek na 100 ha. Ve vzorcich
byly stanoveny obsahy vybranych rizikovych prvk ve vyluhu 2M HNOa3. Stanoveni touto
metodou bylo ukonceno v roce 2009. Databaze obsahuje vysledky analyz vice nez 54 tis.
vzorkl. V roce 1998 bylo zahajeno stanoveni prvki po extrakci lu¢avkou kralovskou a provadi
se dodnes. Doposud jsou v databazi rozbory piiblizné¢ 14 tis. vzorkid analyzovanych touto
metodou. Vystupy RKP jsou napft. kartogramy obsahti prvkl v pad¢ (viz zde obsah Cu, Zn),
nebo tabulkové zpracovani (obsahy prvka v riznych spravnich celcich, prekroceni limitd, ....).

Bazalni monitoring zemédélskych piid je systém dlouhodobého sledovani vybranych piidnich
vlastnosti. Systém byl zalozeno v roce 1992 na 190 pozorovacich plochach a v roce 1995 byl
rozSifen o dalSich 27 ploch. V soufasné dobé tvoii sit BMP 214 lokalit. Z hlediska
obhospodarovani byly plochy vybrany tak, aby co nejvice kopirovaly procentualni zastoupeni
kultur v CR. V monitoringu tedy zaujima nejvétsi podil orna ptda (73 %), nasleduji travni
porosty (20 %). Ostatni kultury — vinice, chmelnice, sady — jsou zastoupeny V jednotkach
procent. Pozorovaci plochy jsou obdélniky o délce stran 25 a 40 metril, kazda plocha ma znamé
zemé&pisné soufadnice.

Z ploch se pravidelné odebiraji pidni (i rostlinné) vzorky, celkem podle tii odbérovych
schémat:

1. Jednordzové odbéry jsou provadény pii vykopu pedologické sondy. Odebiraji se
neporuSené pudni vzorky, tzv. fyzikdlni valeCky ke stanoveni vybranych fyzikalnich
vlastnosti pud (naptf. momentni vlhkost, objemova hmotnost redukovana, pérovitost),
a porusené pudni vzorky, ke stanoveni chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti
pud (zrnitost, kationtova vyménna kapacita, prvkova analyza). Tato stanoveni jsou
provedena na vSech pozorovacich plochéch sit€ monitoringu. Nedilnou soucasti tohoto
procesu je podrobny popis ptidniho profilu (stanoveni piidniho typu).

2. Zikladni odbéry jsou provadény vV Sestileté periodé. Zjistovany jsou piedev§im
(agro)chemické vlastnosti pid (pH, obsah Zivin a mikroprvki, kationtovd vyménna
kapacita, Cox, prvkova analyza). Odbéry v zikladni periodé probihaji na vSech
pozorovacich plochach monitoringu.

3. KaZdorocni odbéry jsou zaméfeny na sledovani stavu a vyvoje znecisténi pud
organickymi polutanty (PCB, PAH, HCH, HCB, DDT, soucasné€ pouZivané pesticidy),
a na moznou kontaminaci potravinového fetézce prostiednictvim zemédé€lskych plodin
(odbéry rostlin). Tyto odbéry probihaji na vybranych souborech pozorovacich ploch.

Kromé toho se u vSech ploch provadi evidence hnojeni (jak mineralnimi, tak organickymi
hnojivy), v€etné aplikovanych davek a evidence pouzitych pripravkii na ochranu rostlin.

Odebira se ornice 1 podornici, odbérova hloubka horizontu zavisi na typu kultury.

V této kapitole si zaslouzi byt zminény také piesné polni zkousky provadéné UKZUZ na
zkusebnich stanicich po celé Ceské republice. Tyto piesné polni zkousky slouZi k posuzovani
vztahil mezi intenzitou hnojeni, vynosy, obsahem zivin v pid¢€ a pfijmem Zivin rostlinami.
Vysledkem polnich zkousek jsou poznatky o riznych systémech hnojeni, jejich vlivu na
vynosy, kvalitu produkce a pidni vlastnosti (Smatanova 2016). V pribéhu polnich zkousek
jsou zisk&vana podrobnd analyticka data o kvalité plidy, na stanicich se monitoruje chod pocasi.

V soucasné¢ dobé probiha n€kolik dlouhodobych polnich zkousSek. Z hlediska sledovani vyskytu
genu rezistentnich vici antimikrobidlnim latkdm jsou zajimavé dvé — dlouhodoba zkouska
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s organickym hnojenim a dlouhodoba zkouska ovéfujici digestaty. V ramci zkousky
s organickym hnojenim se na vSech zkuSebnich stanicich 2x béhem Sestileté¢ho osevniho sledu
aplikuje na vybranych variantach chlévsky hndj a na dvou stanicich vyhnily kal z COV.
V ramci zkousky ovéfujici digestaty je na vybranych variantach 5x za Sestilety osevni sled
aplikovana kejda.

4.7. Moznosti vyuziti stavajicich systémi Kk vyzkumu,
prip. monitoringu rezistence k antimikrobiktiim

V piipad¢ vyhledavéani oblasti vhodnych k vyzkumu podle vyzivovych hledisek je vhodné
vyuzit informaci poskytovanych prostfednictvim Agrochemického zkousSeni zemédelskych
ptd. Navic systém poskytuje informace o obsazich médi a zinku, 1 kdyZz jen v ur¢itém procentu
vzorkd.

Registr kontaminovanych ploch je v ramci vyzkumu AMR moZné pouzit k vytipovani oblasti
se zvySenymi obsahy prvkl v pid¢, nicméné o vytipovanych pozemcich nejsou dostupné zadné
historické informace vyjma téch na LPIS.

Naopak BMP poskytuje moznosti sledovani vyskytu AMR na lokalitdch se znamou historii —
jsou znamy zmény pudnich parametri v Case, zplisoby a davky hnojeni, pouziti ptipravkil
na ochranu rostlin, osevni sled. Vyuziti systému BMP pro monitoring, ¢i vyzkum AMR by
umoznilo zpracovéni vysledkl s ohledem na dlouhodobé vyuzivéni lokalit.

Nevyhodou BMP mtize byt nepravidelné hnojeni statkovymi hnojivy, coz je pro rozvoj AMR
velmi vyznamny faktor. K vyzkumu vyskytu rezistentnich bakterii na pozemcich hnojenych
statkovymi hnojivy by bylo mozné vyuzit systémy dlouhodobych piesnych polnich zkousek,
zejména zkouSku s organickym hnojenim a zkouSku ovéfujici digestaty. V ramci téchto
zkousek je na vybrané varianty aplikovan chlévsky hnij a kejda. JelikoZ se jedna o pfesné polni
zkousky, jsou k dispozici detailni informace o pudé, hospodateni, po€asi a vyhodnoceni dat by
tedy bylo mozné s ohledem na historii plochy.

Dalsi moZznosti pro vyzkum AMR by bylo vytipovani farmy s zivo¢iSnou vyrobou, kterd bude
ochotna spolupracovat. V ptipadé podrobné¢ho Setfeni na pozemcich po aplikaci kalii neni
vhodné pouZit syst¢ém BMP (na monitorovanych lokalitach jsou evidované pouze tii aplikace
celkem) a moznosti vyuZiti polnich zkoudek je omezené, oviem na druhé strand UKZUZ
disponuje informacemi o provedenych aplikacich kal, coZ umoZiiuje vhodné pozemky
vytipovat.
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5.  REZISTENCE K ANTIMIKROBIKUM
5.1. Uvod

Rozsahl4 antropogenni &innost na izemi Ceské republiky a provazanost zemédélské ¢innosti
S zivotnim prostiedim dava piedpoklad pro mozZnost Sifeni genl rezistence i prostiednictvim
pud, zejména intenzivné obdélavanych. Multioborovy pfistup je proto vyzvou, kterd by mohla
piinést unikatni poznatky o roli ptd piipadné i dalSich Casti zivotniho prostiedi v Sifeni
rezistence K antimikrobikim.

5.1.1. Mikroorganismy, antimikrobika a mechanismy rezistence

Bakterie vcetné patogennich si v pribéhu let pouzivani byly schopny vyvinout razné
mechanismy rezistence K soucasnosti vyuzivanym antimikrobikim. Rezistence bakterii
k antimikrobikim se rozliSuje na ptirozenou a ziskanou. Pfirozena rezistence se déli na vnitini
(vzdy dochazi k jeji expresi nezavisle na vystaveni antibiotiku) a indukovanou (geny se
ptirozené vyskytuji u bakteridlniho druhu, ale k expresi rezistence dochazi az po vystaveni
antibiotiku). K ziskané rezistenci k antimikrobikim muze dochazet v disledku mutaci vlastni
chromosomélni DNA, nebo ziskdnim genetického materidlu. Mechanismus pfenosu genli
rezistence délime na vertikdlni (z matetfské na dcefinou bakteridlni buiiku) a horizontalni
pfenosem gent rezistence mezi bakteriemi pomoci mobilnich elementii — napf. v rdmci stejného
druhu, rodu, celed¢). Na horizontalnim ptfenosu se mohou podilet rizné mobilni genetické
elementy napf. plasmidy, transpozony, nebo bakteriofdgy (Reygaert 2018). Zejména
horizontalni pfenos gent rezistence ma vyznamnou roli v Sifeni rezistence k antimikrobiktim.

Mezi nejvyuzivangj§i skupinu antimikrobnich latek patii beta-laktamova antibiotika
(peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy). NejbéZzné&j$im mechanismem obrany
bakterii proti antibiotikim je produkce enzymu napi. produkce beta-laktamaz, kodovanych
geny, které se mohou vyskytovat na chromozomu 1 plasmidech. Ty, které zajiStuji rezistenci
k cefalosporinim nové generace, jsou oznaCovany jako ESBL (extended-spectrum beta-
lactamases) a zahrnuji zastupce skupiny enzymtt TEM, SHV, CTX-M a OXA. V soucasnosti
se objevily také beta-laktamazy Gi¢inné proti karbapenemim, vyskytuji se primarné u bakterii
Celedi Enterobacteriaceae a déli se do nékolika skupin (napf. IMP-1, VIM-1, NDM-1)
(Reygaert 2018). Casto se jedna o multirezistentni bakterie vyvolavajici jen tézko 1é¢itelné
infekce.

Antibiotikem posledni volby k 1é¢bé infekci vyvolanych multirezistentnimi gramnegativnimi
bakteriemi se stal kolistin (polymyxin E). Dlouhou dobu byla rezistence ke kolistinu
povazovana pouze za chromozomalné vazanou, ale od roku 2015 bylo popsano devét rtiznych
variant gentt mcr (mcr-1 az mcr-9), které jsou mezi bakteriemi Sifeny horizontalni cestou
pfenosu, zejména plasmidy. V soucasnosti bylo zaznamendno celosvétové rozsifeni
gramnegativnich bakterii, pfedev§im Escherichia coli, s genem mcr-1 u zvitat, v potravinach,
vngjsim prostiedi i u lidi (Skov, Monnet 2016).

V souvislosti s chovem hospodarskych zvifat a kontaminaci vnéjsiho prostfedi je vyznamna
také problematika vyskytu MRSA (meticilin rezistentni Staphylococcus aureus).
U hospodatskych zvifat se vyskytuji zejména kmeny klonalniho komplexu CC398 oznacené
jako skupina Livestock-Associated MRSA (LA-MRSA). Piipady ptenosu téchto kmenti mezi
lidmi a zvitaty byly jiZz popsany. Otazkou ziistava, do jaké miry se na Sifeni MRSA, ale také
dalsich klinicky vyznamnych typech rezistence jako jsou ESBL, karbapenemazy ¢i

YW

horizontaln¢ Sifené geny mcr, podili pidni ekosystém.
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5.1.2. Rozvoj a SiFeni rezistence v Zivotnim prostredi

Rezistence bakterii k antimikrobiktim piedstavuje vyznamnou hrozbu pro humanni i veterinarni
medicinu. Pida je zdrojem mikroorganismii, véetné bakterii rezistentnich k antimikrobialnim
latkim a genl rezistence k antimikrobikim, jejichz vyskyt mize byt ovlivnén chovem
hospodaiskych zvirat, aplikaci hnoje, zdvlahovych, odpadnich vod a kal i pohybem volné
zijicich zvitat. Také puda muze hrat dulezitou roli v perzistenci bakterii rezistentnich
k antimikrobialnim latkam ve vné&jSim prostiedi (Graham et al. 2019). Vyuzivani antimikrobik
v terapii nebo v zemédélstvi je povazovano za jedno z nejvyznamnéjSich rizik rozvoje
rezistence, na jejim Sifeni se ale mize podilet také pfirozeny vyskyt environmentalnich
rezervoari ARG (Antibiotic Resistance Genes specifické geny rezistence k antibiotikiim)
a jejich transferabilita (pfenositelnost mezi bakteriemi) (Nesme, Simonet 2015). Klicovou
vyzvou je rovnéZz porozuméni vztahu mezi Sifenim gent rezistence z antropogennich zdroju
oproti gentim rezistence jiz pritomnych v prostiedi (Graham et al. 2019).

Ve veterinarni medicing jsou antibiotika pouzivana k 1é¢bé a profylaxi. Pouzivani antibiotik
jako stimulatort rastu a produkce je v Evropské unii od roku 2006 zakazano. Nicméné dopliky
do krmiv pro hospodaiska zvitata obsahujici n€které prvky napt. méd’, zinek a arsen mohou
také vytvaret selekéni tlak na rozvoj rezistence. Zinek rovnéz pouzivan piimo jako VLP a to v
ruznych 1ékovych formach (perordlni prasek, premix pro medikaci krmiva i injekéni VLP).
M¢éd’ a zinek jsou schvaleny a podévaji se jako dopliiky do krmiv a maji antimikrobni vlastnosti.
Kombinace antimikrobik a kovu (napf. Cu, Co, Zn, Cd, Ni, As) ve zne¢isténém prostiedi mize
vést ke ko-selekci ARG a vys$simu vyskytu multirezistentnich bakterii (Xiong et al. 2018).
Podobné mohou plisobit 1 biocidni latky.

Piida je jeden z nejvétsich rezervoarti mikrobidlni diverzity a podporuje vyménu genetického
materidlu pomoci horizontdlniho ptfenosu genti, ktery pfispiva k Sifeni gend rezistence
k antimikrobikiim (Nesme, Simonet 2015). Globalni Sifeni a akumulaci rezistence
k antimikrobikiim v environmentalnich zdrojich doklada i vyskyt gent rezistence v odlehlych
lokalitach bez souvislosti s vyuzivanim antimikrobik. Geny kodujici rezistenci ke klinicky
vyznamnym antimikrobnim latkdm (napf. beta-laktamtim, aminoglykosidim), véetné genu
blanom-1 koédujiciho rezistenci ke karbapenemim, byly prokdzany i v pudé v polarnich
oblastech (McCann et al. 2019).

Na kontaminaci pidy bakteriemi rezistentnimi k antimikrobnim latkdm se mohou podilet
i odpadni vody prostiednictvim vodniho ekosystému. V rozsahlé studii zaméfené
na metagenomickou analyzu neoSetfenych odpadnich vod byly zjistény rozdily ve variabilité
geni  rezistence k  antimikrobikim mezi  Evropou/Severni = Amerikou/Oceanii
a Afrikou/Asii/Jizni Amerikou, které korelovaly se socio-ekonomickymi, zdravotnimi
a environmentalnimi faktory. Nejvyssi vyskyt genl rezistence byl zjiStén v Brazilii a zemich
rezistence  va¢i  makrolidim, tetracyklinim, aminoglykosidim, beta-laktamim
a sulfonamidim. Kromé toho byly detekovany také geny blactx-m kodujici Sirokospektré beta-
laktamazy, blanom zodpovédny za rezistenci ke karbapenemtim a geny mcr kodujici rezistenci
ke kolistinu (Hendriksen et al. 2019). V nedavné studii byl gen mcr-1, kédujici rezistenci ke
kolistinu prokazan také v populaci fagli z odpadni vody z chovu prasat v Ciné (Wang et al.
2018b), a poukazuje tak na dal§i moZnost Sifeni genil rezistence do piidniho ekosystému.

Slozeni mikrobidlni komunity a rezistenci k antimikrobikiim v ptidach mohou ovliviiovat riizné
piistupy v zemédélské produkci. V danské studii byl prokazan vyssi vyskyt genti kodujicich
sirokospektré beta-laktamazy (blarem, blasnv, blaoxa, blactx-m) Vpltdach oSetfenych
chlévskou mrvou ve srovnani s ptidami, kde byla vyuzivana anorganicka hnojiva (Graham et
al. 2016). V Cin& byl v orné pidé po aplikaci dribezi podestylky prokazan vyskyt genti
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kodujicich aminoglykosidy, tetracykliny a sulfonamidy (Wang et al. 2018a). Kumar et al.
(2018) ve své studii prokazal, ze aplikace hnoje z chovu prasat ptredstavuje vyznamny zdroj
meticilin rezistentnich stafylokoki v orné pudé. V litevské studii naopak nebyl zjistén rozdil
ve slozeni mikrobidlni komunity a genll rezistence k antimikrobikim mezi plidami
zZ ekologického a konvencniho zpusobu hospodaieni. Geny rezistence ke klinicky vyznamnym
antibiotikim (beta-laktamy, aminoglykosidy, tetracyklin, erytromycin a rifampicin) byly
detekovany pouze v malé mife (Armalyte et al. 2019).

Rozdily ve vyskytu bakterii rezistentnich k antimikrobnim latkdm a gent rezistence v ptidach
v raznych zemich mohou byt dany jak lokalitou (spotfebou antimikrobik, zptlisoby
hospodateni), charakterem odebiranych pud, ale i metodickym pfistupem. Metagenomika je
vhodny alternativni pfistup umoznujici v jednom vzorku soucasn¢ detekovat tisice genii
rezistence K antimikrobialnim latkam, ale i pfitomné bakterialni rody ¢i druhy. V porovnani
s konvenc¢nimi technikami metagenomika umozniuje odhaleni potencidlnich rezervodri genii
antimikrobidlni rezistence u nekultivovatelné mikrobialni komunity v prosttedi (de Castro et al.
2014). Metagenomika vSak poskytuje omezené informace tykajici se hostitele (druhu bakterie)
gend. Dalsi metodologie jako jsou techniky zaloZené na PCR a kultivaci bakterii mohou
vyznamné doplnit stdvajici informace. Kultivace bakterii nesoucich geny rezistence
k antimirkobikiim umoznuje jejich detailni typizaci, v¢éetn¢ identifikace a popisu mobilnich
genetickych elementi.

V Ceské republice doposud nebyla provedena komplexni studie zaméfena na sledovani
rezistence k antimikrobikiim v ptidach. I v Ceské republice viak jiz byl prokazan vliv uzivani
antibiotik u hospodarskych zvitat na kontaminaci ptidy. Profylaktické podavéni antibiotik napf.
chlortetracyklinu telatim vedlo v minulosti také ke kontaminaci pfilehlych pud, véetné orné
pudy, ve které geny rezistence k tetracykliniim byly detekovatelné aZ po dobu tii mé&sict
od aplikace hnoje (Kyselkova et al. 2015).
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5.2. Cile pilotni studie

Cilem letosni pilotni studie bylo u souboru vybranych zemédé€lskych pad provést
metagenomickou analyzu zaméfenou na:

e detekci genil rezistence k antimikrobiktim,
e urceni zastoupeni puadniho mikrobiomu.

Metagenomicka vUVel
analyza (NGS)
Ny

7 e

. Izolace celkové

Vzorkovini  UKZUZ N DNA
pudy (o=
: Zpracoviani
vzorku

\

Analyza
mikrobiomu

Analyza genu {

antimikrobidlni %,

rezistence . ‘§

N ot

5.3. Material a metody
5.3.1. VySetrované vzorky

V ramci pilotni studie bylo vySetfeno 21 vzorkti zemédélské piidy odebranych z riiznych lokalit
CR v roce 2019. Pti vybéru lokalit bylo zohlednéno zejména pH pudy a zrnitost ptidy. Zakladni
charakteristiku vySetfovanych vzorkt pid a pouziti organického hnojeni uvadi tabulka 12.
Vzorky byly odebrany z pozorovacich ploch Bazalniho monitoringu ptid Ustfednim kontrolnim
a zkuSebnim ustavem zeméd&lskym, zamrazeny a ve zmraZzeném stavu dopraveny
na Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, oddéleni bakteriologie k metagenomické analyze.
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Tabulka 12: Soubor vysSetiovanych piid odebranych v roce 2019 a aplikace organického hnojeni

} ) Plvodni Organické Rok posledni
Cislo vzorku VUVelL c!znaEeni Vyuziti ptdy Vyménné pH hnojeni aplikace
UKzuz hnojiva
LEV1404/19 2020BP orna plda 6,8 ano 2016
LEV1405/19 3008BP orna plda 6,9 ano 2016
LEV1406/19 30108B orna plida 4,8 ano 2017
LEV1407/19 3021B orna plida 5,7 ano 2017
LEV1408/19 30248B orna plida 5,0 ano 2015
LEV1409/19 3901KO orna plida 5,9 ano 2018
LEV1410/19 40108B orna plida 5,3 ano 2015
LEV1411/19 40148 orna plida 5,4 ano 2018
LEV1412/19 4025B travni porost 4,9 ne -
LEV1413/19 5004B orna puda 6,7 ano 2013
LEV1414/19 5005B0O orna plida 5,9 ano 2015
LEV1415/19 5012B orna puda 5,5 ano 1995
LEV1416/19 6005B travni porost 4,8 ano 2018
LEV1417/19 6007B orna puda 7,0 ne -
LEV1418/19 6025B travni porost 5,6 ano 2018
LEV1419/19 7010B travni porost 5,4 ne -
LEV1420/19 7045B0O orna plida 7,2 ano 2014
LEV1421/19 8004B orna plida 5,7 ano 2018
LEV1422/19 8011B travni porost 5,4 ano 2016
LEV1423/19 8013B orna puda 6,9 ano 2018
LEV1424/19 8906K0 orna puda 5,6 ne -

5.3.2. Metagenomicka analyza

Po rozmrazeni bylo z kazdého vzorku odebrano 25 g k metagenomické analyze. Celkova plidni
DNA byla izolovana pomoci kitu DNeasy PowerSoil (Qiagen, Némecko) dle instrukei vyrobce.
Sekvenace byla provedena pomoci platformy Oxford Nanopore Technologies (ONT)
na piistroji MinION.

Ze ziskanych dat byla poté provedena taxonomicka klasifikace pidniho mikrobiomu pomoci
Kaiju (http://kaiju.binf.ku.dk/server) s vyuzitim databaze NCBI BLAST nr + euk (dle

prednastavenych parametrti), ktera obsahuje non-redundantni proteinovou databazi bakterii,
archet, virQ, hub a mikrobialnich eukaryot.

V programu EPI2ME byly hledany geny rezistence k antimikrobikiim. Tento program vyuziva
databazi CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance Database,
https://card.mcmaster.ca/). V ramci pilotni studie byla v prvni fazi hodnocena ptitomnost
rezistentnich genti z hrubych sekvenacnich dat na zéklad¢ detekce proteinovych homolog.
Tyto proteiny rezistence k antimikrobidlnim latkdm nezahrnuji mutace jako determinanty
rezistence, tedy jsou samy o sob& zodpovédné za rezistenci.
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5.4. Vysledky a diskuze
5.4.1. Geny rezistence k antimikrobikiim

Pilotni studie u 21 vzorka pfevazné orné pidy (n = 16) a travnich porostli (n = 5) prokéazala na
zéklad¢ metagenomické analyzy hrubych sekvenacnich dat pfitomnost zejména ptirozenych
mechanismu rezistence k antimikrobikim (tabulka 13). Nejcastéji byl detekovan mechanismus
rezistence oznaceny jako Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants vedouci k rezistenci ke
skuping elfamycinovych antimikrobik, a to u 48 % vzorka (10/21). Elfamyciny jsou molekuly,
které¢ inhibuji elongaéni faktor (EF) Tu, ktery je nezbytnou soucasti bakterialni syntézy
proteinti. Tento pfirozeny mechanismus rezistence byl poprvé popsan u S. cinnamoneus
(Cappellano et al. 1997). Streptomycety jsou vlaknité, grampozitivni bakterie pfirozené se
vyskytujici v ptidé, které bézné produkuji fadu antimikrobidlnich latek (Robertsen et al. 2018).

Vétsina dalSich mechanism rezistence zahrnovala efluxni pumpy, které casto
zprostiedokovavaji rezistenci k vice nez jedné skupiné antimikrobik. V této studii se jednalo
zejména o fluorochinolony, aminoglykosidy a novobiocin. Z genti kodujicich efluxni pumpy
byl nejéastéji detekovan gen ceoB (19 %; 4/21) a gen mdtB (19 %; 4/21). CeoB je soucasti
CeoAB-OpcM efluxni pumpy v cytoplazmatické membrané. Tento mechanismus rezistence
k fluorochinolonim a aminoglykosidim byl poprvé popsan u bakteridlniho druhu
Burkoholderia cepacia, difive Pseudomonas cepacia. Burkholderie podobné jako
pseudomonady se vyznacuji pfirozenou vnitini rezistenci k riznym antimikrobidlnim latkam
(Guglierame et al. 2006). Gen mdtB koduje protein, ktery je soucasti efuxni pupmy MdtABC
(multidrug efflux pump) popsané u E. coli a je spojovan s rezistenci k novobiocinu (Nagakubo
et al. 2002). Novobiocin patfi mezi aminokumarinova antibiotika produkovana
streptomycetami bézn¢ pfitomnymi v ptidnim ekosystému.

V péti vzorcich byly sekvenaci prokazany geny rezistence k beta-laktamim a pouze ojedinéle
k tetracyklinim (tabulka 13). Ve vzorku orné pudy pod ¢islem LEV1409/19 bylo prokazano
nejvice genetickych determinant kddujicich rezistenci k antimikrobikiim, véetné genu mexQ.
MexQ je vnitini membranovy transportér, ktery je soucasti Sirokospektré efluxni pumpy
MexMN-OprM popsané u Pseudomonas aeruginosa, zodpovidajici za rezistenci k beta-
laktamim 1 karbapenemiim, tetracyklinim, makrolidim, amfenikoliim, trimethoprimu
a akriflavinu (Mima et al. 2005). Ve vzorku orné pidy LEV1417/19 byla detekovéana beta-
laktamaza JOHN-1 popsana u environmentalni bakterie Flavobacterium johnsoniae,
ktera hydrolyzuje vétSinu beta-laktamt véetné karbapenemu (Naas et al. 2003). Sekvence genii
kédujicich beta-laktaméazy LRA-3 a LRA-12, které byly detekovany u tii vzorkt, byly poprvé
popsany na zékladé¢ metagenomické analyzy plid z izolovaného uzemi AljaSky (Allen et al.
2009). Uvedena studie ukazuje, ze pida, 1 za absence selek¢niho tlaku v dasledku antropogenni
¢innosti, mize byt zdrojem determinant rezistence k beta-laktamim. Podobn¢ vysledky této
pilotni studie dokladaji, Ze vysetfované vzorky plid bézné nesou geny kddujici ptirozenou
rezistenci k antimikrobikm.
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Tabulka 13: Detekované geny rezistence

Oznaceni detekovaného mechanismu rezistence dle

Cislo vzorku VUVeL  Pocet readu databze CARD Rezistence
LEV1404/19 322000 Streptomyc_es_cir_mam_oneus EF-Tu mutants elfamycin .
vanSO - antibiotic resistance gene cluster vankomycin
LEV1405/19 847 000 ceoB - efflux pump fluoroch?nolony, aminoglyko§idy . .
mexF - efflux pump fluorochinolony, chloramfenikol, trimethoprim
mdtB - efflux pump novobiocin
LEV1406/19 40200 mdtN — efflux pump puromycin, akriflavin, tetrafenylarsonium chlorid
LEV1407/19 398 000 L.RA—3 - antibiotic inactivation enzyme b.eta—la.ktamy
rifampin phosphotransferase rifampin
LEV1408/19 210 000 ceoB - efflux pump fluorochinolony, aminoglykosidy
ceoB - efflux pump fluorochinolony, aminoglykosidy
LRA-3 - antibiotic inactivation enzyme beta-laktamy
LEV1409/19 854 000 mdtB - efflux pump novobiocin
Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamycin
mexQ — efflux pump makrolidy, amfenikoly, trimethoprim, beta-laktamy, tetracykliny, akriflavin
mdtB - efflux pump novobiocin
LEV1410/19 878 000 0gxB — efflux pump fluorochinolony, tetracykliny
Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamycin
LEV1411/19 927 000 Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamycin
LEV1412/19 35 000* ND
LEV1413/19 114 000 Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamycin
LEV1414/19 76 000* ND
LEV1415/19 510 000 Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamycin
LEV1416/19 22 000* ND
LEV1417/19 1181 000 JOHN-1 beta-lactamase beta-laktamy
LEV1418/19 25 000* ND
LEV1419/19 548 000 Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamy.cin
mexN - efflux pump amfenikoly
LEV1420/19 1044 000 Streptomycgs.cir?nam?neus EF-Tu mutants elfamycin .
vanRO - antibiotic resistance gene cluster vankomycin
LEV1421/19 803 000 Streptomyce.s .cin.nqmon'eus.EF—Tu mutants elfamycin
LRA-12 - antibiotic inactivation enzyme beta-laktamy
LEV1422/19 60 000* ND
LEV1423/19 897 000 ceoB - efflux pump quorthir\oIony, aminoglykosidy
mdtB - efflux pump novobiocin
Streptomyces cinnamoneus EF-Tu mutants elfamycin
LEV1424/19 465 000 vanSO - antibiotic resistance gene cluster vankomycin
rifampin phosphotransferase rifampin

ND — nedetekovdno, *maly pocet sekvenacnich readit — pod 100 000
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Naproti tomu ve vySetifovanych vzorcich pid nebyly analyzou hrubych sekvenacnich dat
prokazany geny kodujici ziskanou rezistenci Kk antimikrobikiim, které jsou Sifeny
prostiednictvim mobilnich genetickych elementl, a to ani ve vzorcich z lokalit, na kterych
probéhla aplikace statkovych hnojiv na podzim 2018. Geny rezistence kodujici ESBL (blarewm,
blashv, blacTx-m a blaoxa), karbapenemy vyskytujici se primarné u Enterobacteriaceae skupin
IMP-1, VIM-1, NDM-1, nebo horizontalné¢ Sifené geny rezistence ke kolistinu (mcr-1 az mcr-
9) nebyly v ramci pilotni studie detekovany. Pouze u jednoho vzorku orné pudy (LEV1410/19)
byl detekovan gen o0QgxB, ktery koduje jednu zkomponent OQgxAB efluxni pumpy
u Enterobacteriaceae. Zatimco u klebsiel se typicky nachazi na chromozomu, u E. coli je
vazana na plasmidech, které umoznuji horizontdlni Sifeni této genetické determinanty kodujici
rezistenci k ciprofloxacinu (Kim et al. 2009).

S vyjimkou ¢étyt vzorkl pud (dvou ornych pud a dvou travnich porostt) byly vSechny pudy
v pribéhu let vystaveny aplikaci organického hnojeni (hntij, mocivka, kejda). Rok odbéru
vySetfovanych vzorkl (2019) se vSak nekryje s rokem posledni aplikace organickych hnojiv
na odebiranych plochach pud (tabulka 12). Dosazené vysledky neumoznily potvrdit souvislost
mezi aplikaci organickych hnojiv a vyskytem genetickych determinant horizontalné Sifené
rezistence. U péti vzorkll nebyly genetické determinanty rezistence Kk antimikrobikim
detekovany (tabulka 13). Jednalo se pievazné o vzorky travnich porostd (4 vzorky z5
vySetfovanych), u kterych byl sekvenaci ziskdn pro vyhodnoceni nizky pocet readi (pod
100 000), pfi¢emz se jedna o hnojené i nehnojené lokality. Nizsi pocet readi u n€kterych vzorka
muze byt disledkem pouzitého metodického piistupu.

5.4.2. Slozeni piidniho mikrobiomu

Z celkové DNA vzorkti ornych pid a travnich porosti nebylo na zakladé pouzitych
analytickych nastroji klasifikovdno v priméru 36 % (28-57 %) ziskanych sekvenci. Pouze
u jednoho vzorku orné pidy bylo neklasifikovano az 95 % sekvenci. Bakterie tvofily primérné
62 % mikrobiomu. Eukaryota (0,8 %), archea (0,7 %) a viry (0,04 %) tvotily minimalni podil
(obrazek 18).

Mezi dominantni bakterie patfila skupina bakterii Fibrobacteres, Chlorobi, Bacteroidetes
(FCB skupina), Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae (PVC skupina),
Acidobacteria, Proteobacteria a Terrabacteria (obrazek 19). Nejcastéji byla detekovana FCB
skupina baterii, ktera tvotila v priméru 33 % (7-47 %) bakterii ve vysetfovanych vzorcich. Na
druhém misté byly Acidobacteria (pramér 21 %, rozmezi 9-35 %) a Proteobacteria (pramér
21 %, rozmezi 10-30 %). Nasledovaly Terrabacteria (v praméru 12 % bakterii) a skupina
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae (v priméru 8 % bakterii). Vyskyt acidobacterii
ve vySetifovanych vzorcich ve vétsingé ptipadi odpovidal acidité pad. Vzorky pid (n = 4)
S nejniz§imi hodnotami pH (4,75-5,03) mély také nejvyssi zastoupeni acidobakterii (27—
35 %).

Nepfitomnost horizontalné Sitenych genti kodujicich ESBL, karbapenemy, nebo rezistenci ke
kolistinu pravdépodobné koreluje s velice nizkou detekci sekvenacnich usekti odpovidajicich
bakteriim Celedi Enterobacteriaceae. Enterobakterie byly prokazany pouze na urovni 0,1—
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0,3% vSech bakterii v danych vzorcich a od 2 do 4 % vSech zastupct tridy
Gammaproteobacteria (tabulka 14).

Obrazek 18: Podil neklasifikovanych, bunecnych organismit a virii ve vySetrovanych vzorcich
pud
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Obrazek 19: Zastoupeni nejcastéjsich skupin bakterii v mikrobiomu vysSetrovanych vzorkii piid
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Tabulka 14:  Procentudlni zastoupeni  Enterobacteriaceae ze  vSech  bakterii,
Gammaproteobacteria a Enterobacterales urcenych ve vysetrovanych vzorcich piid

&islo vzorku VUVel ZastouPeni Enterobacteriaceae (%) z: :
Bacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales

LEV1404/19 0,1 3 46
LEV1405/19 0,1 3 42
LEV1406/19 0,1 4 54
LEV1407/19 0,1 3 42
LEV1408/19 0,1 3 38
LEV1409/19 0,1 3 41
LEV1410/19 0,1 3 44
LEV1411/19 0,1 3 46
LEV1412/19 0,3 6 57
LEV1413/19 0,1 2 41
LEV1414/19 0,1 3 59
LEV1415/19 0,1 3 36
LEV1416/19 0,1 3 49
LEV1417/19 0,1 3 43
LEV1418/19 0,2 4 51
LEV1419/19 0,1 3 46
LEV1420/19 0,1 3 42
LEV1421/19 0,1 3 40
LEV1422/19 0,1 2 48
LEV1423/19 0,1 3 47
LEV1424/19 0,1 2 41

5.5. Zavéry pilotni studie

Predkladand pilotni metagenomicka studie ptfinaSi nekultivacni pohled na pfitomnost
genetickych determinant rezistence k antimikrobikiim a zastoupeni skupin mikroorganismi
v zemédélskych padach odebranych v CR. Vysledky prokazaly vyskyt genetickych
determinant kodujicich zejména ptirozené mechanismy rezistence k antimikrobikiim. Analyzou
hrubych sekvenacnich dat nebyly detekovany geny kodujici ziskanou rezistenci, které jsou
Sifeny prostfednictvim mobilnich genetickych elementl. Tato skute¢nost muize souviset
i s velice nizkym zastoupenim bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae ve vysetiovanych vzorcich.
Dosazené vysledky mohou byt ovlivnény typem vzorkovani, uchovanim vzorkt pred vlastni
laboratorni analyzou, nizkym mnozstvim vzorkd pid a pouzitou metodou zpracovani dat.

vV v

Vyskyt mobilnich genetickych elementi je nejkriti¢téjSim faktorem pro Sifeni rezistence
U bakterii, a proto v dalSich etapach doporuCujeme zaméfit se na sledovani horizontalné
Sifenych gent rezistence k antimikrobiktim zejména u Enterobacteriaceae.

Pro detailné;jsi pochopeni studované problematiky by mélo byt provedeno:
1) odbér vzorkl ptd v riiznych ¢asovych intervalech po aplikaci organickych hnojiv;
i) ovefeni vlivu mrazeni odebranych vzorkl piid pfed jejich analyzou na kvalitu
ziskanych dat;
iii) asemblovani hrubych sekvena¢nich dat metagenomu a jejich analyza dal$imi
vhodnymi softwary;
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iv) modelovy pokus sledovani variability genl rezistence v zdvislosti na zplisobu
hospodatieni s pidou (véetné anamnestickych dat o pouziti antimikrobik na farmach
odkud pochazi organické hnojivo);

V) porovnani dat metagenomické analyzy s vysledky kvantitativni a kvalitativni
kultivace a detekce specifickych genti rezistence u Enterobacteriaceae.
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6. ZAVERY

Na zékladé udaji o spotiebach veterinarnich 1é¢iv v CR a udajii o jejich mozné perzistenci
navrhujeme do dal$iho sledovani zahrnout tyto skupiny latek (v¢. latek samotnych, preferované
analyty zvyraznény): tetracykliny (chlortetracyklin, doxycyklin, oxytetracyklin), sulfonamidy
(sulfadimidin, sulfamethoxazol, sulfadiazin), polypeptidy (kolistin), fluorochinolony
(enrofloxacin a jeho metabolit ciprofloxacin) a zastupce makrolidd (tylosin). Ke zvazeni
zustava, zda sledovat beta-laktamy, konkrétné¢ amoxicilin — latku vykazujici ve veterinarni
oblasti vysokou spotiebu, ale v pidnim prostiedi nestabilni.

Analytické stanoveni uvedenych skupin a latek v pudé, pfipadné ve statkovych hnojivech,
by pii soucasném stavu védéni a pokroku mélo byt proveditelné. U vlastnich analyz bude vzdy
potieba zvazit, jestli analyzy délat jako multikomponentni, kde je poté veétsi variabilita
ve vytéznostech extrakce a limitech metody Vv zévislosti na rozdilech ve fyzikalné-chemickych
vlastnostech analytli, nebo bude vhodnéjsi se vénovat analytiim po mensich skupinach. To zvysi
naklady na analyzu. VSe se ziejm¢ bude odvijet od pottebnych LOD nebo LOQ pro dané
analyty. Pro vlastni analyzu je vhodné vyuziti tandemové hmotnostni spektrometrie LC/MS/MS
a LC/HRMS.

V ramci metagenomické studie budou ziskany informace o celkovém vyskytu genti rezistence
k antimikrobikiim ve vzorcich ptad. Na zéklad¢ ziskanych dat bude dale uptesnéno spektrum
sledovanych typl rezistence zejména se zaméfenim na horizontdlné pfenosnou rezistenci
u Enterobacteriaceae. Tyto analyzy budou provadény kultiva¢nimi metodami v kombinaci
s molekularné biologickymi.

V roce 2019 byly v ramci pravidelného vzorkovani v siti Bazalniho monitoringu ptid odebrany
pudni vzorky k metagenomické analyze a uréeni zastoupeni ptidniho mikrobiomu. Na zakladé
provedené studie doporucujeme provést:

i) odbér vzorkl ptd v riiznych ¢asovych intervalech po aplikaci organickych hnojiv;

i) ovéteni vlivu mrazeni odebranych vzorkd pud pted jejich analyzou na kvalitu
ziskanych dat;

iii)  asemblovani hrubych sekvenaénich dat metagenomu a jejich analyza dal$imi
vhodnymi softwary;

iv) modelovy pokus sledovani variability gentl rezistence v zavislosti na zptisobu
hospodateni s piidou (v€etné anamnestickych dat o pouziti antimikrobik na farméach
odkud pochazi organické hnojivo);

V) porovndni dat metagenomické analyzy s vysledky kvantitativni a kvalitativni
kultivace a detekce specifickych gent rezistence u Enterobacteriaceae.

Vzhledem k tomu, Ze na plochach Bazalniho monitoringu ptid hospodaii komeréni zemédélské
subjekty, coz znamena, Ze zptisob hnojeni (napf. statkovymi hnojivy) odrazi soucasné tendence
zemédelské vyroby, miiZe tento systém poskytovat informace o obecném rozsahu vyskytu genii
AMR. K podrobnéjsimu sledovani, resp. vyzkumu vyskytu gent AMR v zavislosti na aplikaci
statkovych hnojiv bude vhodngjsi vyuzit presné polni zkousky provozované UKZUZ, &i pilotni
studie na vybranych farmach.
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Finané¢ni rozklad k FU & 10 AMR v pidé a piipadné dalSich &astech Zivotniho prostiedi

Komplexni zpracovani poznatki o vyskytu a rezistenci bakterii k

antimikrobidlnim latkam v ptidach, navrh metodiky zpracovani vzorkt

pro pilotni metagenomickou studii zamétenou na slozeni ptidniho

mikrobiomu a vyskyr genit AMR (VUVeL). 49 000 K¢

Resersni prace shrnujici vhodné analytické postupy stanoveni
veterinarnich 1é€iv v pudnich vzorcich (FCH VUT) 30 000 K¢

Zpracovani podkladl z dostupné odborné literatury ohledné spotieb
veterinarnich 1é¢iv; konzulta¢ni ¢innosti s Kolegy v zahranici

(USKVBL) 30 000 K&
Spotiebni material 34 000 K¢
Naklady na odbér piidnich vzork 11 000 K¢
Chemikalie a laboratorni pomiicky 96 000 K¢
Celkem 250 000 K¢

Relevantni dafiové doklady jsou k dispozici v uéetnictvi UKZUZ.
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1.

HYPOTEZY A’K(V?NiHO PLANU NARODNIHO
ANTIBIOTICKEHO PROGRAMU

Tym autorti si dovolil konkrétné definovat hypotézy AP NAP, které by bylo vhodné v pribéhu
trvani Ak¢niho planu bud’ potvrdit nebo vyvratit.

Udaje o prodeji/spotiebé antimikrobik v chovech hospodaiskych zvifat 1ze vyuzit k analyze
rizika za ucelem predikce zatéze pudy z divodu vyskytu rezidui antimikrobialnich latek
pouzitych v chovech hospodarskych zvitat

Na zéklad€ spektra nejvice zatézujicich a perzistujicich latek antimikrobni povahy
pochézejicich z VLP by mélo byt mozno analyzovat, kterym profilim rezistence bakterii
v pidé by bylo vhodné se vénovat prioritné.

Do budoucna (od roku 2024) by méla data o pouzivani antimikrobik z urovné hospodaistvi
umoznit 1épe cilené analyzy rizik.

Dostupné extrakéni a chromatografické metody umoziiuji spolehlivou detekci rezidui
antimikrobik a degradovanych produktt v pudé.

Vyskyt bakterii rezistentnich k antimikrobikim a obsah antimikrobiélnich latek je ovlivnén
fyzikalné-chemickymi pfip. jinymi vlastnostmi pud.

Variabilitu vyskytu rezistentnich bakterii a genl rezistence ovliviiuji vlastnosti pudy
a zpusob hospodareni s padou.
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8. CILE A FINANCNI ROZVAHA AP NAP

Akeéni plan Néarodniho antibiotického programu definuje cile tkolu I.1.5 Antimikrobiélni
rezistence v padeé a piipadné dalSich ¢astech Zivotniho prostiedi takto:

Analyzou problematiky v podminkach CR zformulovat opatieni pro sledovani AMR v pidé
a pripadné v dalSich ¢astech zivotniho prosttedi (formou schvaleného analytického dokumentu
k feSeni problematiky AMR v pidg, rostlinach, a ptipadné dalsich ¢astech zivotniho prostiedi).
V souladu se schvalenym analytickym dokumentem zakomponovani problematiky
sledovani AMR do programu monitoringu pid v CR, & obdobné opatieni.

AP NAP definuje také terminy plnéni tkolu, a to takto:
— 2019-2020: piipravna faze (analyza, pilotni programy, zavéry, piip. metodické postupy)

— 2020 +: realizace programu dle analyzy a vysledkt z ptipravného obdobi

Na zékladé pozadavkid ukolu 1.1.5 byly rozpracovany dil¢i cile (tabulka), vcetné
ptedpokladanych finanénich ndkladl a navrhu podilejicich se organizaci.

Tabulka 15: Dilci cile vedouci k naplnéni ukolu 1.1.5, véetné odhadu financnich ndkladu
na jejich splnéni a podilejicich se organizaci.

Cile Odhad finanénich N:::II:I?:::?se
nakladdi (v tis. k&) | PO e
organizace
. o o o o VUVel
definovat reprezentativni/proporcionalni soubor vzorkd pad 100 UKZSZ
sledovat rezidua antimikrobik (pfip. jejich degradacénich produkt() 300 USKVBL
v ptdé FCH VUT
sledovat”zastf)upenllpudn|hq m.lkrob.loomu, genU rezistence (ARGs) 600 VOVel
a bakterii rezistentnich k antimikrobikm
analyzovat a interpretovat ziskand data v zavislosti na vyuzivani .o
S s . , o . . S UKzUZz
antimikrobidlnich latek, vyskytu gen( rezistence k antimikrobialnim .
.y g . o |4 200 VUVel
latkam a slozeni mikrobidlni komunity v pldach (s ohledem na typ a .
© XTI X . o v o USKVBL
rozsah zemédélské ¢innosti, zplsoby hospodareni s plidou)
vy:/,mout vhodnolu meto<.:1.u k detekci rezidui antimikrobik v padé 200 FCH VUT
(pFip. ve statkovych hnojivech)
nzla zakladé modelc;lve studie .lzla vyﬂbrvane farmé definovat rizika 200 USKVBL
vyskytu rezistentnich bakterii v ptidé
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