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ABSTRAKT

Antibiotika jsou vyznamnym pomocnikem pfi 1écb¢ bakterialnich infekci lidi 1 zvifat. I pii
jejich raciondlnim vyuzivani, md vSak aplikace antibiotik negativni aspekty, napft. jejich
kontinudlni uvoliiovani do zivotniho prostfedi, coz ma neptiznivy dopad na zivé organismy.
V poslednich letech je vénovana zna¢nd pozornost vyskytu rezidui antibiotik a bakterii
rezistentnich k antibiotikiim v odpadnich vodach a ¢istirenskych kalech. Malo prostudovanou
oblasti je vSak kontaminace pid rezidui antibiotik. Kolistin je v huméanni mediciné
lékem posledni volby pro 1écbu infekei zpisobenych multirezistentnimi bakteriemi zejména
z Celedi Enterobacteriaceae. Ve veterinarni medicin€ je v chovech hospodafskych zvirat
vyuzivan zejména k1é¢bé ametafylaxi gastrointestindlnich infekci zplsobenych
bakteriemi E. coli citlivymi ke kolistinu u selat. VétSina 1é€iva kolistinu je vSak vyloucena
a prostfednictvim faeces se dostava do kejdy, kterd je nasledné aplikovana na zemédélské
pozemky a dostava se tak do pliidy. Zatimco do nedavna byla rezistence ke kolistinu u bakterii
Celedi Enterobacteriaceae povazovana pouze za chromosomalné vazanou, nedavno byly
popsany geny, které se mezi bakteriemi §ifi horizontalni cestou, pfedevsim plasmidy.

Cilem funk¢niho ukolu pro rok 2020 bylo ziskani novych poznatkl o pfetrvavani bakterii
E. coli s plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu a rezidui kolistinu v zeméd¢lské piadé. Byl
proveden modelovy pokus §ifeni E. coli s plasmidové vazanym genem mcr-1 z prostiedi chovu
prasat do pidy. Byl navrzen a aplikovan wunikatni pfistup kombinujici kultivaci
a metagenomiku pro detekci bakterii rezistentnich ke kolistinu/genti mcr ve vzorcich praseci
kejdy a piidy. V ramci metagenomické analyzy byl stanoven detekéni limit metody pro prikaz
genu mcr-1. Byly rozsifeny znalosti o pfezivani enterobakterii rezistentnich ke kolistinu
v kejdé. Vysledky stanoveni rezidui kolistinu v zemédélské pudé prokazaly vysokou sorbéni
schopnost kolistinu v ptidé komplikujici jeho detekei v této matrici. Tato skutecnost je jednou
z pti¢in nezavedeni metodiky ke stanoveni rezidui kolistinu v pude¢ tak, jak bylo predpokladano.
Na zakladé¢ provedenych analyz je mozné definovat rizika Sifeni bakterii rezistentnich

k antimikrobiktim pfi vyuzivani statkovych hnojiv k fertilizaci zemédélskych pud.
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1. UVOD

Ptredkladand zprava je druhym dokumentem zpracovanym v ramci plnéni parcidlniho cile 1.1.5
stanoveného v rdmci realiza¢ni naplné Akéniho planu Narodniho antibiotického programu (AP
NAP) schvéaleného na obdobi 2019-2022. Naplni uvedené¢ho cile AP NAP je zformulovat
ramec pro sledovani bakteridlnich kmeni rezistentnich k antimikrobikim v ptdé a rezidui
1é¢ivych latek pouzivanych v chovech hospodaiskych zvitat s riziky pro zivotni prostiedi
a navrzeni vhodného zptisobu monitoringu rezistence v ptidach v CR. Tato aktivita navazuje na
ptedchozi zpravu z roku 2019, kde byly na zéklad¢ udaji o spotiebach veterinarnich 1éciv
obsahujicich antimikrobika v CR a na zakladg jejich rizik pro Zivotni prostfedi (zejména ptidu)
navrzeny vybrané skupiny latek k dalSimu sledovani, popsany zakladni analytické metody ke
stanoveni obsahtl latek v pid¢ a ptipadné dalSich matricich, a v neposledni fad¢ byly navrzeny
sméry studia vyskytu geni rezistence k antimikrobikiim v ptidé. V ramci pilotni studie byly
nastinény ukony na nasledujici rok, znichz nékteré byly v ramci dostupnych financ¢nich
prostiedkii opravdu realné uskutecnény.

Ziskané vysledky shrnuje zprava z letoSniho roku, ktera se sklada z terénnich praci (ziskani
vzorki kejdy z chovu prasat po terapeutickém podani kolistinu a aplikace téchto vzorkl na
pokusnou plochu) a z laboratornich experimentalnich praci zamétenych na ziskani poznatkt
o perzistenci bakterii E.coli s plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu v piid¢ a na zavedeni

metody stanoveni kolistinu v padé.

Antibiotika jsou Siroce vyuzivdna k 1é€bé bakteridlnich infekei lidi 1 zvifat. V nékterych
pripadech se ve veterinadrni medicing€ pouzivaji u hospodaiskych zvitat k prevenci vzniku nebo
rozsifeni infekce v chovech. V globalnim rdmci jsou antimikrobika (v€etné antibiotik) stale
jesté v nekterych zemich svéta vyuzivana 1 jako stimuldtory rlstu a produkce (AGP)
u hospodaiskych zvirat, i kdyz toto pouzivani se postupné omezuje (OIE, 2019). V Evropské
unii a tim rovnéz v CR jsou AGP od po¢atku roku 2006 zakazany (Natizeni 1831/2003/EC).
Navzdory benefitu racionalniho pouzivani, ma aplikace antibiotik i negativni aspekty, a to jejich
kontinudlni uvoliiovani do Zivotniho prostiedi, které ma neptiznivy dopad na Zivé organismy.
V¢étSina antibiotik neni zcela metabolizovana v télech lidi a zvitat, velka ¢ast podanych 1ékt se
tak dostavd do vody a pudy prostiednictvim komunalnich odpadnich vod, hnoje od
hospodarskych zvitat a kalti z Cistiren odpadnich vod. Kontaminovana voda se ¢asto pouziva
k zavlazovani vegetace a hnllj k obnové zivin v zemédé€lskych plidach. Velké mnozstvi

antibiotik je z té€la vylu¢ovano moci nebo faeces, nékterd z nich jsou degradovana procesem
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CisSténi odpadnich vod, n€kterd vSak mohou pfetrvavat a kontaminovat Zivotni prostfedi.
Koncentrace rezidui antibiotik v hnoji, kalech z Cistiren odpadnich vod, upravenych kalech
z Cistiren odpadnich vod a padé vykazuje velké rozdily a zavisi na druhu léCiva, jeho
metabolismu a délce 1écby. Upravené kaly jsou vedlejSim produktem procesu ¢isténi odpadnich
vod, které prosly dal$im zpracovanim snizujicim vyskyt bakteridlnich patogent. Ve srovnani
s hnojem obsahuji mnohem mensi mnozstvi antibiotik, aplikuji se na zeméd¢€lskou pidu jako

hnojivo ke zlepseni produktivity ptid a po ptfepracovani také k hnojeni zahrad a parkd.

Pritomnost antibiotik v ptidé je zatim malo prostudovanou oblasti, koncentrace antibiotik
v pudnich matricich se pohybuji od n€kolika nanogramti do miligramt na kg ptidy v zavislosti
na druhu antibiotika. Nejvyssi koncentrace rezidui se obvykle nachédzeji v pidach osSetfenych
hnojem (Rasschaert et. al. 2020). Chovani kolistinu v Zivotnim prostfedi predurcuji jeho
fyzikéalné-chemické vlastnosti (Tab. 1). Je vysoce rozpustny ve vod¢ (v organickych
rozpoustédlech je nerozpustny) a ma vysokou hodnotu pKa. V neutrdlnim i kyselém prostiedi

jsou jeho aminoskupiny nabité kladn€. Hodnota log P pfedpovida jeho hydrofilni charakter.

Tabulka 1. Vybrané viastnosti kolistinu (DrugBank, Pubchem)

Molekulova hmotnost 1155,43 g/mol (E2)
1169,46 g/mol (E1)

Rozpustnost 564 g/l

logP -3.3

pKa pii 25 °C 12,1

Index lomu 1,575

Bod varu 1537 °C

Analyza kolistinu byla do neddvna doménou predevsim v oblasti analyzy biologickych matric.
K jeho stanoveni je mozné vyuzit celou fadu metod. Dnes jiz ptevazuje pouziti kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS, LC/MS/MS) (Dagla et. al. 2019). Nejcastéji jsou
publikovana data pro analyzu kolistinu v krevni plazmé, ale tfeba i v ZivociSnych tkanich nebo
mléce (Robert et. al. 2016; Wan et. al. 2006). V poslednich letech se v ramci kontroly vstupu
rezidui 1éCiv do zivotniho prostiedi rozsifil pocet publikaci zabyvajicich se sledovanim vyskytu
antimikrobik, mezi nimi i kolistinu, ve statkovych organickych hnojivech (praseci kejda)

a krmivu (Ghirardini et. al. 2020; Song et. al. 2019; Wan et. al. 2006; Xia et. al. 2019). Ve vSech
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pfipadech se vyuzivd jako analytick¢é koncovky kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Pfed vlastnim stanovenim je nutné kolistin izolovat z matrice.
K tomu se vesmes vyuziva extrakce na tuhou fazi (SPE — solid phase extraction). Z literatury
jsou dostupné rtizné postupy a metody. NejCastéji se pouzivaji k separaci a zakoncentrovani
kolistinu SPE kolonky s HLB fazi (hydrofilni-lypofilni rovnovaha), kterd je velmi efektivni
i pro izolaci polarnich latek (Riemenschneider et. al, 2014). Dale je mozné pouziti SPE kolonek

StrataX (Wan et. al. 2006) nebo s kationaktivni stacionarni fazi (Rasschaert et. al. 2020).

Zvysené koncentrace antibiotik v pudé vedou k selekci bakterii rezistentnich k témto
antibiotikiim, coz vede ke zménam citlivosti celych mikrobialnich populaci. I velmi nizké
koncentrace antibiotik v pud¢ mohou vést ke genetickym zménadm v bakterialnich genomech,
k pfenosu genu rezistence (Antibiotic Resistance Genes — ARG) a souvisejicich mobilnich
genetickych elementii (Mobile Genetic Elements — MGE), napf. plasmidi, transpozont
a genomovych ostrovi. Koselekce a exprese gentl rezistence nesena na MGE mtize podporovat
Siteni ARG, a to i mezi vzdalené pfibuznymi bakterialnimi druhy (Wellington et al., 2013).
Autochtonni bakterie v pidé pak mohou také piedstavovat rezervoar genl rezistence
v prostiedi.

Vyskyt a Sifeni multirezistentnich bakterii pfedstavuji celosvétové vyznamny problém pro
vetejné zdravi. Objevuje se selhdvani ucinku nékterych antibiotik napt. fluorochinolont,
aminoglykosidii a Sirokospektrych beta-laktamii (ESBL) a vyvoj novych antibiotik, které by
mohly tyto ,,superbakterie® porazit, neni pro velké farmaceutické firmy dostate¢né ekonomicky
atraktivni. Tato situace vedla k prehodnoceni vyuzivani starych antibiotik, jako jsou
polymyxiny, které byly diive povazovany za toxické pro béznou klinickou praxi. Do
terapeutické praxe humanni mediciny v oblasti intenzivni mediciny se tak v poloviné 90. let
znovu navraci kolistin jako 1€k posledni volby k 1é€b¢ infekei vyvolanych multirezistentnimi
gramnegativnimi bakteriemi (El-Sayed Ahmed et al. 2020). V rdmci 1éCivych ptipravkd, at’ jiz
humannich ¢i veterinarnich jsou v souc¢asné dobé dostupna dvé antibiotika polymyxinové fady
polymyxin B a kolistin (polymyxin E). Kolistin je pak dostupny ve dvou formach jako kolistin
sulfat a kolistin methat. V huméanni medicing je podavan kolistin pfedevsim v 1¢kové formée
injekéni a v poslednich letech také inhalaéni pro pacienty s cystickou fibrézou (AISLP, 2020).
Ve veterinarni mediciné se kolistin pouziva k 1é€b¢ infekei zvifat, zejména potravinovych
(prasat, skotu a dribeze), ale také zajmovych zvirat (Kempf et al. 2016). Ve veterinarni
mediciné pfevazuje podani perordlni formou, z pohledu celkovych spotieb v rdmci zemi EEA

jsou pak v zanedbatelnych kvantitich zastoupeny veterinarni 1é¢ivé ptipravky v jinych
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I¢kovych forméch urcenych k parenterdlnimu, topickému ¢i intramamarnimu podani. Praveé
pouzivani u hospodaiskych zvitat bylo podrobeno dikladnému pfezkoumani, a to predevsim
z diivodu objevu plasmidové prenosné rezistence, ktery upozornil na moznost epidemiologicky
zévazného §ifeni rezistence na toto antibiotikum s kritickym vyznamem pro humanni medicinu.
Kromé izolace bakterii rezistentnich na kolistin ze zvifat a lidi, tak postupné ptichazeji prace
dokladajici rezistentni izolaty z hnoje, kejdy a odpadnich vod, byly zaznamenany také nalezy
od divokych zvitat, v€etné st¢hovavych ptaki a ze zeleniny (Holzel et al. 2010; Schwarz and
Johnson, 2016, Gao et al. 2019, Guenther et al. 2017). Kromé¢ rezistence je predmétem zajmu
také pfima toxicita kolistinu pro vybrané slozky zZivotniho prostiedi (Bressan et al. 2013; Guo
et al. 2014). Existuje studie prokazujici pfitomnost kolistinu v terapeutickych koncentracich,
zejména v odpadnich vodach a v kejd¢ prasat a toxicitu pro bakterie oxidujici amoniak (Bressan
et al. 2013). Tyto bakterie oxidujici amoniak se podileji na biodegradaci xenobiotickych
slou€enin a na pfeméné amoniaku na dusitany v Cistirnach odpadnich vod (Bressan et al. 2013).
Ekotoxicita kolistinu byla navic prokazana i u zastupce krouzkovcti — zizaly hnojni Eisenia
fetida; kde bylo prokdzano, ze kolistin zptsobil vyznamné poskozeni intestindlniho epitelu
tohoto zivocicha a zptsobil indukci genové exprese souvisejici se stresem (Guo et al. 2014).

O vyznamu hodnotit tuto latku z pohledu rizik pro Zivotni prostiedi svédci také skutecnost, Ze
v ramci pfipravované¢ho dokumentu ,,EFSA opinion on the role played by the environment in
the emergence and spread of antimicrobial resistance (AMR) through the food chain® je
vymezena pasaz, kterd se bude vénovat determinantam rezistence s nejvyssi prioritou pro zdravi
lidi (kam patii pravé mcr geny) a hlavnim rizikovym faktorim v rdmci Zivotniho prostiedi,

které ovliviiuji jejich vyskyt a $ifeni (R. Carapeto, ustni sdélent).

Geny kodujici plasmidové vazanou rezistenci ke Kkolistinu

Dlouhou dobu byla rezistence ke kolistinu povazovana pouze za chromosomalné vdzanou, ale
od roku 2015 bylo popsano deset riznych variant genti mcr (mcr-1 az mcr-10), které jsou mezi
bakteriemi Sifeny horizontalni cestou prenosu, predevsim plasmidy. Poprvé byla plasmidove
vazana rezistence ke kolistinu kodovana genem mcr-1 popsana v Ciné u Enterobacteriaceae
z riznych zdroji (Liu et al. 2016). Gen mcr-1 patii v soucasnosti mezi nejcastéji celosveétove
roz§ifeny gen plasmidové vazané rezistence ke kolistinu u gramnegativnich bakterii
izolovanych z potravinovych, ale i ostatnich zvitat, potravin (zivocisného, ale i rostlinného
puvodu), ptirodniho prostiedi a od lidi (Skov and Monnet, 2016; Al-Tawfiq et al. 2017). Jiz
o rok pozd¢ji byl popsan u E. coli izolovanych z prasat a skotu v Belgii gen mcr-2 (Xavier et

al. 2016). V roce 2017 nasledoval objev dalsich étyi genti: i) mer-3 u E. coli z prasat v Ciné
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(Yin et al. 2017); ii) mcr-4 u Salmonella a E. coli izolovanych z prasat v Italii, Spanélsku
a Belgii (Carattoli et al. 2017); iii) mcr-5 u Salmonella Paratyphi B z dribeze v Némecku
(Borowiak et al. 2017); a iv) mcr-6 (ptivodné varianta mcr-2.2) u Moraxella pluranimalium
z porazenych prasat ve Velké Britanii (AbuOun et al. 2017). V roce 2018 byly objeveny geny
mcr-7 u Klebsiella pneumoniae z kuiat a mer-8 u K. pneumoniae z prasat, kutat a od lidi v Cing
(Yang et al. 2018; Wang et al. 2018c). Poslednimi dvéma popsanymi geny kodujicimi
plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu jsou mcr-9 detekovany u Salmonella Typhimurium
izolované v roce 2010 od humanniho pacienta v USA (Caroll et al. 2019) a mcr-10 detekovany

u humanniho izolatu Enterobacter roggenkampii v Ciné (Wang et al. 2020).

RozSifeni plasmidové vazané rezistence ke kolistinu v prostredi

Bakterie rezistentni ke kolistinu s geny mcr mohou byt Sifeny do rGznych typl ptirodnich
ekosystému zahrnujicich vodni prostfedi, pudu, vegetaci, divoka zvitata (Anyanwu et al. 2020).
Prestoze vyskyt genti rezistence k antibiotikiim v piidach je podporovan zejména antropogenni
¢innosti a predstavuje potencialni nebezpeci jejich dalsiho Sifeni, studie zabyvajici se touto
problematikou jsou vzacné. V soucasnosti né€kolik studii popisuje vyskyt genit mcr
a enterobakterii nesoucich tyto geny v statkovych hnojivech zvifat a v zeméd¢lské ptidé v Asii
(Zheng et al. 2017; Gao et al. 2019), Jizni Americe (Oliveira et al. 2019), Africe (Touati et al.
2020) a Evrop¢ (Guenther et al. 2017).

Vyuzivani kolistinu v zemédélské praxi

Vyuzivéani antibiotik v zem&délské produkci zahrnujici i terapii infek¢énich onemocnéni zvifat
vyvolanych bakteridlnimi plivodci je povazovano za jedno z nejvyznamnéjsSich rizik rozvoje
a Sifeni rezistence k antimikrobialnim latkam. Studie zamétfena na posouzeni vyskytu kolistinu
arozsifeni genu mcr-1 u prasat po odstavu pred a po zdkazu podévani kolistinu jako stimuldtoru
ristu v Cing (duben 2017) prokazala, Ze pfitomnost kolistinu zptsobuje selekéni tlak pro
akumulaci genu mcr-1 v praseci kejdé (Xia et al. 2019).

V nékterych statech svéta byla stimulace ristu a produkce (Antimicrobial Growth Promotion;
AGP) prostiednictvim ptipravkil obsahujicich kolistin do neddavna povolena (OIE, 2019), ve
vybranych statech prozatim toto pouziti stale zistava. I pres skutecnost, ze je velky tlak na
snizeni pouzivani kolistinu, jak terapeuticky, tak zejména jako stimulatoru rtstu a produkce,
jsou stale na svéte zemé, které toto antibiotikum posledni volby pouzivaji jako AGP. Data ze
zprav OIE dokladaji miru pouZivani, kdy napt. v roce 2017 jesté 45 zemi indikovalo pouZivani

AGP, z toho 12 pouzivalo kolistin; v roce 2018 z celkem 28 stath uvadéjicich pouziti
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antimikrobik jako stimuldtori ristu uvedlo 12 statl, ze pouziva kolistin jako AGP. Na druhou
stranu je pot&Sujicim faktem, ze Cina, jako zemé s nejvyssimi dokumentovanymi spotiebami
antimikrobik na svété, zakazala od roku 2017 pouzivani kolistinu jako stimulédtoru rastu (Hu
and Cowling, 2020).V ramci Evropy, ve veterinarni oblasti byl kolistin ve statech EU a EEA
vyuzivan ve formé veterinarnich lécivych piipravki (VLP) s riiznymi indikacemi (lécba,
metafylaxe, profylaxe, snizeni mortality, zlepSeni vyuzitelnosti krmiva nebo stimulace rustu),
coz je patrné z informaci uvedenych v rdmci fizeni prezkumu (EK, 2015). Tento stav byl
povolen de facto do vydani rozhodnuti Evropskou komisi, a to na zaklad¢ tizeni piezkumu pro
peroralné podavané kolistiny EMEA — V/A/106, v némz byla odivodnéna a navrzena ke
schvaleni pouze 1écba a metafylaxe, a to po ¢asové omezenou dobu maximalné 7 dnti. Od roku
2006 neni v EU povoleno podavat antimikrobika jako stimulatory rastu a produkce, nicméné
jelikoz fizeni ptfezkumu pozadovalo jesté v roce 2015 vymaz indikaci ,,production enhancement
(e.g. increase of feed efficiency or growth promotion)* ze souhrnu informaci o ptipravku (SPC),
jevi se, Ze nékteré staty tuto indikaci mély pted fizenim, jehoz zavéry vstoupily v platnost v roce
2015, zachovanu (EK, 2015).

Jednou z nezadoucich praxi bylo v minulosti rovnéz aplikovani piipravki s kolistinem na
podestylku, coZ se délo 1 v rdmci EU a mohlo mit dopad na Sifeni rezistence prostfednictvim
importl zvifat ze zemi, kde k témto praktikdim dochézelo.

Ve veterinarni medicing se v ramci EU kolistin v soucasnosti pouziva hlavné k 1é¢bé, ale také
metafylaxi gastrointestindlnich infekci vyvolanych E. coli a Salmonella spp. u prasat, telat,
jehnat, ktizlat, kralik a dribeze. Zpiisob podani zvifatim je v drtivé vétSin€ peroralni cestou
pfes podani v medikovaném krmivu (formou peroralniho prasku do krmiva, nebo
medikovaného premixu do krmiva), nebo podani v pitné/napajeci vodé (v 1ékovych formach
peroralniho pragku pro podani v pitné vodé nebo peroralniho roztoku). Uéinnou latkou
u veterindrnich 1é¢ivych ptipravka pro peroralni podani je kolistin sulfat. V ramci EU vSak
existuji i VLP s kolistinem, kde je pfipravek aplikovan parenteralné, topicky nebo
intramamarné. V minulosti byly registrovany i VLP, kde byl kolistin v kombinaci s jinymi
antimikrobiky (napf. s amoxicilinem, ampicilinem, neomycinem, spiramycinem; pred zdkazem
kombinaci fluorochinoloni s dal§imi antimikrobiky existovala i kombinace kolistinu
s enrofloxacinem). Na zaklad¢ zvazeni moznych rizik vSak v prosinci 2014 vybor Komise pro
veterinarni 1€civé piipravky (CVMP) doporucil omezit indikace pro pouziti kolistinu pouze pro
1é¢bu infekci gastrointestindlniho traktu vyvolanych citlivymi neinvazivnimi E. coli, s tim, ze
jakékoli indikace pro profylaktické pouziti a zvySeni produkce mély byt vylouceny, a Ze doba

1é¢by méla byt omezena na minimalni dobu nezbytnou pro 1é¢bu nemoci (neméla by presahnout
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7 dnit). Dale bylo doporuc¢eno vyjmout koné jako cilovy druh ze souhrnu tidaji o ptipravku
(SPC). Vybor CVMP v roce 2016 doporucil zrusit v§echna rozhodnuti o registraci pro vSechny
veterinarni 1€¢ivé piipravky obsahujici kolistin v kombinaci s jinymi antimikrobiky uréené
k perordlnimu podéni. (EMA/461505/2016). V roce 2019 byla rovnéz zvefejnéna zprava
(EMA, 2019) odborné skupiny AMEG (AntiMicrobial Expert Group) pracujici pii Komisi pro
veterinarni 1é¢ivé pripravky (CVMP) Evropské 1ékové agentury, vcetné velmi ilustrativni
infografiky (EMA, 2020), kde je patrnd nova klasifikace antimikrobik pfi jejich pouzivani
u zvifat zohlednujici rovnéz rizika pro vefejné zdravi. Zde je kolistin zafazen, spolu
s fluorochinolony a cefalosporiny 3. a 4. generace mezi latky s tzv. omezenym reZimem
podavani (kategorie “ B” restrict), coz znamena, ze antibiotika v této kategorii jsou kriticky
vyznamna v humannim lékafstvi a jejich pouziti u zvitat by mélo byt omezeno, aby se zmirnilo
riziko pro vefejné zdravi. Tato antimikrobika by se rovnéz méla zvazovat pro pouziti pouze
v piipad¢, ze neexistuji zddnd antibiotika méné rizikovych kategorii oznacenych jako kategorie
C nebo D, ktera by mohla byt klinicky u¢inna. Vzdy, kdy je to mozné, mél by byt zastupce této
skupiny zvolen na zakladé vysledku testovani citlivosti.

V Ceské republice je v sou¢asné dobé registrovano pro pouZiti u zvitat celkem 12 VLP s 16¢ivou
latkou kolistin (11 VLP je ur€eno pro peroralni podani, 1 VLP je pro lokalni podani, jako
otologikum). V roce 2019 bylo na trhu v CR dostupnych 11 VLP, jejich celkové prodeje
sumarné neptrekrocily EU hranici ,,omezeného podavani“ 1mg/PCU (spotifeba v hmotnostnim
objemu cinila 441,73 kg kolistinu, a to sumarné¢ za vSechna VLP, vcetn¢ kolistinu
z otologického VLP, ktery neni zapocitan do ESVAC). V roce 2018, kdy miiZeme srovnavat
i s dalsimi staty Evropy, byla spotfeba kolistinu v CR 0,7 mg/PCU, pfi¢emz nejvyssi spotiebu
mg/PCU), nulové spotieby kolistinu vykazalo Norsko. Peroralni ptipravky s kolistinem maji
indikaci pro lébu (ev. prevenci nebo metafylaxi) gastrointestinalnich infekci vyvolanych
gramnegativnimi bakteriemi u potravinovych zvifat, lokalni pfipravek (zde je kolistin
v kombinaci s rifaximinem) je uréen pro 1écbu zanétti zvukovodu u psu a koc¢ek, ma indikacni
omezeni.

Jednim z pietrvavajicich terapeutickych zpiisobti pouzivani kolistinu v CR je pouzivani pfi
onemocnénich gastrointestinalniho traktu zejména u selat v obdobi po odstavu, na infekce
vyvolané E.coli. Z pohledu farmakokinetiky je vhodné uvést, ze peroralné podany kolistin
sulfat se ze stieva vstiebava v naprosto minimalnim rozsahu, a to pouze v ptipadech zdvazné

progrese onemocnéni a stievnich 1€zi. Proto jak jeho hladiny v plazmé, tak i v organech, ani pfi
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zavaznych formach podstavovych prijmi s 1ézemi stfeva, byly téméf nedetekovatelné
a nedochazi ani k biologické transformaci (Rhouma et al. 2016).
Vétsina kolistinu je tak vyloucena v nezménéné formé prostrednictvim faeces a dostava se do

kejdy, ktera je dale uskladnéna a nasledné¢ aplikovana na zemédélské pozemky.

Koliinfekce u selat po odstavu

Patogenni E. coli jsou nejcastéjsi pri¢inou vzniku koliinfekei selat po odstavu a zptsobuji
v chovech prasat znacné ekonomické ztraty v disledku védhovych ubytki prasat ve vykrmu
ijejich zvySené mortality. Mezi koliinfekce se fadi dvé hlavni nosologické jednotky: prijmové
onemocnéni a edémova choroba. Poodstavové prijmy vznikaji nejcastéji béhem prvnich dvou
tydnil po odstavu selat a jsou zptisobeny enterotoxigennimi E. coli (ETEC). Klinické ptiznaky
(tézké priymy s naslednou dehydrataci) jsou vyvolany schopnosti ETEC kmenti produkovat
termostabilni (STa) nebo termolabilni (LT) enterotoxiny. Infekce se mezi prasaty §ifi fekalné-
oralni cestou, kdy rezervoarem byvaji dospéli jedinci — bezptiznakovi nosici (Alexa et al. 1997;
Erume et al. 2013). Méné zavazné prijmové stavy mohou byt vyvolany enteropatogennimi
kmeny E. coli, tedy kmeny se schopnosti adherovat na enterocyty a zplisobovat ,,vymizeni*
mikroklkt tj. ,attaching — effacing® 1éze. Tato virulentni vlastnost je kodovdna genem eae
(Brand et al. 2017). STEC (Shiga Toxin-producing E.coli) vyvolavaji edémovou chorobu
prasat, ktera postihuje témét vyhradné selata v dobrém vyzivovém stavu. STEC kmeny
kolonizuji tenké stfevo a produkuji Shiga toxiny (MacLeod et al. 1991), které vstupuji do
krevniho ob&hu a narusuji endotel cév, coz vede k otokiim o¢nich vicek, krku a hlavy. Asi v 90

% zpusobi infekce smrt prasete.
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2. CIL FUNKCNIHO UKOLU

Cilem funk¢niho ukolu pro rok 2020 bylo ziskani novych poznatkll o pfetrvavani bakterii
E. coli s plasmidov€ vazanou rezistenci ke kolistinu a rezidui kolistinu v zeméd¢lské pade na
zaklade:

A. modelového pokusu Sifeni E. coli s plasmidoveé vazanym genem mcr-1 z prostiedi chovu
prasat do pudy (vcetn¢ anamnestickych dat o pouziti antibiotik v chovu zvifat odkud
pochazi organické hnojivo — kejda vyvazena na pole), dil¢i soucasti tohoto tkolu bylo
ovéfeni vlivu mrazeni pidy na slozeni mikrobioty — feSeno ve spolupraci UKZUZ,
USKVBL, VUVeL;

B. zavedeni a optimalizace metodiky ke stanoveni rezidui kolistinu v pad¢ po aplikaci

organickych hnojiv od medikovanych zvitat — feSeno VUT.
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1 Mikrobiologicka cast — ¢ast A

Charakteristika farmy prasat vybrané k odbéru kejdy

Farma byla vybrana na zaklad¢ informaci o pouzivani kolistinu k 1écbé prasat. Jednalo se
o farmu prasat z Jihomoravského kraje schovem prasat produkénich kategorii — selata,
predvykrm, vykrm, prasnice. Odpadové hospodaieni s kejdou probiha v ramci farmy (kejda
z riznych hal a jejich sekci se sbird do spolecné jimky). Obrat stada je uzavieny (mimo nakupu
prasni¢ek — budoucich chovnych prasnic). Prasni¢ky pochéazely v letech 2019/2020 ze stejného
zdroje. Pii pfijeti prasnicek na farmu je vzdy zahdjeno karanténni obdobi v trvani piiblizné
jednoho mésice, kdy jsou prasnicky ustajeny oddélen¢ v karanténni staji dané farmy, ¢i na
detasované farmé, odkud jsou nasledné pfemistény do chovu v rdmci farmy, kde byly odebirany
vzorky. Chov prasat je zaméfeny na masnou produkci (plemeno DanBred). Produkéni
parametry jsou ve vztahu k porodnosti — 17,3 selat na vrh, z toho 15,3 zivé narozenych; ve
vztahu k odstavu prumér piiblizné 34 odchovanych selat na prasnici/rok a piiblizné¢ 31 selat
odstavenych. V roce 2020 byl primérny pocet prasnic na hospodaistvi, kde byly provedeny
odbéry kejdy 675 kusti, pocet odchovanych prasat 9700 kusti ro¢né. Selata jsou odstavovana ve
stafi 2628 dni pti hmotnosti pfiblizné 6,5 kg a premisténa do predvykrmu (samostatna sekce
pro kazdy odstav je déle clenéna na kotce). Nasledné po 8 tydnech v predvykrmu (piiblizné 12.
tyden véku) jsou prasata premisténa do prostor pro vykrm (opé€t samostatné sekce rozdélené na
kotce). Doba pobytu v prostordch pro vykrm ¢ini pfiblizn€ 95 dni (pfiblizné 13,5 tydnt).
Celkova doba vykrmu od odstavu do pordzkové hmotnosti je ptiblizné 145 dnti (pfiblizné 20—
21 tydnt). V chovu jsou dle potieby (pfiblizné vSak 4x ro¢n¢) odebirany vzorky z nemocnych
zvirat na mikrobiologické vySetfeni a vySetfeni citlivosti bakterii (Streptococcus suis a E. coli)
k antibiotikim a jsou =zasiliny kanalyze do akreditované laboratore SVU.
V chovu/hospodafstvi prozatim nebyla vyuzita vakcinace proti vybranym kmentim E. coli

(komer¢ni €1 autogenni vakciny).

Medikace kolistinem u prasat

Lécba kolistinem byla aplikovana u selat v predvykrmu ve vahové kategorii do 10 kg ve stafi
6 tydna. Celkovy pocet oSettenych zvirat byl 500 kust. Lécebné podani veterinarniho 1é¢ivého
ptipravku obsahujiciho kolistin bylo indikovano z divodu infekci E. coli, pti¢emz tésné pied

podanim 55 % zvitat vykazovalo jiz klinické pfiznaky odpovidajici patogenezi vyvolané danym
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puvodcem (oteklé oc€i, prijem, apatie, tfesavka, nahly thyn vice kust). V obdobi pied
zahajenim 1é¢by a na pocatku 1é¢by doslo k celkovému uhynu 8,4 % prasat. Veterinarni [éCivy
piipravek ve form¢ koncentratu pro ptipravu peroralniho roztoku obsahujiciho kolistin byl
podavan zvifatim ve form€ medikované napéjeci vody po dobu 5 dnil (celodenni piistup
k medikované napajeci vodé, denni davka je pfipravovana vzdy Cerstvd), v davce odpovidajici
100 000 IU kolistinu na kg zivé hmotnosti a den (coz odpovida 5 mg kolistin sulfatu na kg zivé
hmotnosti a den). Celkové mnozstvi spotfebovaného ptipravku (COLIVET peroralni roztok)
na lécebny kurz predstavovalo 1,25 litru VLP, coZ by po piepoctu odpovidalo 125 000 mg
kolistin sulfatu jako Cisté substance na lécebny kurz v ramci chovu. Kromé kolistinu, byl

v daném chovu v pfedchozim obdobi pouzivan jesté amoxicilin.

Uchovavani a manipulace s praseci kejdou na farmé

Ve vztahu ke zpracovani kejdy Ize shrnout, Ze je uchovévana v nadrzich jako smésné kejda
zriznych hal. Aplikace na pole probihd dle ro¢niho obdobi, nicméné kejda je v priméru
v nadrzich uchovavana ptiblizné 3 mésice. Byva od¢erpana cast z objemu nadrze, priabézné se
pridava dalsi kejda a jina se odebira dle pozadavki na jeji aplikaci. Ptiblizné 2x ro¢né je nadrz

kompletné vyprazdnéna.

Experimentalni ¢ast

Tato ¢ast byla rozdélena do tfi Grovni — farma prasat, polni pokus a laboratot. Na farmé byly
odebrany vzorky kejdy, ze kterych byla nejdiive provedena charakteristika pravdépodobného
puvodce koliinfekce prasat a poté byly pouzity k modelovym pokusiim. Polni pokus zahrnoval
pripravu pokusného pole, aplikaci kejdy, osev pole svazenkou a odbéry vzorkl ptidy po dobu
4 mésicu. V laboratoii byla provadéna kultivace bakterii, analyza mikrobiomu a modelové
pokusy zaméfené na piezivani kmeni E. coli nesoucich gen mcrl vkejdé a vpide.
Harmonogram realizovanych aktivit na farmé a na poli véetné odbérit vzorkt je zobrazen na
obrazku 1. U odebranych vzorkl kejdy a pidy bylo provedeno: i) kultiva¢ni vySetfeni na
stanoveni poctu enterobakterii rezistentnich ke kolistinu a prikaz genti mcr metodou PCR
u ziskanych bakteridlnich kultur a dale ii) metagenomicka analyza zaméfend na stanoveni
slozeni mikrobiomu a detekci genil rezistence po extrakci celkové DNA ze vzorku kejdy (Obr.

2) a pady (Obr. 3).
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Obrazek 1. Aktivity realizované na farmé prasat a na pokusném poli

kejda selat pred
medikaciCT - po
vypuknutiinfekce

kejda na konci
medikace CT —za
tyden Laboratof

pridavek bakterialnisuspenze E. coli
rezistentni k CT nesouci gen mcr-1 na
plasmidu

Puda

po aplikacikejdy s
E. colis mcr-1

na konci pokusu
- za 4 mésice

pred aplikaci kejdy

Obrazek 2. Schéma odebranych vzorku a provedenych laboratornich analyz u kejdy prasat

Odbér vzork kejdy Laboratorni analyza

e N
kejda prasat pred medikaci kolistinem (CT) KULTIVACE

pocet a prikaz Enterobacteriaceae rezistentnich
k CT a detekce genti mcr PCR
kejda prasat na konci tydenni medikace CT — za tyden \ )

s N
SEKVENACE

kejda po medikaci CT — ihned po zaockovani E. coli s mcr-1

extrakce celkové DNA ze vzorku a metagenomicka
analyza (mikrobiom, geny rezistence)

kejda po medikaci CT s E. coli s mcr-1 — za pét tydni

J
( )
PrukazE. colis genem mcr-1
kejda po medikaciCT s E. colis mcr-1—za sedmtydna |l .
kultivace, PCR
. J
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Obrazek 3. Schéma odebranych vzorkii a provedenych laboratornich analyz u vzorkii piidy

Odbér vzork pidy Laboratorni analyza

puda pred aplikaci kejdy - N
KULTIVACE
piida 1. tyden po aplikacikejdy s E. coli s genem mcr-1 pocet a prikaz Enterobacteriaceae rezistentnich
k CT a detekce genli mcr PCR
\. J
puda 2. tyden po aplikaci kejdy
( SEKVENACE )
puda za 1 mésic po aplikaci kejdy extrakce celkové DNA ze vzorku a metagenomicka
analyza (mikrobiom, geny rezistence)
. J
ptda za 2 mésice po aplikaci kejdy
puda za 3 mésice po aplikaci kejdy PriikazE. coli s genem mcr-1
kultivace, PCR
puda za 4 mésice po aplikaci kejdy

Vzorky kejdy

V ramci modelového pokusu zaméfeného na vyskyt a pieZivani bakterii E. coli s plasmidové
vazanou rezistenci ke kolistinu byl proveden odbér kejdy v chovu prasat s vyskytem koliinfekci
1écenych kolistinem. Prvni odbér byl proveden u odstavcéat po objeveni se prvnich klinickych
priznaki koliinfekce, a to jesté pied zahdjenim medikace zvitat kolistinem. Druhy odbér kejdy
byl proveden po ukonceni tydenni medikace kolistinem. Kejda byla odebirdna do 5 litrovych

odbérovych nadob a neprodlené byla ptevezena do laboratofi k dal§imu zpracovani.

Prikaz pritomnosti patogennich kmeni E. coli v kejdé

Vzorky kejdy byly zhomogenizovany v pufrované peptonové vodé€. Suspenze byla po
homogenizaci vyockovéna na krevni agar a MacConkey agar s naslednou inkubaci ptes noc pfi
teploté 37 °C za aerobnich podminek. Ze ziskané bakteridlni kultury byla pfipravena smésna
DNA (lyzou varem) a metodou PCR sledovana piitomnost vybranych gent virulence. K detekci
gent pro produkci enterotoxinli STa a LT byla pouzita PCR metoda autori Alexa et al. (1997).
Prtikaz gent pro produkci Shiga toxint (stx/ a stx2 geny) a adheren¢niho faktoru intiminu (eae
gen) byl proveden dle PCR metodiky autorti Panton and Panton (1998). U izolati s nesoucich
nektery ze sledovanych gent byla sledovana pfisluSnost k vybranym O-antigenim metodou

aglutinace (Salajka et al. 1992).
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Inokulace kejdy kmenem E. coli s plasmidové nesenym genem mcr-1

Pro modelovy pokus byl pouzit kmen E. coli (LEV 1287/17/E1) nesouci gen mcr-1 na plasmidu
typu IncX4. Mimo plasmidové vazané rezistence ke kolistinu nesl testovany kmen E. coli ve
svém genomu také geny rezistence k aminoglykosidim, beta-laktamim, chinoloniim,
makrolidiim, amfenikolim, sulfonamidim, tetracyklinu, trimethoprimu, bacitracinu
a aminokumarinu. Vychozi bakteridlni suspenze E. coli s mcr-1 (ODg00=0,65, poéty 1,2 x 108
KTJ/ml suspenze) byla pfipravena pomnozenim pies noc v pufrované peptonové vod¢ pii
teploté 37 °C za aerobnich podminek. Kejda posledni den pfed ukoncenim tydenni medikace

odstavcat kolistinem byla zaoCkovana testovacim kmenem E. coli v poméru 1:10.

Aplikace kejdy na pidu

Kejda inokulovand kmenem E. coli s genem mcr-1 v koncentraci cca log 7 KTJ/g byla
aplikovéna ru¢né (4. 6. 2020) v mnozstvi odpovidajicim 120 kg N/ha. Dle ptilohy €. 3, vyhlasky
¢. 377/2013 Sb. byl pro potieby vypoctu nutného mnozstvi kejdy uvazovan primérny obsah N
v kejd¢ prasat (vykrm, prasnic¢ky) 4,8 kg/t a 6 % suSiny. Vyslednd aplikace cinila 3,5 kg

inokulované kejdy na 1 m? pidy.

Vzorky pudy

Vzorky pady byly odebirdny na pozemku v arealu zkusebni stanice UKZUZ Chrlice, ktery
nebyl pted ani béhem pokusu chemicky oSetfen, na zacatku byl pouze upraven rotatorem (Obr.
4). Z hlediska pidnich podminek se jednalo o pidu stfedni zrnitosti, velmi dobie zdsobenou
zivinami, s neutrdlni pidni reakci (Tab. 2). Celkové obsahy rizikovych prvki v pidé uvadi
tabulka 3. Jednalo se o vzorek pidy pred aplikaci kejdy a vzorky pud po aplikaci kejdy
inokulované kmenem E. coli s plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu v intervalech jeden
tyden po aplikaci, za dva tydny, za mésic, za dva, tfi a ¢tyfi mésice. Aby se modelovy pokus
maximalné pfiblizil pidnim podminkdm v orné pidé¢ béhem vegetacniho obdobi, byla 11. 6.
2020 na plochu vyseta svazenka (Obr. 5), ktera byla odebrana po 2 mésicich od aplikace kejdy
na pudu a vySetfena na piitomnost E. coli s genem mcr-1. VSechny vzorky byly odebrany
Edelmanovym vrtdkem. Pidni vzorek byl tvofen smichdnim 15 dil¢ich vzorkd odebranych
z hloubky 0-15 cm. Vzorek plidy byl na misté promichan, proset na Smm sité a ulozen do PE
sackl. Vzorky na bakteriologickou a metagenomickou analyzu byly piepraveny v chlazeném
boxu v den odbéru do laboratofe. Pro chemickou analyzu byly vzorky ulozeny v mrazaku pti

teploté -18 °C do vlastniho testovani.
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V ramci pokusu ovétfeni vlivu mrazeni pidy na sloZzeni mikrobioty byl odebrany vzorek
rozde€len na dil¢i podjednotky a zamrazen pfi teploté cca —18 °C. U takto zamzenych vzorka
pudy byla provedena bakteriologickd a metagenomicka analyza po dvou, Ctyfech a Sesti

mésicich.

Tabulka 2. Agrochemické parametry pudy

pH/CaCl, K | ¢ca | Mg | P c | N
[mg.kg'] [o]
6,8 328 | 5050 | 473 | 179 1,838 | 0,185

Tabulka 3. Celkové obsahy rizikovych prvkii v piidé (extrakce lucavkou kralovskou, mg.kg”,
Hg celkova AMA)

As Be Cd Co C Cu Ni Pb Zn \Y Hgrot
11,5 1,37 | 0,38 | 16,8 | 61,9 | 32,2 | 452 | 31,9 112 56,5 | 0,135

Hydrometeorologické podminky po aplikaci kejdy na zkuSebni pidu

Ve sledovaném obdobi od aplikace kejdy na pidu (4. 6. 2020) az po ukonceni pokusu (23. 9.
2020) byla dle dat sondy Brno, Hroznova, UKZUZ primérna teplota vzduchu 18,8 °C (min.
6,2 °C, max. 34,7 °C), primérnd pfizemni teplota 19,4 °C (min. 5,6 °C, max. 44,8 °C)
a prumérna teplota pidy 10 cm pod povrchem 20 °C (min. 14,1 °C, max. 26,1 °C). Srazky se
v daném obdobi pohybovaly od 0,35 mm do 59,5 mm (http://a.la-a.la/).
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Obrdzek 4. Testovaci pozemek v aredlu zkusebni stanice UKZUZ Chrlice

Obrdzek 5. Testovaci pozemek s pokryvem svazenky (zkusebni stanice UKZUZ Chrlice)

Kultivaéni vySetieni bakterii Celedi Enterobacteriaceae rezistentnich ke Kkolistinu

Ze vzorki kejdy a ptidy bylo v laboratofi za sterilnich podminek odebrano 25 g kazdého vzorku
a smichano s trypton soja bujénem (TSB) v poméru 1:9. Z takto ptipravené¢ho vzorku byla
piipravena fada desetinisobného fedéni az po 10 Stanoveni poctu bakterii celedd
Enterobacteriaceae bylo provedeno za vyuZiti chromogenniho média Brilliance™ UTI
Clarity™ agar (Oxoid, UK). PouZité chromogenni médium umoznilo souc¢asné odliseni kolonii

E. colina zakladé B-galaktosidasové aktivity. Selektivni kultivace kolistin rezistentnich bakterii
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bylo dosazeno pridavkem kolistin sulfatu (Discovery Fine Chemicals, UK) k UTI Clarity agaru
na findlni koncentraci 3,5 mg/L. Z kazdého fedéni byl proveden roztér 1 ml vzorku na povrch
tti misek UTI Clarity agaru s kolistinem. Kultivace probihala ptfes noc pti 37 °C za aerobnich
podminek. Prikaz E. coli s genem mcr-1 byl proveden pomnoZenim vychoziho fedéni (107)
v TSB pii 37 °C ptes noc snaslednym vyockovanim na UTI Clarity agar s kolistinem

a kultivaci za stejnych podminek.

Z pocitatelného fedéni byl stanoven pocet suspektnich kolonii kolistin rezistentnich E. coli.
Morfologicky odlisné typy kolonii z UTI Clarity agaru byly po pifeockovéani na krevni agar
a kultivaci pres noc pii 37 °C identifikovany metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
MS (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) s vyuzitim Biotyper software (verze 3.1, Bruker
Daltonik GmbH, Némecko).

Priikaz genii mcr metodou PCR

Ze smésné bakterialni kultury na UTI Clarity agaru s kolistinem byla izolovana DNA kitem
Blood and Tissue (Qiagen, Némecko) a nasledn¢ provedena metodou klasické PCR detekce
gent mcr-1 az mcr-10. Ovéfeni pfitomnosti genu mcr-I u izolatd E. coli ziskanych
z inokulované kejdy a pidy byla provedena PCR detekce tohoto genu po izolaci DNA lyzou
varem. Geny mcr-1 az mcr-9 byly detekovany metodou PCR dle ptiivodné popsanych primert
(Liu et al. 2016; Xavier et al. 2016; Borowiak et al. 2017; Carattoli et al. 2017; Yin et al. 2017,
AbuOun et al. 2017; Yang et al. 2018; Wang et al. 2018, Kieffer et al. 2019). Pro PCR detekci
genu mcr-10 byly pouzity vlastni primery (mcr-10 916 F: ACA CCC GCC ATC GTT TTC
TT; mer-10_1115 R: CCA GCA AAA TCG ATG GCG TT) navrzené dle pavodni sekvence
genu mcr-10 (Wang et al. 2020). Uméle syntetizované pozitivni kontroly mcr-1 az mcr-10
(GeneArt Strings synthesis, ThermoFisher Scientific, USA) pro PCR byly pfipraveny dle
originalnich sekvenci (Liu et al. 2016; Xavier et al. 2016; Borowiak et al. 2017; Carattoli et al.
2017; Yin et al. 2017, AbuOun et al. 2017; Yang et al. 2018; Wang et al. 2018, Kieffer et al.
2019; Wang et al. 2020).

Metagenomicka analyza

Metagenomicka analyza byla zaméfena na stanoveni slozeni mikrobiomu a geni rezistence ve
vzorcich kejdy pred a po medikaci kolistinem, v kejd€ po inokulaci testovacim kmenem E. coli
s mcr-1 thned po zaoCkovani a po péti tydnech skladovani, v ptidé pred aplikaci kejdy a v padé

po jednom tydnu, dvou tydnech, jednom mésici a dvou mésicich po aplikaci kejdy. 1zolace
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DNA byla stejn¢ jako kultivacni vySetfeni provedena v den odbéru vzorka kejdy a pidy.
Celkova DNA byla izolovana pomoci kitu DNeasy PowerSoil (Qiagen, Némecko) dle instrukci
vyrobce. Sekvenace byla provedena pomoci platformy Oxford Nanopore Technologies (ONT).
Knihovny pro MinlON byly pfipraveny pomoci Rapid PCR Barcoding Kit a sekvenovany na
#FLO-MIN106 flow cell. Hruba sekvenacni data ve formatu fast5 byla pomoci softwaru Guppy
v 4.0.15+56940742 (ONT) ptevedena do formatu fastq. V programu EPI2ME byla data
rozdélena pomoci barcodi po jednotlivych vzorcich. Po kontrole kvality sekvena¢nich dat, byly
dale analyzovany pouze vzorky s ready se skore >7, pocet readli na vzorek byl minimalné

200 000.

Po kontrole kvality sekvenacnich dat byla provedena taxonomicka klasifikace mikrobiomu
pomoci Kaiju (http://kaiju.binf.ku.dk/server) s vyuzitim databaze NCBI BLAST nr +euk (dle
pfednastavenych parametril), kterd obsahuje non-redundantni proteinovou databézi bakterii,

archei, virti, hub a mikrobiélnich eukaryot.

Geny rezistence byly vyhledavany oproti databazi CARD (The Comprehensive Antibiotic
Resistance Database, https://card.mcmaster.ca/) a ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/
ResFinder/). Databdze CARD byla prohledavana pomoci programu EPI2ME na zakladé
detekce proteinovych homologt, tedy sekvence genl antimikrobialni rezistence, které
nezahrnuji mutace jako determinanty rezistence. Databaze ResFinder byla prohledavana
pomoci KMA (k-mer alignment) na zaklad¢ detekce genii ziskané rezistence. Jako pozitivni
nalez genu rezistence byl hodnocen gen s pokrytim (coverage) 90 % a identitou 80 % pfi

hloubce pokryti >2.
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3.2 Analyticka ¢ast — ¢ast B

V ramci modelové studie byla vyvijena metoda pro stanoveni kolistinu ve vzorcich ptdy.

Nejdrive byla ovétena analytickd metoda a nastaveni pfistroje LC/MS. Dale byla provedena

fada experimentil pro extrakci kolistinu ze vzorku ptdy, jeho izolaci a zakoncentrovani pomoci

SPE. V nasledujicich tabulkach a obrazcich budou shrnuty vSechny testované metody. V ramci

provedenych laboratornich experimentd se dosud nepodatilo vyvinout metodu, ktera by byla

vyhovujici pro analyzu rezidui kolistinu v padé¢. Diivody budou diskutovany dale.

Ptistroje:

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, hmotnostni spektrometr Agilent Ion
Trap 6320 LC/MS, kolona LUNA Omega 3 um Polar C18 (100x2,1 mm, 3 um)
s pfedkolonou SecurityGuard ULTRA Cartridges (UHPLC C18 2,1 mm) od
Phenomenex

Odstredivka

Ultrazvuk

Chemikalie:

Colistin sulfate (Sigma Aldrich)

Colistin E1 (Sigma Aldrich)

Colistin E2 (Sigma Aldrich)

Methanol, Acetonitril (LC/MS, VWR)

Kyselina mravenc¢i (LC/MS,Merck)

MilliQ voda

Kyselina chlorovodikova, EDTA, kyselina trichloroctova, pevny K2HPO4, NaOH,

kyselina citronova, Na2HPO4 (béZné chemikalie, Cistota p.a.)

SPE kolonky:

Oasis HLB (Waters, 6 ml, 200 mg)
Oasis WCX (Waters, 6 ml, 150 mg)
SAX (Supelco, 6 ml, 200 mg)
StrataX (Phenomenex, 3 ml, 200 mg)
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HPLC/MS metoda

Pro optimalizaci metody HPLC/MS byl pouzit standard kolistinu o koncentraci 10 ug a 1 ug/ml.
V ramci optimalizace bylo postupovano podle dostupné literatury, kde vétSina autort pouziva
jako mobilni fazi kyselinu mravenci a acetonitril, pouZivané kolony jsou na bazi C18 s riznymi
rozméry podle danych systémt. V naSem ptipadé¢ byla zvolena mobilni faze A 0,01M HCOOH
a B ACN. Eluce byla gradientova (Tab. 4). Bylo ovéfeno i pouziti methanolu jako mobilni faze,
retencni €as se pii zachovani gradientu prodlouzil asi o 2 minuty a piky byly §ir$i nez pti pouziti
acetonitrilu. Pro optimalizaci metody byly testovany 4 kolony (Phenomenex: Kinetex C18,
Biphenyl, Kinetex PSC18 a LUNA Omega Polar C18). Nejlepsi separace byla dosazena na
kolon¢ LUNA Omega Polar C18 (Obr. 6). Dva piky odpovidaji kolistinu E1 a E2. Na obrazku
7 jsou vidét hmotnostni spektra. Jednotlivé popsané hmoty odpovidaji vice nasobné nabité
molekule kolistinu. Pro dalsi méfeni byly hodnoty m/z 385,9 a 390,6 zvoleny jako kvantifika¢ni
a dalsi dvé odpovidajici dvoj a ¢tyindsobné nabité molekuly byly zvoleny jako konfirmaéni
(Tab. 5). V pouzitétm LC/MS systému nebylo mozné vyuzit sledovani produktovych iontd.
V literatufe jsou ¢asto uvedeny sledované prechody 578,59 —101,46 a 585,56 — 101,46.
Znaceny standard pro kolistin neni na trhu k dispozici. Kvantifikace byla provedena se sadou
kalibra¢nich standardi kolistinu v 20% methanolu v 0,01M kyseliné¢ mravenci v koncentracich
0,05 pg/ml — 1 pg/ml. Kalibra¢ni roztoky byly pravidelné piipravovany ze zasobniho roztoku

o koncentraci 1 mg/ml a byly vzdy uchovéavany pfi teploté -20°C.

Tabulka 4. Gradient mobilni faze

¢as (min) A B
0 5 95

15 80 20

17 80 20

20 5 95
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Obrazek 6. Chromatogram (TIC) standardu kolistinu o koncentraci 1 pug/ml
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Tabulka 5. Vyznamné hodnoty m/z v hmotnostnim spektru kolistinu EI a E2

E2 (A)

El (B)
retenéni ¢as (min) | 6,7
Mr 1169,46
[M+2H]** 578.5
[M+3H]** 385.,9
[M+4H]* 289,7

6,3
1155,43
586,5
390,6
293,2
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Postup analyzy vzorki piudy

Dle dostupné literatury byl zvolen postup pro extrakci vzorkd ptidy. Nejdiive byly provedeny
jen modelové experimenty. Pro tuto optimalizaci byl pouzit vzorek piidy pied aplikaci kolistinu.
Cast vzorku pudy, ktery byl uchovavan pii -20°C, byl rozmraZzen a vysuSen pfi laboratorni
teplot¢ (24 hod). Ke 2 gptdy v extrakéni zkumavce byl pfidavan kolistin v pfisluSném
mnozstvi (1 pg, 10 ug a 100 pg) a pida byla promichana a nechéna pil hodiny stat. Byly taky
provedeny extrakce bez ptidavku kolistinu (test vlivu matrice). Vzorek byl ptelit 10 ml
extrakéniho roztoku (Tab. 6) a promichan 1 min na vortexu. Byl umistén do ultrazvuku na 10
min, poté odstfedén (10 min, 4600 ot/min) a tekutina nad ptidou byla odlita do vialky. Postup
se jesté jednou opakoval a byl ziskan spojeny extrakt o objemu 20 ml. Tento extrakt byl pfimo
analyzovan nebo byla vyuzita technika SPE pro zakoncentrovani a ptecisténi vzorku. Pro
metodu SPE bylo pouzita cela fada postupt (Tab. 6) Vse je schematicky nakresleno na obrazku
9.

Obrazek 8. Schema postupu experimentu

1. EXTRAKCE
2 g ptdy + 10 ml roztoku

A 4

1. Odstiedéni
10 min, 4100 ot/min

A 4

2. EXTRAKCE
+ 10 ml roztoku

A 4

2. Odstredéni
10 min, 4100 ot/min

)

SPE
spojené extrakty (20 ml)

l

LC/MS analyza
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Obrazek 9. Postup pro SPE extrakci (a), provedeni SPE s kolonkami HLB, StrataX, WCX (b),
kombinace dvou SPE kolonek (SAX + HLB) v jedné extrakci (c)

kondicionace HLB, StrataX, WCX SAX + HLB
naneseni vzorku

.

promyti

;

suseni vakuem

v

eluce

.

suseni pod N2, znovu
rozpusténi

(a) (b) ©
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Tabulka 6. Postupy SPE, které byly pouzity pro stanoveni kolistinu v pudeé

SPE kolonka HLB HLB HLB HLB HLB HLB
Cislo metody 1 2 3 4 5 6
zdroj, inspirace (Kamal, 2020) (Wan, 2006) (Wan, 2006) (Robert, 2016) (Riemenschneider, 2014)
kondicionace 5 ml MeOH 5 ml MeOH 5 ml MeOH 5 ml MeOH 5 ml MeOH 3 ml MeOH
5mlH20 5ml H20 5mlH20 5ml H20 5 mlH20 3 ml 0,04M EDTA
5 ml 0,2% HCOOH
25 ml (0,2% HCOOH/MeOH 95/5
250, 400 ml (vzorek nafedén kvl + Uprava pH pomoci NaOH na 20 ml vzorku v 0,04M EDTA,
naneseni vzorku 20 ml 20 ml methanolu) 20 ml vzorku v 0,5M HCI 12,7) McllvainQv pufr pH4
5 ml H20 (i bez proplachu) 5ml H20 5mlH20 5ml H20 5mlH20 2 ml H20
suseni pod vakuem 45 min 45 min 45 min 45 min 45 min 45 min
10 ml MeOH/voda/HCOOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH 1,5 ml MeOH/kyselina octova 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH
eluce (80/19/1) 0,2% HCOOH/MeOH (30/70) (30/70) (90/10) (Robert, 2016) (30/70) (30/70)
1,5 ml MeOH/voda/kyselina
mravenci (70/29,8/0,2)
1,5 ml MeOH
suseni pod dusikem 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C
SPE kolonka HLB HLB HLB HLB+SAX HLB+SAX WCX StrataX
Cislo metody 7 8 9 10 11 12 13
zdroj, inspirace (Riemenschneider, 2014) (Rasschaert, 2020)
kondicionace 3 ml MeOH 3 ml MeOH 5 ml MeOH 5 ml MeOH 3 ml MeOH 2 x 6 ml MeOH 5 ml MeOH
3 ml octan amonny pH 7 3 ml octan amonny pH 11 5mlH20 5ml H20 3 ml 0,04M EDTA 6 ml H20 5ml H20

5 ml 0,01M HCOOH

5 ml 20mM K2PO4

20 ml vzorku v octanu

20 ml vzorku v octanu

400 ml vzorku (extrakt
0,01M HCOOH/ACN 50/50

20 ml vzorku v 0,01M

20 ml vzorku v 0,04M EDTA,

vzorek v 10% TCA, K2P04,

naneseni vzorku amonném pH 7 amonném pH 11 nafedén vodou na 400 ml) HCOOH; 0,2% HCOOH) MeclvanUv pufr pH4 NaOH 20 ml 0,2% HCOOH
2 ml H20 2 ml H20 2 mlH20 20 ml H20 5 ml H20
su$eni pod vakuem 45 min 45 min 45 min 45 min 45 min 45 min 45 min
10 ml 0,2%HCOOH/MeOH 10 ml 0,2%HCOOH/MeOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH 10 ml 0,2% HCOOH/MeOH
eluce (30/710) (30/710) (30/70) (30/70) (30/70) (30/70) (30/70)
su$eni pod dusikem 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C 3-4 hod, 40 °C
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Mikrobiologicka ¢ast — ¢ast A

Detekce virulentnich kmenii E. coli v kejdé

V kejd¢€ odstavcat po objeveni se klinickych piiznaki koliinfekce pfed medikaci kolistinem
byla detekovana smeés enterotoxigennnich kment E. coli s geny virulence kodujici
termostabilni i termolabilni enterotoxiny STa (n=1), LT (n=1) a genem eae kddujici adheren¢ni
faktor intimin (n=1). Na konci medikace kolistinem byly v kejd¢ rovnéz detekovany kmeny
E. coli pozitivni na STa, LT a eae gen. VSechny ziskané virulentni kmeny E. coli (n=6) byly na
zaklad¢ stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) urceny jako citlivé ke kolistinu (MIC
< 0,25 mg/L). Kmen E. coli nesouci eae gen izolovany z kejdy pred medikaci kolistinem patiil
k seroskupiné O:153, kmen E. coli s genem kodujicim enterotoxin LT patfil k seroskuping O:7.
U ostatnich ziskanych kment E. coli s geny virulence s pouzitim dostupnych antisér nebylo
mozné seroskupinu urcit. Shigatoxigenni kmeny E. coli (STEC) nesouci geny stx/ a stx2, nebo
samotna pfitomnost téchto gend, v kejdé prasat pred ani po medikaci kolistinem prokazana

nebyla.

Vyskyt enterobakterii s rezistenci ke kolistinu kodovanou geny mcr v kejdé prasat
a v pudé pred aplikaci kejdy

Chov hospodaiskych zvifat je povaZzovan za vyznamny rezervoar genll kodujicich rezistenci ke
kolistinu (Anyanwu et al. 2020). V rdmci této studie nebyla v kejd¢ prasat z vybrané ceské
farmy pred zahdjenim medikace kolistinem, ani po ukonceni této medikace kultivacné
a metodou PCR prokézéana pfitomnost enterobakterii rezistentnich ke kolistinu nesoucich geny
mcr-1 azmcer-10. Ve vzorku pidy odebrané z pokusného pole pted aplikaci kejdy rovnéz nebyla
zjiSténa piitomnost kolistin rezistentnich enterobakterii nesoucich geny mcr-1 az mcr-10
(tabulka 7). Metodou hmotnostni spektrometric MALDI-TOF MS byly na UTI Clarity agaru
s kolistinem detekovany ve vzorcich kejdy bakterie rodt Providencia, Morganellla a Bacillus,
které jsou ptirozené rezistentni ke kolistinu. Ve vzorcich pid byly z primokultivace na médiu
s kolistinem rovnéz detekovany piirozené rezistentni bakterie rodd Morganella, Bacillus

a Paenibacillus.
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Vyskyt bakterii s plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu v chovech prasat v Ceské
republice nebyl doposud popsan. Pfi¢inou mize byt omezené pouzivani kolistinu k 1é¢bé
v Ceskych chovech prasat nebo malo studii zabyvajicich se touto tématikou. Ani v rdmci
narodniho programu sledovani rezistenci k antimikrobikiim u veterindrné vyznamnych
patogent nebyly v roce 2019 detekovany, fenotypovou metodou stanoveni MIC bez piedchozi

pre-selekce E.coli s rezistenci ke kolistinu ani u prasat, ani u skotu ¢i drilbeze (NMR, 2019).

Prezivani E. coli s genem mcr-1 v pudé

Vychozi pocet E. coli s genem mcr-1 v kejdé na konci tydenni medikace odstavcat kolistinem
po inokulaci testovacim kmenem byl log 7 KTJ/g. Tyden po aplikaci takto inokulované kejdy
v mnozstvi 3,5 kg kejdy na 1 m? pidy byl pocet E. coli s genem mcr-1 v pudé log 4 KTJ/g. Za
dva mésice po aplikaci kejdy klesl pocet kolistin rezistentnich E. coli s mcr-1 o tf1 logaritmické
fady (Obr. 10). Po tfech mésicich jiz byly bakterie E. coli s mcr-1 kultivaéné prokdzany pouze
po pomnozeni vzorku. Testovany kmen E. coli nesouci gen mcr-1 byl schopen ve vySetfované
pudé pretrvavat jesté témer po Ctyfech mésicich od aplikace inokulované kejdy (Tab. 7). Dva
mésice po aplikaci kejdy na ptidu byl soucasné s padou proveden i odbér svazenky narostlé na
pokusném poli. Ve vzorku svazenky vSak nebyla kultivacné prokazéana ptitomnost E. coli
s mcr-1. Metodou PCR také nebyl detekovan gen mcr-1 z celkové DNA piimo z pomnozeného

vzorku svazenky.

Obrazek 10. Prezivani E. coli s genem mcr-1 v piideé po aplikaci inokulované kejdy na

pokusné pole

E. coli s mcr-1 (log KTJ/g)

Tyden
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Tabulka 7. Vysledky stanoveni poctu a pritkazu enterobakterii rezistentnich ke kolistinu nesoucich geny mcr v kejde a piide

Prikaz genu

kejdy

Cislo Puvodni Datum Pocet Identifikace mer-1 a% mer-10 Prikaz E. coli
vzorku | oznaceni Popis vzorku odbéru Enterobactriaceae | (MALDI 7 primokultivace | ° mcr-1/IncX4
VUVeL | UKZUZ rezistentnich k CT | TOF MS) P po pomnoZeni
473/20 | K/20200529 | kejda pied medikaci CT 29.5.2020 | <10KTJ/g ND negativni ND
499/20 | K/20200604 | kejda po medikaci CT 4.6.2020 | <10KTJ/g ND negativni ND
467/20 | P/20200526 | puda pted aplikaci kejdy | 26.5.2020 | <10 KTJ/g ND negativni ND
puda-tyden po aplikaci
532/20 | P/20200611 ‘ 11.6.2020 |3,0x 10*KTJ/g E. coli mcr-1 pozitivni
kejdy
puda-2 tydny po aplikaci .
613/20 | P/20200618 ‘ 18.6.2020 | 3,0x 10°KTJ/g E. coli mcr-1 pozitivni
kejdy
puda-mésic po aplikaci -
711/20 | P/20200702 ) 2.7.2020 |1,0x 10°KTJ/g E. coli mcr-1 pozitivni
kejdy
puda-2 mésice po aplikaci
808/20 | P/20200730 ‘ 30.7.2020 | 5,0x 10'KTJ/g E. coli mcr-1 pozitivni
kejdy
ptda-3 mésice po aplikaci . .
985/20 | P/20200903 ' 3.9.2020 | <10KTJ/g ND negativni pozitivni
kejdy
puda-4 mésice po aplikaci
1054/20 | P/20200923 23.9.2020 | <10KTJ/g ND negativni pozitivni

ND - nedetekovano, CT — kolistin
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Vysledky této studie potvrzuji dostupné vysledky ze zahrani¢i popisujici zemédélské pudy jako
vyznamny zdroj genu mcr-1 zejména v souvislosti s pouzivanim organickych hnojiv zvitat.
V Cing, kde byl kolistin do roku 2017 povolen i jako riistovy stimulator zvifat, byl gen mcr-1
detekovan u 11 % (6/53) ESBL produkujicich E. coli izolovanych z pldy s intenzivni
zemédélskou produkci (Zheng et al. 2017). ESBL produkujici Enterobacteriaceae tvoti
vyznamnou skupinu multirezistentnich bakterii, které¢ piedstavuji hrozbu pro vetfejné zdravi.
Vyskyt mcr-1 v pudé v Cinskych provinciich s intenzivni zemédélskou produkci odpovida
1 ndlezm tohoto genu (31 % pozitivnich vzorkl, 16/51) ve vzorcich hnoje z ¢inskych farem
skotu a dribeze (Gao et al. 2019). V Brazilii, kde byl kolistin az do listopadu 2016 povolen
jako rustovy stimulator u zvitat, byl metodou real-time PCR gen mcr-1 detekovan nejen ve
vzorcich ptid s intenzivni rostlinnou produkcti, ale také v ptidach s pivodni vegetaci odebranych
vtomto roce. Za hlavni zdroj genu mcr-1 v zemédélské pidé byla urcena aplikace
nekompostované dribezi podestylky na pidu. Vyskyt genu mcr-1 v pidach s pfirozenym
vegetacnim pokryvem pravdépodobné odrazel kontaminaci z blizké zeméd¢lské produkce
(Oliveira et al. 2019). V zemédélské pudé severniho Alzirska byly prokazany bakterie E. coli
nesouci gen mcr-1 u 6 % (3/52) a gen mcr-3 u 4 % (2/52) vySettenych vzorki (Touati et al.
2020). Informace o vyskytu genl mcr a bakteridlnich nositelich téchto gent v zemédélskych
pudach v Evropé chybi, pfestoze jsou kmeny s geny rezistence popisovany v evropskych

chovech zejména driibeze (Irrgang et al. 2016) a prasat (Dugett et al. 2018).

Piezivani E. coli s genem mcr-1 v kejdé

V ramci modelového pokusu prezivani E. coli s plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu
v pudé byla testovana také schopnost piezivani E. coli s mcr-1 v kejdé prasat po medikaci
kolistinem. Pti vychozich poctech E. coli s mcr-1 log 7 KTJ/g byly kolistin rezistentni E. coli
schopné prezit v kejd¢ pti pokojové teploté pét tydni. Po Ctyfech tydnech doslo k poklesu
E. coli s mcr-1 o Ctyti logaritmické tady, 37. den (5. tyden) byly E. coli prokdzany pouze po
pomnozeni vzorku (Obr. 11). Negativni kultivace E. coli s mcr-1 po pomnozeni vzorku byla
zjisténa 49. den (7. tyden) od zaoCkovani kejdy testovanym kmenem. Z celkové DNA
extrahované ptfimo z pomnozeného vzorku kejdy na konci pokusu (49. den) byl vS§ak metodou

PCR prokéazan gen mcr-1.
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Obrazek 11. Prezivani E. coli s genem mcr-1 v kejdé pri pokojové teplote

E. coli s mcr-1 (log KTJ/g)
D

Den

Metagenomicka analyza kejdy a pidy

Geny rezistence k antibiotikiim v kejdé

Hnij je cenné ptdni hnojivo zlepSujici fyzikalni, chemické i biologické vlastnosti plidy, ale na
druhou stranu je povazovan také za zdroj rezidui antibiotik a gentli rezistence k antibiotiklim.
Ve vzorcich kejdy prasat pred i po ukonceni medikace kolistinem byly na zékladé
metagenomické analyzy detekovany geny rezistence k aminoglykosidiim, beta-laktamtm,
makrolidiim, linkosamidiim, oxazolidinonim, fenikoliim, sulfonamidim a tetracyklinim
(obrazek 5). S vyjimkou skupiny oxazolidinonil (jejiz zastupce neni pro veterinarni medicinu
registrovan), se jedna o skupiny antibiotik, vyuzivané k terapii ve veterinarni medicing, véetné
pouzivani u prasat. Narodni data ve vztahu ke spotfebam antimikrobik ve veterinarni oblasti
dlouhodobé (v ptesnych udajich jiz stabilizovaného systému sledovani od roku 2003) indikuyji,
7e nejvice jsou v chovech v CR pouzivany tetracykliny, sulfonamidy a beta-laktamy (zejména
aminopeniciliny). Skupina makrolidii de facto zaujimé paté misto, i kdyz spotieby jsou obdobné
jako u skupiny pleuromutilinti, které vSak v poslednich ¢tyfech letech zaujaly Ctvrtou pozici
(USKVBL, 2019). Aminoglykosidy jsou pouZivany u prasat zejména kombinace
penicilin/dihydrostreptomycin v injek¢ni 1ékové formé u prasnic, nicméné v poslednich letech
se znovu zacaly vyuzivat i peroraln¢ podavané VLP s apramycinem a neomycinem, a to
1 v obdobi po odstavu, ¢imz narostly hmotnostni spotieby této skupiny a doslo i ke zvysSeni tlaku

na rozvoj rezistenci (Cerny, ustni sdéleni, EAAD, Praha 2019). Florfenikol, stejné jako
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lincomycin (zejména v kombinaci se spektinomycinem) jsou pro 1écbu prasat rovnéz dostupné,
a to jak v peroralni, tak v injekéni formé, celkovy rozsah jejich pouzivani je vSak signifikantné

niz§i neZ u prvnich t¥ vyse uvedenych skupin (data USKVBL).

Ve vzorku kejdy ihned po zaockovani kmenem E. coli s plasmidové vazanym genem mcr-1
byla kromé genti rezistence k vySe uvedenym antibiotikiim potvrzena pfitomnost genu mcr-1.
Soucasn¢ byly navic od genti rezistence k antibiotiktim v kejd¢ jiz pfitomnych detekovany geny
rezistence k chinoloniim, aminokumariniim a bacitracinu (Obr. 14). Geny rezistence k t€émto
ttem skupinam antimikrobidlnich latek byly soucasti genomu testovaného kmene E. coli s mcr-
I ptidaného do kejdy. Po péti tydnech (37. den) pti ponechani inokulované kejdy pii pokojové
teploté jiz geny rezistence ke kolistinu (mcr-1), chinolonim, aminokumarinim a bacitracinu
nebyly vkejdé prokdzadny. To odpovidd skuteCnosti, Ze pét tydnl od zaoCkovani kejdy

testovanym kmenem jiz byly poCty E. coli s mcr-1 v kejdé€ nizsi nez 10 KTJ/g.

Geny rezistence k antibiotikiim v pudé

Piida ve srovnani s kejdou obsahovala na zékladé metagenomické analyzy sekvenacnich dat
pouze geny rezistence k beta-laktamim (blatem-1 gen) a tetracyklinim (fe#(C) gen).
V zastoupeni geni rezistence k antibiotikim v pudé pied a po aplikaci inokulované kejdy nebyl
zjistén rozdil (Tab. 8). Pti poctech log 4 KTJ/g E. coli s mcr-1 v pudé tyden po aplikaci kejdy
jiz vysledky metagenomické analyzy neodhalily pfitomnost genu mcr-1, ani dalSich gen

rezistence k antibiotikiim ptitomnych v kejde¢.

Pouzitd technika metagenomické analyzy je pii poctech E. colis mer-1 log 4 KTJ/g pod
detekénim limitem dané metody, coz potvrdily i vysledky metagenomické analyzy vzorkl pud
s riznym obsahem E. colis mcr-1. Piipoctech E. colis mcr-1log 7 KTJ/g pidy byly
metagenomickou analyzou detekovany ftadové stovky kopii genu mcr-1 (cca 200x) pfi
zastoupeni Enterobacterales 19 %, Enterobacteriaceae 18 % E. coli 8 % vSech pfitomnych
bakterii. Pfipoctech E. coli s mer-11log 5 KTJ/ g pidy vysledky metagenomické analyzy
rovnéz prokazaly ptitomnost genu mcr-1, ale pouze jednotky kopii genu (cca 4x). Soucasné
doslo k vyraznému poklesu detekovanych sekvenci identifikovanych jako Enterobacterales
(0,50 %), Enterobacteriaceae (0,40 %) a E. coli (0,10 %). Pti poctech E. coli s mcr-1 v pudé
log 2 KTJ/g jiz nebyl gen mcr-1 v pid¢ detekovan, sekvence Enterobacterales (0,3 %),
Enterobacteriaceae (0,2 %) a E. coli (0,03 %) tvotily méné jak pul procenta vSech piitomnych

bakterii.
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Tabulka 8. Distribuce genii kodujicich rezistenci k riiznym skupinam antibiotik v kejdé a pude

Kejda Pada

po po po po
Skupina pred po pred aplikaci | aplikaci | aplikaci | aplikaci
antibiotik medikact | medikaci |8 °/M | SECME L aplicaci | kejdy, | kejdy. | keidy, | keidy.
CT CT ty kejdy | t=1 =2 =1 =2
tyden tydny meésic meésice

Kolistin

Aminoglykosidy

Beta-laktamy
Makrolidy
Linkosamidy

Oxazolidiny

Fenikoly

Sulfonamidy

Trimethoprim

Tetracykliny

Chinolony

Aminokumariny

Bacitracin
CT — kolistin, EC — E. coli, t — Cas vySetfeni,

Sed¢ — pozitivni vyskyt genti rezistence k antibiotiku, bile — negativni vyskyt genti k antibiotiku

SloZeni mikrobiomu kejdy a pudy

Z celkové DNA vysetfovanych vzorkl kejdy a pidy bylo na zéklad¢ pouzitych analytickych
nastroji neklasifikovano v priméru 36 % (28-57 %) ziskanych sekvenci. Mezi vzorky kejdy
a pudy nebyly zjiStény rozdily v zastoupeni bakterii (69-78 %), eukaryot (0,3—1 %), archei (1—
4 %) a vira (0,04—1 %) (Obr. 12).

Z bakterii byla nejcastéji detekovana skupina bakterii Fibrobacteres, Chlorobi, Bacteroidetes
(FCB skupina), a to jak ve vzorcich piidy, kde byla zastoupena v rozmezi 28-33 % vSech
bakterii, tak ve vzorcich kejdy, kde byl jeji podil vyssi (43—51 %) (Obr. 13 a 14). Na druhém
mist¢ byly ve vzorcich pid detekovany Proteobacteria (primér 21 %, rozmezi 19-22 %),
nasledované zastupci Acidobacteria (prameér 18 %, rozmezi 17-19 %), Terrabacteria (primeér
14 %, rozmezi 13—14 %), bakteriemi patticimi do PVC (Planctomycetes, Verrucomicrobia,
Chlamydiae) skupiny (primér 7 %, rozmezi 6-7 %) a Spirochaetes (prumér 0,3 %, rozmezi 0,2—
0,3 %). Dominantni zastoupeni uvedenych taxonomickych kment bakterii bylo zjisténo také

v ramci metagenomické analyzy pd v rdmci nasi pilotni studie provedené v roce 2019.
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Ve vzorcich kejdy bylo zastoupeni vyse uvedenych skupin bakterii odlisné. Po bakteriich FCB
skupiny byly nejéastéji detekovany Terrabacteria (pramér 19 %, rozmezi 16-19 %),
nasledované Proteobacteria (pramér 17 %, rozmezi 12-23 %). VEtsi rozdily byly zaznamenény
v pfitomnosti Acidobacteria, které ve srovnani se vzorky pud tvofily v priméru pouze 0,3 %
bakterii a Spirochaetes, které byly naopak ve vétsi mife (primér 5 %, rozmezi 2-8 %)
zastoupeny ve vzorcich kejdy (graf 5). Vyssi vyskyt acidobakterii ve vysetfované pudé ve
srovnani s kejdou neodpovidal vyssi acidité ptdy, ktera se vyznacovala neutrdlni piidni reakci

(tabulkal). Kejda méla dle orienta¢niho méteni indikatorovym papirkem pH neutrélni az slabé

alkalické (pH 7-8).

Obrazek 12. Podil neklasifikovanych, bunécnych organismii a virii ve vysetiovanych vzorcich

kejdy a piidy

kejda pred medikaci CT |
kejda po medikaci CT | —
kejda s EC/mcer-1, t=0 |
kejda s EC/mcr-1, t=5 tydnd [
plida pred aplikaci kejdy | IR
plda s kejdou, t=1 tyden [N
plda s kejdou, t=2 tydny |
plda s kejdou, t=1 mésic I
plda s kejdou, t=2 mésice [N
0%  10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%  90%  100%

B Neklasifikovano m Bakterie M Eukaryota Archea HViry

CT — kolistin, EC — E. coli, t — Cas vySetieni
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Obrazek 13. Nejcastejsi skupiny bakterii v mikrobiomu vysetrovanych vzorku piid

pudapred apikact ey [N N
pida s kejdou, =1 e | O
pacaskeitou, =2y |
pidaskejdou, =1 mesic [ .
pidas kejdou, -2 mesice | S

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M FCB skupina ® Proteobacteria ™ Terrabacteria = Acidobacteria M PVC skupina M Spirochaetes M ostatni

FCB skupina — Fibrobacteres, Chlorobi, Bacteroidetes; PVC skupina — Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Chlamydiae, CT — kolistin, EC — E. coli, t — Cas vySetieni

Obrazek 14. Nejcastejsi skupiny bakterii v mikrobiomu vysetrovanych vzorku kejdy

kejda po medikaci CT _--

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B FCB skupina ® Proteobacteria ™ Terrabacteria = Acidobacteria B PVC skupina M Spirochaetes W ostatni

FCB skupina — Fibrobacteres, Chlorobi, Bacteroidetes; PVC skupina — Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Chlamydiae, CT — kolistin, EC — E. coli, t — Cas vySetieni
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Zmény mikrobiomu pudy a kejdy ve vztahu k pFitomnosti genu rezistence

k antibiotikiim

V ramci taxonomického kmene Proteobacteria, nebyly ve vzorku pudy pied aplikaci kejdy ani
ve vzorcich pid po aplikaci inokulované kejdy v riznych odbérovych terminech zjistény
rozdily v zastoupeni bakteridlnich ttid Alphaproteobacteria (27-31 %), Betaproteobacteria (21
—24 %), Gammaproteobacteria (21-23 %) a Delta - a Epsilonproteobacteria (21-25 %) (Obr.
15). Aplikace kejdy na pokusnou pudu neovlivnila mnozstvi enterobakterii natolik, aby se
zména mikrobiomu piidy projevila ve vysledcich sekvenacnich dat na zédkladé aplikovaného
analytického pfistupu. PfestoZe na zdklad¢ kultivace a PCR byly bakterie E. coli s genem mcr-
nepotvrdila pfitomnost genu mcr-1. Neptitomnost genu mcr-1 v pudé jiz tyden po aplikaci
inokulované kejdy pii poctech E. coli s mcr-1 v pudé log 4KTJ/g korelovala s velice nizkou
detekci sekvenacnich Usekli odpovidajicich bakteriim tadu Enterobacterales (0,3 % vSech

bakterii), které patii do tfidy Gammaproteobacteria.

V zahranic¢i byly metagenomickou analyzou vefejné dostupnych sekvenci vzorkl pid a motské
vody identifikovany jako prevazujici bakterialni nositelé geni rezistence k antibiotikiim rody
Alteromonas, Vibrio a Proteobacteria. Naopak ve vzorcich stfevniho traktu driibeze a prasat,
ve kterych byl detekovan i gen mcr-1, byli jako hlavni bakteridlni nositelé gent rezistence

k antibiotiklim urceni zastupci Escherichia, Bacteroides a Clostridium (Zeng et al. 2019).

V pribéhu sledovani pifezivani E. coli s genem mcr-1 vkejdé pii pokojové teploté byl
zaznamenan posun v zastoupeni bakterialnich tfid patficich do kmene Proteobacteria (Obr. 16).
Ihned po piidavku testovaného kmene E. coli s mer-1 do kejdy po medikaci prasat kolistinem
doSlo ke zvySeni podilu Gammaproteobacteria na 41 % v porovnani s nezaockovanou kejdou
po medikaci (27 %). Po péti tydnech, kdy doslo k poklesu E. coli s genem mcr-1 v kejde€ z log
7 KTJ/g na méné nez 10 KTJ/g, doslo ke snizeni podilu Gammaproteobacteria (17 %) ve
prospéch Delta- a Epsilonproteobacteria (63 %). V kejd¢ prasat ithned po ptidavku E. coli
s genem mcr-1 bylo 5 % bakterii identifikovano jako zastupci fadu Enterobacterales. Za pét
tydnd, kdy jiz na zadkladé metagenomické analyzy nebyl v inokulované kejdé gen mecr-1

prokéazan, bylo do tadu Enterobacterales zatazeno jen 0,3 % bakterii.

Zastoupeni Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria a Delta-

a Epsilonproteobacteria po péti tydnech od zaockovani kejdy se pfiblizilo stavu v kejdé prasat
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pred medikaci kolistinem (Obr. 16). Mezi Delta- a Epsilonproteobacteria byly detekovany
jednak aerobni bakterie Myxococcales, ale zejména anaerobni bakterie fadi Desulfobacterales,
Desulfuromonadales, Syntrophobacterales a mikroaerofilni bakterie Campylobacterales.
V pribéhu skladovani inokulované kejdy po medikaci kolistinem, tak pravdépodobné
dochézelo k anaerobnim procestim a poklesu obsahu kolistinu vedoucim k rozvoji zejména
anaerobnich sulfit redukujicich bakterii, které prevazovaly i v kejdé¢ odebrané na farmé pred

zahajenim medikace prasat.

Obrazek 15. Podil bakterialnich trid v ramci Proteobacteria v pude pred a po aplikaci kejdy

puda pred aplikaci kejdy
plda s kejdou, t=1 tyden
puda s kejdou, t=2 tydny

plda s kejdou, t=1 mésic

0% 20% 40% 60% 80% 100%

plda s kejdou, t=2 mésice

M Alphaproteobacteria ™ Betaproteobacteria W Gammaproteobacteria I Delta/epsilonproteobacteria M Nepfifazené
CT — kolistin, EC — E. coli, t — Cas vySetfeni

Obrazek 16. Podil bakteridlnich trid v ramci Proteobacteria v kejdé pred a po medikaci

kolistinem a béehem skladovani kejdy inokulované E. coli s genem mcr-1

kejda pred medikaci CT

kejda po medikaci CT

kejda s EC/mcr-1, t=0

kejda s EC/mcr-1, t=5 tydna

0% 20% 40% 60% 80% 100%

m Alphaproteobacteria m Betaproteobacteria ® Gammaproteobacteria = Delta/epsilonproteobacteria B Nepfifazené

CT — kolistin, EC — E. coli, t — Cas vySetfeni
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Vysledky zahrani¢nich studii ukazuji, Ze naklddani s organickymi hnojivy zvitat pted jejich
tohoto genu do pudy. Gao et al. (2019) ve své studii prokazali, ze kompostovani kravského
hnoje vedlo kredukci genu mcr-1, kterd korelovala se snizenim poctu potencidlnich
bakterialnich nositelll tohoto genu, Enterobacteriaceae a Pseudomonas. Béhem kompostovani,
byla metodou kvantitativni PCR zjisténa > 90 % eliminace mcr-1 béhem 15 dni pfi teplotach
44-65 °C, za 22 dni byl gen mcr-1 nedetekovatelny. V dalsi studii kombinace vysledka
kvantitativni PCR pro detekci genu mcr-1 a 16S rRNA sekvenovani prokéazala, Ze zastoupeni
bakterii Enterobacteriaceae, které piedstavuji hlavni nositele mcr-1, se zvySuje pfirozenym
vysouSenim prasecich exkrementd a naopak snizuje jeho oSetienim anaerobnimi rozkladnymi

procesy (Xia et al. 2019).

Zmény mikrobiomu pidy vlivem mraZeni

Pti sledovani vlivu mrazeni na slozeni mikrobiomu ptdy bylo zji§téno, ze zamrazovani nema
vyznamny vliv na sloZzeni mikrobiomu. Drobné rozdily byly pozorovatelné u bakterii skupiny
FCB a Acidobacteria, kdy postupem c¢asu mirné¢ klesaly pocty bakterii skupiny FCB
(Chitinophagaceae + Flavovacteria + Sphingobacteria + Cytophagales), oproti tomu pocty
Acidobacteria (Blastocatellia + Acidobacteriales) mirn€ stoupaly. Zastoupeni kmene
Proteobacteria se mezi vzorky nelisily, vliv na ndmi sledovanou ¢eled’ Enterobacteriaceae tedy
zamrazovani vzorki nemda. Z pohledu sledované mikrobioty byly bakterie celedi
Enterobacteriaceae v malych mnozstvich kultivaéné detekovany ve vSech vzorcich, piestoze
pfi metagenomické analyze bylo procentualni zastoupeni této celedi ve vSech vySetiovanych

vzorcich nizké (~0,1 %).
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4.2 Analyticka ¢ast — ¢ast B

Prvni experimenty byly provedeny s HLB kolonkami, protoze jejich vyuziti je v dostupnych
publikacich nejcastéjsi. Jako extrakéni ¢inidlo byla zvolena kyselina mraven¢i v rliznych
koncentracich a také v kombinaci s methanolem, protoZe kolistin je vysoce polarni sloucenina
s velkou rozpustnosti ve vod¢. Pii kyselém pH bude jeho molekula kladné nabita. Tyto postupy
se osveédcCily, pokud byl ptipraven modelovy roztok kolistinu do ptislusné extrakéni smési (bez
extrahované piidni matrice). VytéZnost potom dosahla 72 % pro 0,2% kyselinu mravenci.

Na modelovych vzorcich byl testovan vliv matrice na kvantifikaci kolistinu. K 1 ml extraktu
z pidy byl pfidan 1 pg kolistinu. Byly porovnany intenzity signalu v Cisté extrakéni smési
a v extraktu. DoSlo ke sniZeni signdlu na kvantifikacnich hmotach ve smési s kyselinou
mravenéi o 35-40 %. Naopak v Cisté vodé doslo k navyseni signalu o 10-15%. Z tohoto
davodu, pokud je to mozné, je vhodné délat matri¢ni roztoky standardt. V dalSich métenich
toto doporuceni nebylo dodrzeno, protoze se testovalo velké mnozstvi riznych extrakénich
¢inidel. Pokud by byla vybrdna vhodnd extrakéni smeés, byly by vzorky pfipraveny do
ptislusného matri¢niho roztoku.

Poslednim krokem bylo ovétit metodu na modelovych vzorcich, kdy do vzorku puady pied
aplikaci kejdy byl v laboratofi pfidavéan kolistin. Podle dostupné literatury byly zvoleny rtizné
metody pro izolaci a zakoncentrovani kolistinu pomoci SPE (Tab. 6). Extrakce byly opakovany
vicekrat. Na zacatku bylo pracovano s piidavkem kolistinu 1 pg. Poté bylo pfistoupeno
k navySeni koncentrace a extrakce byly provadény s ptidavkem 10 a 100 pg.

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, je nejcastéji vyuzivanou SPE kolonkou kolonka s HLB
stacionarni fazi. Proto byla pouzita jako prvni a bylo s ni provedeno nejvice experimentt. Byly
vyzkouSeny rizné extrak¢ni smési, véetné Mcllvainova pufru s kyselinou EDTA. Tato metoda
se vyuziva pro extrakci jinych antibiotik z piidy. Ani v jednom piipad¢ ze vSech ovérovanych
postupit nedoslo k izolaci a detekei kolistinu. Moznym divodem bylo vytvofeni komplexu
s huminovymi latkami a diky tomu nedoslo k zachyceni na HLB kolonce. Z tohoto dtivodu bylo
pouzito dvojnasobné extrakce (Obr. 9¢). Na kolonce s anionaktivnim iontoménicem (SAX) —
predpoklad sorpce organickych kyselin z extraktu a dale kontinualnim ptevodem jiz proslého
roztoku na HLB kolonku - pfedpoklad 0¢inngjsi sorpce kolistinu. Eluce a analyza byla
provedena jen z frakce z HLB. Ani tento postup se neosveédcil a kolistin nebyl detekovan.
Poslednim typem SPE, kde je vyuzivan dalsi typ stacionérni faze, je kolonka WCX se slabym
kationtoménicem. V tomto piipad¢ byl predpoklad takovy, ze kladné nabity kolistin se zachyti
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na stacionarni fazi a bude poté eluovan ptislusSnym eluénim c¢inidlem. Pfi nasledné analyze se
ani u této metody nepodafilo kolistin detekovat.

Kolistin se nepodafilo z ptidy vyextrahovat a detekovat. Diivodi, pro¢ tomu tak bylo, maze byt
vice. Je to sorpce na plidni organickou hmotu, vytvofeni komplexti s huminovymi latkami,
sniZeni signdlu pfi ionizaci vlivem matrice. Neuspech pti analyze bude ziejmé ve spojeni vSech
téchto faktord. Kolistin je velmi polarni molekula s aminoskupinami, které¢ jsou v Sirokém
rozmezi pH nabité kladné. V pid¢€ se nachazi celd fada huminovych latek, které maji zaporné
nabité funkéni skupiny (karboxylové kyseliny). Molekula kolistinu potom muize vytvaret velmi
silné vazby, které se az mohou podobat vazbam kovalentnim. Davis ve svoji praci zkoumal
sorpci peptidovych antimikrobik, mezi nimi i kolistin, na pidu a stanovoval hodnoty
koeficientu Kd (Davis et. al., 2020). Tento koeficient popisuje distribuci v systému voda x puda
(sediment, kal). Je dileZitym parametrem pro hodnoceni pifedpovédi pohybu latek v Zivotnim
prostiedi. Zejména pro velmi polarni molekuly je vedle koeficientu logP (koeficient n-
oktanol/voda) dalsim dtlezitym faktorem pro toto posouzeni. Hodnota logP pro kolistin je -3,3
(Pubchem), podle které by se dalo usoudit, ze bude kolistin dobie dostupny v ptidnim roztoku.
V tomto ohledu je vyznamnéjSi hodnota Kd, ktera ukazuje na efekt zcela opacny.
Experimentalné stanovend hodnota Kd pro kolistin E1 byla 111 (LUFA,pH 4,7) a vic jak 52
(LUFA, pH 6,88); pro kolistin E2 byla 256 (LUFA,pH 4,7) a vic jak 185 (LUFA, pH 6,88), coz
ukazuje na velmi silnou sorpci v ptidé a nizkou biodostupnost (Davis et. al., 2020). Autor se
také zmifuje, Ze kolistin z pidy nebylo mozné kvantitativné vyextrahovat celou fadou
rozpoustédel. Podle jeho pozorovani vykazuje velkou sorpci na PTFE a také fotooxidaci (Davis

et. al., 2020).
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5. ZAVERY

Funk¢ni tkol ptinesl nové poznatky v oblasti pfezivani bakterii E. coli s plasmidové vazanou

rezistenci ke kolistinu v zeméd¢lském prostiedi.

Byl navrzen a aplikovan unikatni pfistup kombinujici kultivaci a metagenomiku pro detekci
bakterii rezistentnich ke kolistinu/genti mcr ve vzorcich prase¢i kejdy a piady. V ramci

metagenomické analyzy byl stanoven detekcni limit metody pro prikaz genu mcr-1.

Modelovy pokus ptezivani kmene E. coli s genem mcr-1 prokazal jeho perzistenci v kejde po
dobu 5 tydnti a v pid€ po dobu 4 mésict. Dosazené vysledky dokazuji, Ze aplikace organickych
hnojiv zZivocisného pivodu z chovi, kde byl pouzit kolistin, jednozna¢né vede ke zvySenému
vyskytu rezistentnich bakterii v ptidé.

Nebyla prokazana pfitomnost genti rezistence mcr-1 v rostlinach péstovanych na piidé, kde byla
aplikovana kejda z pfedmétného chovu.

Pti zohlednéni vysSe uvedeného je pii aplikaci organickych hnojiv Zivocisného ptivodu na
zemédélskou piidu potiebné zvaZovat nejen benefity, které tato aplikace piind$i, napf.
obohaceni pudy o organické Ziviny, ale rovnéz rizika pfenosu a Sifeni rezistence plynouci ze

zapracovani hnojiv pochézejicich z chovtl, kde byla zvifata oSetfena antibiotiky.

Bylo zjisténo, ze zamrazovani vzorkl pid nema na slozeni ptidniho mikrobiomu vyznamny

viiv.

V ramci pfipravy metody pro detekci kolistinu v puadé byla vyzkouSena celd fada metod
extrakce a zakoncentrovani kolistinu ze vzorku pudy. Zadnd z tdchto metod nevedla
k pozitivnim vysledkiim, a proto nebyly déle analyzovany vzorky pidy odebrané v ¢asovém
horizontu po aplikaci kejdy. Podle vlastnosti kolistinu lze predpokladat jeho velmi silnou sorpci
v pudé¢ a tim snizenou biodostupnost. Je otazkou, jestli nebo jak se podaii kolistin kvantitativné
stanovit. Nicméné je vhodné pokracovat s danymi experimenty se zvySenou koncentraci
modelovych vzorkt, zkusit také sorpcni experiment s roztokem a ptidou pted aplikaci kejdy
k ovéfeni predpokladu vyznamné sorpce kolistinu v ptid€. Dalsim krokem by mohlo byt vyuziti
citlivéjsiho ptistroje LC/MS/MS a zkusit tak analyzu bez jakékoliv Upravy extraktu (pouze

filtrace). Zde mohou byt nevyhodou velké matri¢ni efekty, na jejichZ vliv je potieba klast diraz.
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S ohledem na ziskané informace je diilezité rozsifit znalosti o pfezivani rezistentnich bakterii
v ruznych typech zemédélskych odpadii zivocisného plvodu. Rovnéz zatéz pudy rezidui
(zbytky) antimikrobnich 1€Civ patii mezi oblasti, kde by bylo vhodné ziskat data z podminek
v CR. Zamérem je primarn& vénovat pozornost tiem majoritnim druhtim hospodatskych zvitat,
které jsou chovany ve vnitinich prostorach hal a stdji, z nichz pochdzeji statkovd hnojiva
nasledn¢ aplikovana na ptidu. Na zéklad¢ mikrobiologickych analyz zaméfenych na rezistentni
bakterie a chemickych analyz zaméfenych na rezidua bude mozné zptesnit definovani rizik
Sifeni antimikrobidlni rezistence a piipadné zatéze rezidui vlastnich 1é¢ivych latek (ptfipadné
jejich mikrobiologicky aktivnich metabolit) pfi vyuzivani praseci kejdy, podestylky dribeze,
mocuvky a hnoje skotu k fertilizaci zeméd¢€lskych pud. Z letosniho roku (2020) jsou
z provedenych praci dostupné vysledky pro kolistin a to piedev§im ve vztahu k rezistenci
a perzistenci bakterii s plasmidové vazanou rezistenci ke kolistinu v ptidé. Na rok 2021 je
v pldnu pokracovat se studii podestylky a pudy se zapracovanou podestylkou pochdzejici
z chovll kura domdaciho po aplikaci VLP s enrofloxacinem, ktery je u driibeze frekventné
pouzivan a zéaroven patii mezi kriticky vyznamna antimikrobika z pohledu ochrany zdravi

¢lovéka.
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Cerpani finanénich prostiedkii k funkénimu tikolu ,,AMR v pidé a pFipadné dalsich

¢astech Zivotniho prostiredi® za rok 2020

Metagenomicka analyza vzorkid pudy a kejdy véetn¢ vyhodnoceni a
interpretace vysledkti (VUVeL)

34 041 K¢

Analyzu rezidui kolistinu ve vzorcich pudy:
- optimalizace LC/MS metody
- analyza redlnych vzorki ptidy po aplikaci kejdy (FCH VUT)

170 000 K¢

Zpracovani podkladii a expertni posouzeni, podil na sestaveni zpravy ve
vztahu k:
- datim o spotfeb¢ antimikrobik se zaméfenim na spotieby kolistinu
v CR (sumarizace pro uéely sledovani zatéze Zivotniho prostiedi)
- spolupraci na vybéru farmy, analyze a interpretaci dat z farmy
s ohledem na pouzivana VLP, véetné kolistinu a moznym dopadiim
na rezistence a rezidua a jejich prenos do piidy (USKVBL)

20 000 K¢

Ostatni osobni vydaje — DPP (48 hodin 4 300 K¢/hod.)

14 400 K¢

PHM

1 718 K¢

Néklady na odbér pidnich vzorkl

14 956 K¢

Chemikalie a laboratorni pomucky

240 498,12 K¢

Celkem

495 613,12 K¢&

Relevantni datiové doklady jsou k dispozici v uéetnictvi UKZUZ.
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