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SEZNAM ZKRATEK

AMEG Expertni skupiny pro antimikrobika (Antimicrobial Advice Ad Hoc Expert
Group) pii Evropské 1ékové agenture

AMR Antimikrobidlni rezistence

AP NAP Akeni plan Narodniho antibiotického programu

CBP Clinical breakpoints (klinické hrani¢ni hodnoty)

CIP Ciprofloxacin

CVMP Committee for Veterinary Medicinal Products
(Komise pro veterinarni 1é¢ivé piipravky

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (ethylenndiamintetraoctova kyselina)

ENR Enrofloxacin

ECOFF Epidemiological cut off (epidemiologické hrani¢ni hodnoty)

HPLC High performance liquid chromatography, (vysokou¢inna kapalinova
chromatografie)

LC/MS Liquid chromatography-tandem mass spektrometry (kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii)

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MWE Microwave extraction (mikrovlnna extrakce)

Na;EDTA  disodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové

NWT Non-Wild Type

OIE Svétova organizace pro zdravi zvifat (World Organisation for Animal Health)

PCU Population Correction Unit

PLE Pressurized liquid extraction (extrakce kapalinou za zvySeného tlaku)

PMQR Plasmidové pfenosna rezistence vii¢i fluorochinoloniim

PSA Primary secondary amine (primarni sekundarni amin)

SPE Solid phase extraction (extrakce na tuhou fazi)

UPLC Ultra performance liquid chromatography (ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie

VLP Veterinarni 1é€ivé ptipravky

WHO World Health Organization (Svétova zdravotnické organizace)
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ABSTRAKT

vvvvv

spocivajici v rozvoji a Sifeni rezistence k antimikrobikiim. Skupinou antibiotik s kritickym
vyznamem jak pro humanni, tak pro veterinarni medicinu jsou fluorochinolony.
Fluorochinolony se pouzivaji u viech hospodaiskych zvifat, v ramci Ceské republiky je viak
dolozeno, ze téméi 80 % spotieb fluorochinolonti je vyuzivano u dribeze. Navic byla
detekovana vysoka mira rezistence k flurochinolonim u rodu Campylobacter spp. a izolati
E.coli z brojlerq, krit a jatecnych tél driibeze (interpretovano dle epidemiologickych hranicnich
hodnot). Pro Ceskou republiku je dostupné rovnéz posouzeni MIC k fluorochinolontim u E.coli
pochazejici od dribeze v rdmci monitoringli z nemocnych zvifat i ze zvifat na jatkach. Na
vyznamu nabyvaji vstupy rezidui kontaminujicich latek, vcetné antimikrobik a tedy
1 fluorochinolontt do Zivotniho prostedi. V roce 2021 byl projekt zaméfen na enrofloxacin
(a jeho metabolit ciprofloxacin) medikovany brojlerim kura domdaciho. Byla optimalizovana
metoda stanoveni uvedenych latek v napajeci vodé, podestylce a ptidé. Byl proveden modelovy
pokus zaméfeny na pietrvavani ENR/CIP v pid¢ vyhnojené driibezi podestylkou od zvifat
lécenych enrofloxacinem. Pomoci tohoto pokusu bylo potvrzeno setrvani enrofloxacinu v pade
16 tydnt po aplikaci dribezi podestylky. Byly vymezeny moznosti pokra¢ovani funkéniho
ukolu pro rok 2022 (stanoveni PMQR u E.coli v navaznosti na pouzivani fluorochinolonti

u driibeze).
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1. UVOD

Predlozeny dokument je tieti ze série zprav zpracovanych v ramci plnéni parcialniho cile 1.1.5
stanoveného v ramci realizacni napln¢ Akcniho planu Narodniho antibiotického programu (AP
NAP) schvéleného na obdobi 2019-2022. Naplni uvedeného cile AP NAP je zformulovat
ramec pro sledovani bakteridlnich kmenii rezistentnich k antimikrobikim v ptidé a rezidui
lé¢ivych latek pouzivanych v chovech hospodarskych zvifat s riziky pro Zivotni prostiedi
a navrzeni zakomponovani problematiky sledovani AMR do programu monitoringu ptid v CR.
Tato aktivita navazala na vysledky a prace predchozich dvou let. V roce 2019 byl zpracovan
analyticky dokument, ve kterém byly identifikovany mozné pfistupy vhodné pro sledovani
zatéze:

e antimikrobikum (vybér primarné dle zatéZe pro Zivotni prostfedi a kritického vyznamu

pro humanni ¢i veterinarni oblast, ¢i miry spotieby) +
e zvife (cilovy druh/produkéni kategorie hospodaiskych zvitat) +
e vehikulum pro ptenos do zemédélské pudy (kejda u prasat, podestylka u dritbeze, hniyj

u skotu).

V témze roce byla provedena pilotni studie, ktera poskytla prvni vysledky a nastinila smér prace
na nadchdazejici rok.

V roce 2020 byl projekt zaméten na kolistin a jeho pouziti u prasat s potencidlnim dopadem do
zivotniho prostiedi ve smyslu mozného pienosu rezidui, bakterii a rezistenci do ptidy, do niz je
zapracovana kejda prasat medikovanych kolistinem.

Pro rok 2021 bylo napldnovano zaméfit se na studium enrofloxacinu (ENR) a jeho metabolit
ciprofloxacin (CIP) u brojleri kura doméciho s potencialnim dopadem do zZivotniho prostfedi
ve smyslu mozného pfenosu uvedené latky podestylkou do pidy. Pro nasledujici rok 2022 by
bylo vhodné zjistit vyskyt bakterii £. coli nesoucich geny PMQR v podestylce at’ jiz v Cerstvém
stavu, ¢i fermentované a prezivani bakterii E.coli s geny PMQR v pdé po aplikaci podestylky

z chovu brojlerii oSetfenych veterindrnim 1é¢ivym piipravkem obsahujicim enrofloxacin.

1.1. Diivod pro vybér enrofloxacinu, indikace a podminky pouziti

V ramci daného funkéniho ukolu je navazano na prvni zpravu, ve které byla pomoci dostupnych
informaci z odborné literatury zpracovana vychozi analyza, z jejichz zavért vyplynulo, Ze

jednou ze skupin, které ma smysl monitorovat z pohledu mozné zatéze pidy jsou fluorované
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chinolony (fluorochinolony). Dal§im divodem monitorovani je i skute¢nost, ze fluorované
chinolony patfi mezi kriticky vyznamna antimikrobika a to dle klasifikace WHO (2019):
humanni oblast, OIE (2021): veterinarni oblast i AMEG (2020) spojujici kritéria z humanni
i veterinarni oblasti. Pro Ceskou republiku (déle CR) ve vztahu k sektoru hospodaiskych zvifat
jsou z dan¢ skupiny relevantni a pouzivané enrofloxacin a marbofloxacin, u zvifat v zdjmovém
chovu pak pradofloxacin. Naprostou vétSinu spotieb fluorovanych chinolont za poslednich 10
let 1ze v CR alokovat na enrofloxacin, ktery je podavan hospodaiskym zvitatim jak ve formé
injek¢ni, ale pro celkovou spotiebu urcujici je pfedevsim spotfeba peroralné podavanych forem
veterinarnich 1€¢ivych ptipravka. Marbofloxacin je dostupny pouze v injekéni formé a jeho
podani je tak velmi individualizované.

U tady hospodaiskych zvitat se enrofloxacin riznou mirou metabolizuje na mikrobiologicky
ucinny ciprofloxacin, proto je potieba sledovat obé formy antimikrobik a jejich osud po podani
enrofloxacinu (jak ve tkanich zvitat uréenych k lidskému spotiebé, jejich produktech, tak také

v exkrementech a nasledné ptipadné v pide).

Zavérecnou odbornou rozvahu pro fluorochinolony pfi zohlednéni vychozi analytické zpravy
z roku 2019 lze shrnout do nésledujicich bodu:

* sledovat rezidua enrofloxacinu a jeho metabolitu ciprofloxacinu v ptidé, zejména v okoli
chovll dribeze (v men$i mife prasat), a to zejména tam, kde byla zapracovana podestylka
z chovt driibeZe (pfipadné, kde je relevantni také kejda z chovil prasat)

* sledovat vyskyt rezistence (napt. geny par, gyr, gep, ogx, aac(6’)Ib) ¢i dalsi dle aktualniho
stavu poznani a odborné rozvahy a zaméfit se predevSim na detekci transferabilni rezistence

pfenasené pomoci plazmidi (PMQR).

1.1.1 Aktualni klasifikace chinolonti a fluorovanych chinolonii dle WHO, OIE a AMEG
Fluorované chinolony (v€etné enrofloxacinu, marbofloxacinu a pradofloxacinu — tedy vSech,
které maji v soucasnosti v CR platnou registraci a ciprofloxacinu, jako metabolitu
enrofloxacinu) jsou zafazeny na seznamu WHO (2019) v 6. vydani mezi tzv. ,,antimikrobika
s kritickym vyznamem nejvyssi priority pro huméanni medicinu® (Highest Priority Critically
Important Antimicrobials = HP CIAs), ktera napliiuji soucasné obé¢ z kritérii vyznamnosti (C1
a C2) a také vSechna kritéria P1, P2 a P3.

Kritérium Cl1: jedinecna, nebo jedna z omezené dostupnych lécebnych moznosti pro 1écbu

zavaznych bakteridlnich onemocnéni ¢loveéka, pro fluorochinolony zdiivodnéna nasledovné:
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V ramci 1écby infekci ¢lovéka — omezend moznost 1écby pro klinické ptipady infekci
vyvolanych Campylobacter spp., invazivni onemocnéni vyvoland Salmonella spp. a infekce
vyvolané multirezistentnimi kmeny Shigella spp.

Kritérium C2: pouziti pro 1ébu infekcei s moznosti prenosu z ,,non-humannich* zdrojt, nebo
s pfenosem rezistence z ,,non-humannich® zdroji, pro fluorochinolony zdavodnéno
nasledovné:

V ramci ptenosu vlastnich infek¢nich agens ¢i rezistence z non-humannich zdrojt (tedy napf.
ze zvirat na Cloveka, ¢i prostfednictvim environmentu) — riziko ptenosu Campylobacter spp.
a zastupcu enterobakterii, véetné E.coli a Salmonella spp.

Kritérium P1: Pouziti pro 1é¢bu velkého mnozstvi lidi, pro kterou jsou omezené moznosti
z dostupnych antimikrobik. Naplnéno pro fluorochinolony.

Kritérium P2: Pouziti s vysokou frekvenci v huméanni mediciné nebo u jinych vysoce rizikovych
skupin. Naplnéno pro fluorochinolony.

Kritérium P3: Pouziti u infekei lidi, kde existuje rozsahlé mnozstvi diikkazii o pfenosu
rezistentnich bakterii nebo genli rezistence z ,,non-humannich® zdrojii. Naplnéno
u fluorochinolont — riziko ptenosu Campylobacter spp. a zastupct enterobakterii, véetné E.coli

a Salmonella spp.

Z pohledu klasifikace OIE (2021), kdy posledni dostupné aktualizace seznamu antimikrobik
s vyznamem pro veterinarni medicinu byla vydana v Cervnu 2021, jsou fluorochinolony
zafazeny mezi ,,veterinarni kriticky vyznamna antimikrobika®, splituji souc¢asné dvé kritéria:
Kritérium C1: vice nez 50 % respondentii na dotaznik OIE identifikovalo vyznamnost (a jsou
uréeny téz indikace, pfipadné patogeny), pro fluorochinolony to jsou nezbytnost pro 1é¢bu
septikémii, ale i respiracnich ¢i gastrointestindlnich infektd. Fluorochinolony byly oznaceny za
extrémné vyznamné pro veterindrni medicinu s ohledem na Siroké uplatnéni u fady indikaci
(a nutno dodat 1 pro vyborné farmakokinetické vlastnosti).

Kritérium C2: 1écba zavaznych infekci zvitat a dostupnost alternativnich antimikrobik (pokud
dand skupina lé¢ivych latek je identifikovana jako esencidlni proti specifickym infekcim a je

identifikovan nedostatek alternativ).

Z pohledu klasifikace AMEG (2020) patii fluorochinolony do skupiny B (restrict, tedy
omezte), jejich pouziti by se tedy mélo zvazovat pouze v ptipadech, kdy nejsou mozné jako

klinicky ucinné alternativy ze skupin s niz$imi riziky (C a D). Vzdy, kdyz je to mozné mél by
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byt podavan jakykoliv zastupce z této skupiny antimikrobik pouze po otestovani citlivosti.

Klasifikace AMEG vychazela z faktu, ze fluorochinolony naplnily nasledujici kritéria:

a)

b)

d)

Pienos rezistence prostiednictvim uspéSného klonu/: definovany jako vertikalni
pfenos genil rezistence z rodicovské na dcefinou bakterialni buniku/y, s potencialné

Sirokou diseminaci na 1é¢ivo odolného klonu v ramci bakterialni populace:

Nejen piitomnost genu na mobilnim genetickém elementu, ale rovnéz pienos
prostfednictvim vysoce transmisibilniho, z pohledu Sifeni tispéSného klonu s rezistenci
k fluorochinoloniim.

Horizontalni prenos rezistence pomoci mobilnich genetickych elementd,
u fluorochinolont napt. geny na plasmidech ¢i transpozonech

Ko-selekce rezistence, definovana jako typ rezistence, kde pouziti jednoho
antimikrobika umoziiuje vznik/vyskyt rezistence na jinou skupinu ¢i podskupinu
antimikrobik s odliSnym spektrem u¢innosti. Pfi posouzeni v rdimci AMEG bylo toto
omezeno na princip ko-selekce, kdy rozdilné geny jsou alokovany na shodném
mobilnim genetickém elementu (plasmidy, ¢i napf. také elementy typu insercnich
sekvenci). Existuji i specifické ptipady, kdy jeden gen kdduje uréity mechanismus
rezistence postihujici nékolik neptibuznych skupin antimikrobik (napt. vicelékové
pumpy v efluxnich systémech). Pro fluorochinolony zde byla udélena klasifikace 2 (ze
3stuptiového systému), ktera indikovala bud pfitomnost genu rezistence
k fluorochinolontim s jinymi geny rezistence na mobilnim genetickém elementu nebo
lokaci genu v prostiedi, které umoZziiuje mobilizaci genu spolu s dal$imi geny (napf.
inser¢ni sekvence)

Pi‘enos rezistence jak pres zoonotické, tak také komensalni bakterie pivodem
z potravin pro fluorochinolony plati obé moZnosti €ili jsou fazeny do kategorie 3.
Zoonotické a soucasné z potravin pochdzejici jsou naptiklad napt. Salmonella spp.,
Campylobacter spp., E. coli, enterokoky

Obdoba rezistence: pro fluorochinolony plati, Ze existuji shodné geny rezistence
izolované jak u zvitat, tak u lidi (jde vSak spiSe o tu skutecnost, v jakém rozsahu jsou

konkrétni kmeny, ¢i mobilni genetické elementy shodné.
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1.1.2 Platna pravni uprava, davka, frekvence a celkova doba podavani, vymezeni druhi
driibeZe a ochranni Ihiita spolu s omezenim pro vejce platné v CR pro VLP

s enrofloxacinem

Z pohledu klasifikace dle platnych pravnich predpist v CR plati pro VLP s fluorochinolony
rezim indikaéniho omezeni, ktery upravuje vyhlaska 344/2008. V ramci Ceské republiky,
ale i Evropské unie (nasledné¢ po fizeni pfezkumu pro perordlné podavané VLP
s enrofloxacinem — Commission Implementing Decision (C (2014) 1484), jsou platné registrace
pro VLP, u kterych je schvéleny rezim podavani pro schvalené indikace a cilové druhy kura
domaciho a kriity v ddvce 10 mg enrofloxacinu/kg Zivé hmotnosti/den po dobu 3-5 po sobé
jdoucich dnu. Pficemz rezim Sdenniho podavani se povazuje za opodstatnény u smisenych ¢i
1 chronickych infek¢énich stavii, avSak pouze tehdy reaguji-li na 1écbu do 2—3 dnt. JelikozZ je de
facto povinné z vyhlasky mit k dispozici vySetieni citlivosti, mély by byt pro piipad selhani
k dispozici vysledky pro dal$i antimikrobika, kterd by bylo mozno pouzit pti selhani 1&Cby.
V klinické praxi vSak je portfolio dostupnych VLP/ antimikrobik omezené, mimo jiné i délkou
ochranné lhity, kterd nasledné limituje podéani zejména v pozdéjsich fazich vykrmu brojlert, ¢i
nejsou stanoveny ochranné lhiity pro vejce ke konzumu, coz prakticky znemoziiuje podéani
u nosnic. Pro VLP obsahujici enrofloxacin jsou harmonizované schvaleny ochranné lhity 7 dnti
pro maso (v€etné vnitinosti) u kura domaciho, 13 dnli pro maso (v€etn€ vnitinosti kriit)
a pfedmétné peroralné podavané veterinarni 1é€ivé piipravky nejsou registrovany pro nosnice
produkujici vejce pro lidskou spotfebu a rovnéz je upozornéno, Ze se nemaji predmétna VLP

podavat kuficim (budoucim nosnicim) 14 dnil pfed zapocetim sndsky vajec.

Profylaxe, metafylaxe, |écba
U fluorovanych chinolonti je znamo, Ze jsou v sektoru dribeze uplatiiovany vSechny tii mozné
piistupy, kdy lze VLP podavat. V ptipad¢ pouziti ve velmi ¢asnych stadiich vykrmu, jelikoz
jsou fluorochinolony v rezimu indika¢niho omezeni, méla by byt i pro tyto pfipady testovana
citlivost napt. u oslabenych zvifat ¢i (byt' 1 ojedinélych) thyni, nebo by alespont méla byt
k dispozici informace o citlivosti/vyskytu moZnych etiologickych agens z lihné
(epidemiologicka souvislost). U pouziti u dritbeze v produkénim cyklu plati obdobné (tedy pro
dané hejno by mély byt k dispozici vysledky citlivosti opraviujici podani enrofloxacinu).
a) profylaktické podani, kdy se jedna o podani celé hale naskladnénych brojlerti kura ve
stafi jeden den az nékolik dnti (celkova doba podani vétSinou 3 dny, ¢i max 5 dnti), a to

z divodu presumpce rozvoje infekce/infekci u jednodennich kutat (v disledku

10
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nevyrovnanosti/oslabeni naskladiiovanych jednodennich kutat, del§iho transportu,
naskladnéni poctu kutat v mife hrani¢ni az mirné ptesahujici kapacitu haly);

b) metafylaktické podani, kdy se se jednd nejcastéji o podani celé hale naskladnénych
brojlert kura ve stafi jeden den ¢i prvni tyden po naskladnéni (celkova doba podani
vétsinou 3 dny, ¢i max 5 dnti) a to z divodu, ze jsou v hejnu pritomny indicie (napf.
pocinajici ,,nadlimitni* thyny), pfipadné je jiz zndma i citlivost (pfimo z uhynulych
kurat (pfi transportu, naskladnéni));

c) lécebné podéani (celkové méné cast¢ ve srovnani s piedchozimi dvéma typy,
v pokrocilejsich fazich vykrmu) z divodu jednoznacné medicinské indikace (diagnézy

patologii, uhyni apod. v rdmci hejna).

1.2. Situace a trendy ve spoti‘eb& enrofloxacinu v Ceské republice
a v kontextu se staty EU/EEA

Trendiim ve spotfebach fluorochinolonti by méla byt vénovana zdsadni pozornost, a to
pfedevsim z diivodu, Ze jsou to antimikrobika s indikaénim omezenim, kde u vybranych
bakteridlnich agens (E.coli, salmonely, kampylobaktery) jsou rezistence jiz i v CR velmi
vysoké. Problémem je predevSim mira pouzivani fluorochinolonti u dritbeze. Lze uvést, ze
ackoliv, co do hmotnostnich objemii nepatii fluorochinolny mezi skupinu s nejvyssimi
spotfebami, frekvenci jejich podavani v ramci sektoru driibeze se dostavaji na prvni pozici ze
vSech u driibeze pouzivanych skupin antimikrobik (nasledované predevSim amoxicilinem ze
skupiny aminopenicilinli, doxycyklinem ze skupiny tetracyklinli, sulfonamidy (pfevazné
v kombinaci s trimethoprimem) a také, 1 kdyZ v mens$i mife aminoglykosidy (napf. neomycin),
makrolidy (napf. tylosin), pleuromutiliny (napiiklad tiamulin), ¢i kombinaci linkomycinu
a spektinomycinu.

Jak u fluorochinolontl, tak u vSech vySe uvedenych skupin antimikrobik jsou jejich spotieby
dany ptfedevsim pouzivanim pro hromadnou medikaci/medikaci skupin (zde celych hal) kura
domadciho. V systému produkce dribeze je de facto nemozné individualizovat podani 1é¢iv
obecné, neni mozné ani odd¢lit Cast zvifat a poskytnout oSetfeni mensi skuping. Doposud
nemame pro CR zndma presna data o pouzivani u kategorii (rodi¢e, nosnice, brojleti kura
domaéciho), kterd by vytvofila exaktni a pfesny obraz o pouziti jednotlivych antimikrobik
ajejich skupin v ramci sektoru dribeze a zaroven indikovala pfesnou miru léCebného,

metafylaktického a profylaktického pouZzivani. Aby bylo dosaZeno vyrazného sniZeni pouzivani
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jakékoliv z téchto skupin, mé¢l byt kladen diiraz na postupné vyfazovani profylaktického
podavani. Je také vhodné upfesnit, ze v ramci nové legislativy k veterindrnim léCivym
ptipravkiim bude velmi omezeno a u medikovanych krmiv zakdzano hromadné profylaktické
podavani veterinarnich antibiotik od konce ledna roku 2022 v celé¢ EU.
V ramci CR &inila spotieba fluorochinolonti za rok 2020 1,94 mg/PCU. Z pohledu trendt, je
s mensimi fluktuacemi zaznamenavan kontinuélni narist spotieb fluorochinoloni o 48,6 %
v letech 2010 (1,31 mg/PCU) az 2020. Pti blizsi analyze poslednich 3 let je patrny meziro¢ni
pokles 2017-2018 o 6 %, nicméné nasledny nartst 2019-2020 o 8 %, proto hovoiime
o fluktuacich v jednotlivych letech. Je potiebné zminit, ze z 0daji z kvalifikovanych
odhadt/dolozenych dat ke stratifikaci spotfeb je patrno, ze téméf 80 % spotieby
fluorochinolonti 1ze alokovat na spottebu enrofloxacinu u driibeze. Vyse uvedené udaje je nutno
vnimat zejména ve spojitosti se stavy dritbeze, které ve srovnavaném obdobi podléhaly zna¢né
fluktuaci (2010 az 2020). Nelze vysledovat korelaci obou sledovanych parametrii (spotieb
a poctu dribeze, nebot’ populace dritbeze neni jedinym ovliviiujicim faktorem). Mezi faktory
ovlivitujici spotfeby patii napi. situace ve zdravotnim stavu chované dribeze (od
prarodi¢ovskych (mimo CR), pies rodi¢ovska a produkéni hejna. Dal§im vyznamnym faktorem
je obdobi rizika, ¢i propuknuti onemocnéni, kdy se zvitata 1é¢i (prvni dny Zivota vs pozdé;si
faze napt. vykrmu) — je vyznamny rozdil v celkovém objemu spotiebovanych antimikrobik,
nebot’ se davkuji mg lécive latky na kg Zivé hmotnosti, kterd, zejména u brojlerovych kufat
s Gasem vyrazné nariista. Trend vyvoje spotieb fluorochinolonii v CR a trend v populacich
driibeze, dle statistickych piehledti CSU (obrazek 1).
Pti srovnani s dalSimi staty hodnocenymi v ramci ESVAC za rok 2020, je patrné, ze hodnota
1,94 mg/PCU (CR) je stale nizsi nez agregovana hodnota pro 25" zemi (2,20 mg/PCU), nicméné
z dat za rok 2020 je patrné, ze CR se nyni fadi mezi staty, jejichz spotieba pievysuje hranici 0,5
mg/PCU:

o 11 stati ma vys§i spotieby fluorochinolonii nez CR (PL: 12,0 mg/PCU, HU: 11,6

mg/PCU; PT: 7,3 mg/PCU; MT: 4,4 mg/PCU; RO: 5, 7 mg/PCU; BL a ES 3,7 mg/PCU;
SK 3,4 mg/PCU; CY 2,2 mg/PCU a HR: 2,1 mg/PCU; GR 2,0 mg/PCU)
e 19 statii ma spotieby fluorochinolont niZsi nez CR, z toho 12 statfl velmi nizké (pod

0,5 mg/PCU).

125 zeni zde komentovano z diivodu, ze maji data od roku 2011 do roku 2020
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Trendy ve spotfebé fluorovanych chinelond, €R, data 2010 - 2020, v mg/PCU,
proviechny kategorie potraving produkujicich reifat, > 80 % spotfeba u dribele

0 1 2 3 mg/pcu

Stavy driibele kolisaly od max 24 838 435 (2010)
min 20 691 308 (2012), maximu v roce 2010 se zadaky
pfiblifovat v roce 2020 (24 247 371), data £50

WO e20011 w301 w2013 w3014 wE0NS  wmR0lEé  wE0T w8 W19 N0

Obrazek 1: llustrativni zachyceni trendu spotieb fluorovanych chinolonii za poslednich 10 let
(CR, 2010-2020, data USKVBL) spolu s trendem zachycujicim fluktuaci
v celkovych poctech dritbeze (CR, 2010-2020, vizualizace dat CSU)

Vyse uvedena data jiz zohlednuji celkovou chovanou populaci hospodaiskych zvitat (tedy
vSechny species a produkéni kategorie).

Pokud bychom zvazovali zastoupeni dribeZe v danych populacich, to se mezi jednotlivymi
zemémi li$i (napf. Polsko (PL) ma nejvétsi populaci chované driibeze v EU (ve smyslu PCU
1 409 a celkové spotieby fluorochinolont jsou zde nejvyssi v Evropé 12,9 mg/PCU), nicméné,
co do poctu — populace chované driibeze je nasledovano Francii (FR: 1 087 PCU, ale ta dokézala
sniZit spotieby fluorochinolonti na 0,1 mg/PCU) a Némecko (DE) jakozto tieti zemé& EU, co do
velikosti populace driibeze (1 022 PCU mélo rovnéz spotieby fluorochinolonlt vyrazné nizsi
nez Polsko, a to 0,8 mg/PCU), pticemz obé¢ dalsi zem¢ maji vyssi pocty zvirat i v sektorech
skotu a prasat, které se také ¢astecné mohou podilet na spotfebach fluorovanych chinolonti.
Toto svédci o skute€nosti, ze je velmi potfebné pracovat na zlepSeni faktorti urcujicich potifebu

podat antimikrobika a tudiZ finalné i spotiebu antimikrobik.
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2. CIL FUNKCNIHO UKOLU

Funkéni kol pro rok 2021 byl zaméfen na rezidua enrofloxacinu (ENR) a jeho metabolit
ciprofloxacin (CIP), pfi¢emz byla zpracovana analyza poslednich dostupnych dat o spotfebach
ENR (2016-2020) v Ceské republice, metodika analytického stanoveni uvedenych latek
v riznych matricich a zji§téni koncentraci ENR/CIP v napéjeci vod¢ pro brojlery, v podestylce

a v pide¢ po aplikaci.

Cil byl rozd¢len do tii dil¢ich ukoli:

A. Optimalizace metodiky ke stanoveni rezidui ENR/CIP — VUT;

B. Zptesnéni dostupnych informaci o koncentracich ENR/CIP v pud¢ po aplikaci
organickych hnojiv od medikovanych zvifat a dalSich matricich pomoci modelového
pokusu — VUT, USKVBL, UKZUZ;

C. Vychozi analyza z pohledu mozného navazného projektu k rezistencim ve spojeni
s pouzivanim enrofloxacinu u driibeze (USKVBL + odborny expert), ktery by dle
moznosti a dostupnosti kapacit expertl, odbornych pracovist a také financnich

prostfedkti mohl navazovat v roce 2022) — uvedena v ptiloze této zpravy.
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3. MATERIAL A METODIKA
3.1. Charakteristika farmy

Farma byla vybrana na zéklad¢ informaci o pouzivani enrofloxacinu v turnusech s produkci
masnych brojlerti, vétSinou po naskladnéni jednodennich kurat. Jednalo se o farmu s chovem
kura z Olomouckého kraje, v rozsahu 4 haly, 2 objekty. Kapacita haly 1 a 2 je do max 20 000,
nicméné byva nastdjeno spiSe 18-19 tisic (v hale, ze které byly odebrany vzorky ustdjeno
18 540 kust, v dob¢ prvniho odbéru 27. dubna nastajeno 17 829 kust), u haly 3 a 4 je kapacita
nizs$i do 18 000 a byva nastajeno piiblizné¢ 16—17,5 tisic kusti. Do daného chovu probihd navoz
jednodennich kurat v prepravkach vétsinou po 100 ks (pfipadné po 90 ks). Neprobihad zde
sexovani kufat, ponechavaji se spoleén¢ kohoutci i slepi¢ky. Kurata jsou jiz navakcinovana

v lihni proti infek¢ni bronchitid¢.

V den navozu je provadéno bakteriologické vySetieni z 15 kufat ndhodné vybranych piimo
z prepravek, jesté nez prijdou do kontaktu s podestylkou. Odebiraji se smésné vzorky které jsou
transportovany v médiu Amies — pupek, organy a Zloutek. Dale 5 vzorkt kosti (femur). Kost se
zasila celd a k odbéru dochézi az v laboratofi — z dlivodu minimalizace kontaminace. Vzorky
jsou odesilany na bakteriologické vysetieni (v dobé vzorkovani podestylky na vysetieni pro
gely tohoto FU byly vzorky odeslany do laboratote SVU Jihlava, vysledky jsou k dispozici —
viz niZe shrnujici ptehled vybranych nélezi pro E.coli, Enterococcus faecalis a S. aureus
a citlivosti k enrofloxacinu, véetné MIC; bez kvalitativnich vysledkd, ale indikujici jejich
citlivosti pak byly zlaboratofe hlaSeny jeSt¢ vysledky pro Aeromonas hydrophila
a Acinetobacter johnsonii z dané¢ho vySetfovaného turnusu. Dale byly uskute¢nény také odbéry
krve ze shodnych utracenych kufat. Krevni sérum je pouze archivovano, aby byla moZnost

vySetieni n€kterych protilatek v ptipadé potieby.

Farma se naskladiiuje z rodicovskych chovli tuzemského producenta, idedlné¢ z jednoho
rodicovského chovu, avSak predmétné haly byly naskladnény ze dvou lihni. Zastajuji se
soucasn¢ vzdy vSechny 4 haly. Kufata se vyskladiiuji z piepravek pfimo z aut. Kontroluje se
vizualné kvalita kufat, posuzuje se uzavienost pupku a po vysypani z krabic se posuzuje
zivotaschopnost kurat. Na kazdé hale se provadi vazeni cca 100 ks jedincii — vZdy celad bedna.
O hodnotach jsou vedeny zdznamy. Haly jsou nastaveny na teplotu 33 °C (a adekvatni vlhkost).
Na hale s kapacitou 18 000 brojlerti jsou nainstalovana 4 c¢idla, kterd sleduji teplotu, je

nastaveno udrZovani teploty (intenzita ventilace, pfisavani vzduchu pies specidlni klapky,
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sprejovani chladnou vodou za ucelem ochlazovani, které probiha v 1été pii vysokych vnéjsich
teplotach v posledni fazi vykrmu — dle hlaSeni termostatickych cidel). V pribehu vykrmu je
postupné snizovéana teplota, aby se, co mozné nejvice, piiblizila fyziologickym/produkénim
potfebam chovanych zvitat. Doba pobytu v prostorach pro vykrm ¢ini piiblizn¢ 37-42 dni. Je
uskutecnovano monitorovani i vnéjsi teploty, sledovani vlhkosti prostiedi a sledovani teploty
napdjeci vody. Regulace svételného rezimu (po navozu sviti az 23 hodin, na noc pfepnou na
no¢ni (modré) svétlo (v prvnim tydnu nocni rezim jen hodinu, pak postupné prodluzovan).
Kazdy den (i vicekrat, dle potfeby a aktualniho stavu zvifat), jednotlivé haly peclivé prochazi
pracovnik farmy, ktery zvitata sleduje a sbira uhynulé kusy. Je monitorovan denni pocet thynd,
prekroci-li 1 ks/1000 je nutna urychlena akce. V denni pracovni dob¢ je cely den na farmé
pfitomna 1 pracovnice (zootechnicka), monitoruje, zda se nevyskytuje problém (napt. dle
vokalizace, dle chovani brojlerti — napt. shromazd’ovani v urcitych ¢éastech haly). Monitoruje
se také kanibalismus. Do haly vchazi pracovnici v Cistych ochrannych odévech — kombinéza,
navleky, galose (pfed vstupem prochdzi ptes rohoz s dezinfekénim roztokem). Kazda hala ma
individualni méfeni spotieby vody, vlastni medikator (de facto kompresor), ktery je schopen
z medikacni nadoby, ve které se rozmichavaji 1é¢iva, ¢i aditiva do vody (napt. vitaminy) je

nasat a rozvést do napdjecek.

Odpadové hospodaieni s lepenkovym podkladem, podestylkou (fezand slama) a trusem:
uskladnéno (externé, mimo farmu), nasledné¢ smichédno s chlévskou mrvou, spolecné

aplikovano na pidu.

Do chovu, ze kterého byly provedeny postupné odbéry podestylky, trusu a lepenek byla
naskladnéna kutata plemene/hybridit ROSS 308, v obou turnusech se jednalo o 18 540 jedinci,
v pribéhu prvniho turnusu (dubnovy) byl thyn 796 kusi, vysledny prodej 17 744 kust
o prumérné (cely turnus, vSechny haly) Zivé hmotnosti 2,15 kg ve dni 40. Naskladnéna byla
jednodenni kutata o primérné hmotnosti 35g.

U dalsiho turnusu (kvétnovy) bylo naskladnéno 18 540 kusti, primérnd hmotnost 0,39 g, doba
vykrmu na dané hale opét 40 dnii, thyn sumarné 481 kust, prodano 18 059 kust o primérné

(cely turnus, vSechny haly) zivé hmotnosti 2,07 kg.

Krmna smés KS BR2, dale si chovatel pfipravuje ve vlastni micharné, ale pouze v sypké formé.
Nemd moznost granulace. Dosahované findlni vykrmové hmotnosti (2,15 kg a 2,07 kg za 40

dntl) jsou tak vzhledem k celkové délce vykrmu ponékud niZsi.
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Z prvniho turnusu, ktery byl na po¢atku vykrmu medikovéan enrofloxacinem (VLP Roxacin)
byl proveden odbér dne 27. dubna 2021, kdy byla odebrana driibezi podestylka pfimo z chovné
haly v poc¢atku 4. tydne vykrmu.

Z dalsiho turnusu (kvéten) byly uskutecnény odbéry pied zahajenim medikace (18. kvétna
2021), 3. den medikace (21. kvétna 2021) a 7. den od zahdjeni medikace (25. kvétna 2021).
Vzorky podestylky a podestylanych papirti byly odebrany rovnomérné z celé vykrmové haly,
ulozeny do PE sacku a neprodlené piedany do laboratofe. Zde byly ulozeny za podminek

popsanych u metodickych pasazi zpravy nize.

Zdravotni stav dribeze byl uspokojivy, nicméné jejich hmotnost byla pomérmné nizka, byly
zaslany vzorky stérti z vnitinich orgdn jednodennich kufat na bakteriologické vySetfeni
(kultivacné a citlivost, v€etné stanoveni MIC) — shrnuti:
e Escherichia coli, intermediarni citlivost k enrofloxacinu, jeden izolat (vnitini orgény)
MIC = 0,5 mg/I
e FEnterococcus faecalis, identifikovan ve 3 vzorcich, intermediarni citlivost
k enrofloxaxinu, MIC u dvou izolatd (pupek, kost) MIC = 1 mg/l u jednoho izolatu
(kost) MIC = 0,5 mg/l
e Staphylococcus aureus, identifikovan s niz$i kvantitou v jednom ze vzorkd, izolat

(Zloutek) byl citlivy k enrofloxacinu, MIC = 0,25 mg/]

Déle byly ze vzorkil vykultivovany a citlivost byla testovdna pro Aeromonas hydrophila
(intermedidrni pro enrofloxacin, bez vyjadifeni MIC v protokolu) a Acinetobacter johnsonii
(citlivy pro enrofloxacin, bez vyjadieni kvantity MIC v protokolu). Vzorky byly negativni na

Salmonella spp. a také na Clostridium perfringens.

Dlvodem pro podani enrofloxacinu byla spiSe profylaxe, nicméné¢ byl zohlednén
1 bakteriologicky nélez a nizka primérna hmotnost jednodennich kufat, navic s nevyrovnanou
hmotnosti. Enrofloxacin byl podan v ddvce 10 mg/kg Zivé hmotnosti, pouzit veterinarni 1éCivy
piipravek Roxacin, koncentrat pro podani prostiednictvim medikované napéjeci vody

(rozmichava se v objemu 8—10 litri napéjeci vody, podavéan 4 dny, ptipravovan denn¢ Cerstvy).

V réamci hejna naskladnéného v dubnu bylo zahajeno oSetfeni u 18 540 ustdjenych brojlert
(o primérné hmotnosti 35 g u jednodennich kufat v okamziku vyskladnéni do haly, tj. vstupni

hmotnost hejna byla 648,9 kg, coz by pfi davce 10 mg/kg Z.hm/den mélo predstavovat 6 489
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mg enrofloxacinu/den0/hejno. Prvni den by tedy méla byt spotfeba piiblizn¢ 65 ml VLP
Roxacin, nebot’” VLP Roxacin je o koncentraci 100 mg/ml enrofloxacinu, dal$i dny navySeni
dle hmotnosti brojlerti.

U druhého vzorkovaného turnusu (kvéten) bylo uskute¢néno podani v terminu od: 18. 5. 2021,
po dobu 4 dnli. V rdmci hejna zahajeno oSetfeni u 18 540 nastajenych brojlerti (o primérmné
hmotnosti 39 g u jednodennich kutat v okamziku vyskladnéni do haly, tj. vstupni hmotnost
hejna byla 723,06 kg, coz by ptfi davce 10 mg/kg z.hm/den mélo predstavovat 7231 mg
enrofloxacinu/denO/hejno. Prvni den by tedy méla byt spotfeba ptiblizné 72 ml VLP Roxacin,
nebot” VLP Roxacin je o koncentraci 100 mg/ml enrofloxacinu, dal$i dny navySeni dle
hmotnosti brojlerti.

Dale podavan Kombisol SeE, Kombisol D, Kombisol AD3E a vitamin C, okyseleni Bioferm
(kyselina mravenci), AdiSalmo sol (pokud je bakteriologie pozitivni, aby se nepodavala ATM
ve druhé ¢asti vykrmu).

V ramci farmy jsou dale pouzivana antikokcidika narasin ¢i nikarbazin.

Po vyskladnéni, odstranéni podestylky (vyhrabani na hrubo, vymeteni, mechanicka ocista, wap
vysokotlaky parni €isti¢ — o€ista vodou, vyschnuti, dezinfekce, vyschnuti, vyplynovani. Sttidaji
biocidy s obsahem kvarternich amoniovych soli a jiné biocidy (blize neuréeno). Uklid farmy

a nasledné technologické odstavka trvajici priblizné tyden.

Lécba enrofloxacinem byla aplikovdna u brojlerti kura domaciho po dobu 5 dnti, v pocatcich
vykrmu:
- dubnovy zastav — celkovy objem VLP Roxacin byl 450 ml, tj. 45 000 mg (tedy 45 g)
enrofloxacinu v daném zastavu
- kvétnovy zéstav — celkovy objem VLP Roxacin byl 480 ml, tj. 48 000 mg (tedy 48 g)

enrofloxacinu v daném zastavu

Veterinarni 1é¢ivy ptipravek ROXACIN ve formé koncentratu pro ptipravu peroralniho roztoku
obsahujiciho enrofloxacin byl podavan zvifatim ve formé medikované napéjeci vody po dobu
4 dnti, denni davka byla pfipravovana vzdy Cerstva, rozmichany koncentrovany roztok (v 8—10
litrech vody) byl nésledné ptfimichavan do celkového predpokladaného objemu vody, ktery
brojleti spottebuji, v davce odpovidajici 10 mg enrofloxacinu na kg zivé hmotnosti a den.

Podani veterinarniho 1é¢ivého piipravku obsahujiciho enrofloxacin bylo indikovano z diivodu

profylaxe (riziko infekci E. coli, Enterococcus faecium, ptipadné S. aureus).
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3.2. Terénni prace

Experimentalni ¢ast se skladala ze tfi irovni — dribezi farma, polni pokus, laboratorni prace.
Na farm¢ prob¢hl odbér vzorkli dribezi podestylky k modelovému pokusu, podestylanych
papirt a odbér napajeci vody. Pokusné poli¢ko bylo zaloZeno v arealu zkusebni stanice UKZUZ
Chrlice, na fluvizemi.? Po aplikaci driibezi podestylky byly z testovaciho pozemku odebirany

vzorky pidy v pravidelnych intervalech.

Odbér vzorkl napajeci vody

Pti zahajeni medikace byl odebran vzorek napajeci vody (medikované) ze zasobniho roztoku.
V priibéhu 3. dne medikace byl proveden odbér dvou vzorkl napéjeci vody z haly, prvni vzorek
z napajecky na zacatku haly, druhy z vypustniho ventilu na konci haly. Shodnym zpiisobem
byly odebrany vzorky v pribéhu 7. dne od zacatku medikace. Vzorky byly napustény do sterilni
sklenéné lahve, na misté se se vzorkem jiz nemanipulovalo. V chladicim boxu byly vzorky

neprodlené pfevezeny do laboratofe.

Odbér vzorka dribezi podestylky

Dne 27. dubna 2021 byla odebrana driibezi podestylka ptimo z chovné haly v pocatku 4. tydne
vykrmu. Tato podestylka byla urena k aplikaci na pokusny pozemek. Déle byl proveden odbér
podestylanych papirti z divodu zjisténi obsahu ENR ve vykalech medikovanych kufat, a to
konkrétné pied zahdjenim medikace (18. kvétna), 3. den medikace (21. kvétna) a 7. den od
zahajeni medikace (25. kvétna). V poslednim uvedeném terminu byl odebrdn i vzorek
podestylky, resp. trusu se sldmou.

Vzorky podestylky a podestylanych papirit byly odebrany rovnomérné z celé vykrmové haly,
uloZeny do PE sacku a neprodlen¢ ptedany do laboratote. Zde byly ulozeny pti -80 °C.

Aplikace drubezi podestylky na padu

Drubezi podestylka byla na pokusnou plochu aplikovéna ru¢né dne 20. 5. 2021. Aplika¢ni
davka byla vypoctena tak, aby pfedpokladané mnozstvi dusiku ¢inilo 200 kg/ha. Vysledna
aplikace ¢inila 0,98 kg driibezi podestylky na 1 m?.

2 Fluvizemé jsou ptdy vznikajici v nivach fek a vétsich potokl pfi periodickém usazovani horizontii. Obecné
patii k velmi urodnym pidam, k ¢emuz pfispiva i rovinaty terén, pfiznivy vodni rezim a dobra obdélavatelnost.
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Pokusné policko bylo rozd€leno na dvé casti — na jednu Cast byla aplikovana podestylka
obohacend o ENR, na druhou byla aplikovana podestylka bez dodatecného obohaceni
enrofloxacinem. Davka ENR ¢inila 30 mg ENR na 1 m? piidy a byla vypodétend na zakladé
piedpokladané produkce hnoje (v jedné hale a jednom turnusu), znadmé davky VLP obsahujici
enrofloxacin a informaci o vyluCovani VLP a ENR ztél brojlerti, scilem dosdhnout
koncentrace ENR v piid¢ po aplikaci obohacené podestylky 0,1 mg/kg.

Pted samotnou aplikaci byla podestylka v maximalni mozné mife homogenizovana, zprvu
rucné, poté v michaci. Po homogenizaci bylo navazeno piesné mnozstvi podestylky a ziedéno

deionizovanou vodou tak, aby byla umoznéna rovnomérna aplikace na ptadu.

Pida

Na zaklad¢ analyzy vzorku lze konstatovat, Ze se jedna se o piidu stfedni zrnitosti, s neutrdlnim
pH a vysokymi az velmi vysokymi obsahy pfistupnych zivin. Ve vzorku byly stanoveny také
obsahy celkového uhliku a dusiku. Tyto odpovidaji rozpéti pro ornou pidu. Pomér C:N je
optimalni. Obsahy rizikovych prvki jsou vyssi, neZ je medidnovd hodnota pro orné pidy
vypoctend z idajii na dlouhodobé¢ monitorovanych plochach, nicméné pro fluvizemé jsou vyssi

obsahy prvki a latek typické.

Tabulka 1. Agrochemické vlastnosti pudy

pH/CaCl, P | K | Mg | Ca Ntot |  Ctot
Pfistupné Ziviny (mg.kg™") %
7,1 161 | 315 | 33 | 6106 019 | 1,83

Tabulka 2. Celkové obsahy rizikovych prvkii v piidé (luc¢avka krdlovska, mg.kg™” sus.)

As | Be | Cd | Co | Cr | Cu | Ni | Pb | V | Zn | Hg
Chrlice 13,6 | 1,251 0,43 | 16,1 | 67,4 | 30,2 | 45,5 | 31,0 | 52,7 | 113 |0,140

Dlouhodoby 9.64 | 094 | 023 | 11,5359 | 19.5 | 23.6 | 25.1 | 40,6 | 70.5 | 0,070
monitoring (2013)

Pidni vzorky ke stanoveni enrofloxacinu a ciprofloxacinu byly odebrany tyden po aplikaci
dritbezi podestylky, za dva tydny po aplikaci a dale pravidelné€ v ¢trnactidennich intervalech.
Posledni analyzovany vzorek je z 9. zati 2021. Aby byl pokus co nejbliz§i podminkam na poli,
byla 27. 5. 2021 na pozemek vyseta svazenka. K odbéru vzorka slouzil Edelmantiv vrtak.
Z kazd¢ casti pokusného pozemku byl odebran jeden smésny vzorek, ktery tvotilo 18
individudlnich vzorkid. Na misté byl proveden prosev na Smm sité. Takto upraveny vzorek byl

vloZen do PE sac¢ku a v chladicim boxu transportovan na VUT, kde byl zamrazen na -80 °C.
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Obrazek 3. Sada naradi k odbéru pudniho vzorku, odebrané vzorky

Meteorologické podminky na pokusném pozemku

Na ZS Chrlice je umisténa automaticka meteostanice. Podle udajl z této stanice Cinilo rozpé&ti
teplot od zahdjeni (20. 5. 2021) do ukonceni pokusu (7. 10. 2021) 0,1-34,6 °C, pti¢emz prubch
prumérnych teplot v jednotlivych tydnech je graficky zachycen na obrazku 4. Srazkové thrny

¢inily od 12,2 mm v fijnu po 131,5 mm v srpnu.
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Obrazek 4. Priibeh primernych dennich teplot a srazek na zkusebnim pozemku

Piehled zakladnich terminu na farmé

27.4.2021 Vzorek podestylky uréeny k aplikaci na pokusny pozemek

18.5.2021 NASKLADNEN{ KURAT
Vzorek vody ze zadsobniku
Vzorek podestylky (podestlané papiry od prave naskladnénych kurat)

21.5.2021 3. DEN MEDIKACE
Vzorek medikované vody z rozvodii
Vzorek podestylky (podestlany papir)

25.5.2021 7. DEN OD ZACATKU MEDIKACE
Vzorek medikované vody z rozvodii
Vzorek podestylky (podestlany papir; slama+trus)

Piehled zakladnich terminu na pokusném pozemku

20. 5. 2021 ZALOZENI POLN{HO POKUSU
Aplikace driibezi podestylky na pozemek

27.5.2021 Vysev svazenky

3.3. Analytické metody pouZivané v soucasné literature pro stanoveni
fluorochinolont

Odbér vzorku

Odebrany pevny vzorek plidy, podestylky nebo trusu miize byt zpracovan nékolika zpisoby.

Vzorek pidy je piesitovan dle pozadavkll danych studii (nejcastéji 0,5-1 mm), vzorek
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podestylky s trusem je rozemlet (je mozné az po vysuseni). Vzorky jsou skladovany v mrazu
pti teploté -20 °C nebo -80°C. Pted vlastni analyzou je vzorek vysuSen. V tomto ptipadé se
pouziva suseni v laboratofi za laboratorni teploty, suseni v susarné za mirn¢ zvysené teploty
(max. 50 °C) nebo suSeni lyofilizaci. Nasledn€ je pevny vzorek pidy nebo podestylky

analyzovan.

Extrakce a Uprava vzorku

Postupy extrakce vzorku se daji v literatute najit rizné. Obecné je mozné fici, Ze zalezi na typu
pevného vzorku, kdy se lisi analyzy vzorkii pidy a vzorkii podestylky, hnoje, trusu atd.
(Petrovi¢ et al., 2005; Leal et al., 2013; Salvia, Fieu and Vulliet, 2015; Qasim et al., 2020).
Vzorky pidy vyzaduji slozitéjsi Gpravu a celkové je dosahovdno nizs§i vytéZznosti. Je to
zpiisobeno tim, Ze plida je velmi komplexni matrice. Spolu s extrahovanymi analyty ziskame
i velké mnozstvi koextrahovanych latek. Dale samotnou vytéZnost extrakce sledovanych
analytli vyrazné ovliviiuji vlastnosti pidy, zejména potom obsah organické hmoty, iontove
vyménna kapacita pudy, pH atd. Uspéch postuptl je zavisly i na vlastnostech analyzovanych
sloucenin v ekosytému (pKa, Kow, Koc) (tabulka 4) (Tolls, 2001). Problém muze byt at’ uz
samotna extrakce analytl z pidy nebo vliv matrice a extrakénich c¢inidel pii LC/MS/MS
analyze, kdy muze nastat zvySeni nebo potladeni signalu analytu (matricni efekty).
V nésledujicich odstavcich jsou uvedeny nejcastéji pouzivané metody a postupy extrakce nebo
upravy vzorku. Vybrané metody jsou uvedeny v tabulce 3.

Extrak¢ni postupy mohou byt rozdéleny na dvé skupiny, jednak klasické extrakéni metody jako
extrakce ultrazvukem (USE), extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE), mikrovinna
extrakce (MWE), a potom metoda zalozena na principu QUEChERS (Dorival-Garcia et al.,
2013; Janusch et al., 2014; Guo et al., 2016).

Navazka vzorku ptidy pro extrakci je nejcastéji 1-2 g. V nékterych publikacich je pouzivano
1 vétSi mnozstvi vzorku. Pro podestylku s trusem je to obdobné.

Pro extrakci ultrazvukem je mozné pouzit rGzna extrakéni cinidla a jejich smési.
Fluorochinolony patii mezi analyty, které maji velkou sorpcni afinitu k ptidni matrici. Jejich
extrakci mizeme v zasad¢ ovlivnit sloZzenim extrakéni smési, hodnotou pH, ptidavkem soli. Pro
zvySeni ucinnosti se pouziva ve vetsiné piipadi NaEDTA (sodna sl kyseliny
ethylendiamintetraoctové). EDTA je komplexac¢ni ¢inidlo a po jejim ptidavku ke vzorku pudy
dochazi k vytvofeni komplexii EDTA a kationtd pfitomnych v pidé. Timto zpisobem
zabranime tvorbé komplexii mezi fluorochinolony a ionty v ptid¢€ a extrak¢ni Gi¢innost je vyssi.

Pouzivané mnozstvi je rtizné, ale jako optimalni se ukazuje ptidavek 0,4 g pevné soli.
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Vzhledem k vlastnostem enrofloxacinu a ciprofloxacinu (jejich pK,) je mozné vyuzit rizné
hodnoty pH extrak¢nich smési. Mezi pouzivané hodnoty pH patti 2,6; 3; 4; 7; 9. Pro jeho upravu
se vyuzivaji Mcllvainiv pufr (kyselina citrénova + hydrogenfosfore¢nan sodny), fosfatovy
pufr, mravencan amonny, kyselina mravenci, amoniak, kyselina chlorovodikova atd. K roztoku
pufru je ptidano také organické rozpoustédlo, vzhledem k charakteru analytu je to pfedevSim
methanol nebo acetonitril v rizném mnozstvi, ptipadné byla extrakce provedena i za pridavku
acetonu nebo dichlormethanu (Speltini et al., 2011; Janusch et al., 2014; Golovko et al., 2016).
Obdobn¢ extrakcni smési jsou piidavany i pii PLE (kdy se vynechava ptidavek soli, ale vyuziva
se zvysené teploty a tlaku) a MWE (zde je mozné ptidat stl, extrakce opét za zvySené teploty
a tlaku).

Metoda QUEChERS byla piivodné vymyslena pro extrakci pesticidd z rostlinného materialu.
Protoze je to metoda velmi rychla a jednoduchd, rozsitilo se jeji vyuzivani i do jinych oblasti
analyzy. Jeji vyuZiti 1ze najit 1 pfi analyze 1é¢iv v plidach. Metoda je zaloZena na jednoduché
extrakci vzorku do rozpoustédla rychlym promichdnim, nasledné s vyuzitim soli dojde
k separaci vodné a organické slozky extrakéni smési. Organicka slozka je po centrifugaci
odebrana a podle potieby jsou k ni pfidany sorbenty ve formé disperzni SPE. PouZivaji se
nejcastéji stacionarni faze PSA, C18. Po odstfedéni je vzorek pfipraven k analyze. Tohoto
postupu v riaznych obménach bylo vyuzito v pocetnych studiich. Pro vybrané fluorochinolony
se obvyklé vytéznosti pohybuji v rozmezi 10-50 % v zavislosti na zvolenych postupech,
vlastnostech vzorku, 1i§i se predevS§im ve sloZeni extrakéni smési, typu pouZitych soli
a sorbentil. Vybrané postupy byly vyuZity pro analyzu vzorki pidy a podestylky a jsou uvedeny
v tabulce 12.

V ramci feSeni projektu byly analyzovany tifi typy vzorkll. Napajeci voda pro kufata,
podestylka, kterd byla rozdélena na smésny vzorek obsahujici papir + slama + exkrementy
a dale byla oddélena jen sldma a exkrementy, poslednim typem vzorku byla ptida z pokusné
plochy v Brné-Chrlicich. Z tohoto diivodu bylo potieba optimalizovat tfi postupy pro analyzu
riznych typt vzorkt. Kone¢nd metoda analyzy na pomoci LC/MS/MS byla shodna pro v§echny

vzorky. Lisil se v§ak postup upravy vzorku.
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Tabulka 3. Riizné metody a postupy extrakce pro analyzu ciprofloxacinu a enrofloxacinu

Typ vzorku | Analyt Typ extrakce | Podminky extrakce, preciSténi | Literatura
0,4 g Na,EDTA, 10 ml ACN:fosfatovy pufr pH
3,2 (1:1 v/v), vortex 15 minut, extrakce v (Albero et al. >
pﬁda CIP’ENR USE ultrazvuku 15 min, odstfedéni 4500 rpm, 201 8)
dvojnasobna extrakce, odpateni a doplnéni na 4 ml
1g, citratovo-fosfatovy pufr pH7:ACN, po
. PLE extrakei piidavek Na,EDTA, SPE (HLB, 200 mg) (da Silva et
pUda CIP’ENR QuEChERS - 5 ml citrate-phosphate buffer, pH
a dalsi QUEChERS | 26:6 ml ACN. 60 g NaxSO.: 50 mg PSA, 150 al., 2020)
mg C18, 900 mg Na,SO4
1 g; 8 ml Mg(NO3); (50% v/v) + 4% NH,OH, (Parente et al.,
podestylka | CIP,ENR USE filtrace a méfeni 2021)
700 ul vody, 70 mg octanu sodného, 280 mg (Bourdat-
VOda, kal CIP QuEChERS Na,SO4, 100 mg Na,EDTA, 700 ul ACN; online Deschamps et
SPE al., 2014)
2g, fosfatovy pufr 20 ml (10,56 g NaH,PO, + 0,82
ml H;PO, + 80 g Na,EDTA v 1 1) : 50%
Mg(NOs), +2,5% NH4OH (96:4); 3:1 (v/v),
pﬁda’ kal, CIP’ENR USE ptidano ke vzorku a pfes noc nechano ve tmé, 30 (Huang etal. ’
hl’lﬁ_] a dalsi min tfepano, 15 min v ultrazvuku, odstiedit 5000 201 3)
rpm; extrakce jesté jednou 10 ml; zfiltrovano a
zfedéno na 500 ml (obsah organiky min nez 5 %);
SPE — HLB
5 g pidy; MeOH:ACN:0,2M HCOOH (pH 4,5) . .
(40:40:20); 80°C, 120 bar, 10 min, 2 cykly; SPE- (SaIVIa’ Fieu
puda CIP’EIV\I,R PLE 5 ml MeOH, 5 ml H20, 500 ml extraktu, 5 ml and Vulliet,
a dalSI H,0, 15 minut suSeni, eluce 6 ml MeOH, ptidano 2015
100 ul DMSO, odpateni )
1g,0,25 gNa,EDTA + 10 ml (Qasim et al. ,
pﬁda CIP MAE aceton:MeOH:HCOOH 4:4:2 (v/v/v), odtiedit, 2020)
ziedéno na 500 ml, SPE — HLB
2 g, 3 ml ACN + 3 ml fosfatového pufru (pH 4) +
CIP. ENR 0,2 EDTA, vortex 1 min, ultrazvuk 20 min, (Sun ez al.,
pﬁda a éal§i USE odstiedit 2600 rpm 10 min, opakovana extrakce 5 201 7)
+ 5 + 4 ml; potom zfedéno na 500 ml; SPE — HLB
1 g,0,2 g Na,EDTA, 5 ml fosfatového pufru
pﬁda’ vliv pH3:ACN (1:1 v/v), vortex 1 min, ultrazvuk 15 (Yu et al. ,
typu pﬁdy a ENR USE min, odstfedit 5000 rpm, opakovana extrakce s 01 2)
surfaktantu mnozstvim 4, 3, a opét 3 ml pufru; vSe ziedéno na
200 ml; SPE- kombinace SAX a HLB

Pouzité materialy a chemikalie

Milli-Q voda, voda pro LC/MS, filtrovanéa na 0,2 um,VWR; acetonitril ¢istoty min. 99,9 % pro

HPLC, Chromasolv, Sigma Aldrich; methanol ¢istoty min. 99,9 % pro HPLC, Chromasolv,
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Sigma Aldrich; kyselina mraven¢i ¢istoty min. 98 % , Sigma Aldrich; kyselina octova, PENTA,
DSC — 18 SPE; SUPELCO, Sigma Aldrich; PSA SPE; SUPELCO, Sigma Aldrich; sodna stl
kyseliny octové Cistoty 99 %, Sigma Aldrich; siran sodny, siran hote¢naty bezvody Cistoty min.
99,5 %, Sigma Aldrich; chlorid sodny c¢istoty min. 99 %, Sigma Aldrich; citrat disodny
seskvihydrat ¢istoty min. 99 %, Sigma Aldrich; citrat trisodny dihydrét Cistoty min. 99 %,
Sigma Aldrich; kyselina citronovd monohyhdrat, Lach-Ner; hydrogenfosfore¢nan disodny
Cistoty min. 99 % pro HPLC, Fluka; Chelaton III dihydrat ¢istoty min 99 %, Lach-Ner; dusi¢nan
hotecnaty Mg(NO3)2:6H20 (VWR; amoniak Verkon; enrofloxacin ¢istoty min. 99 %, CRM;
Sigma Aldrich; ciprofloxacin Cistoty min. 98 %, CRM; Sigma Aldrich; enrofloxacin-d5
hydrochloride €istoty min. 99 %, Sigma Aldrich; Ciprofloxacin-d8 hydrochloride hydrate
Cistoty min. 99 %, Sigma Aldrich.

Pouzité laboratorni vybaveni

Ptistroj pro ptipravu Milli-Q vody Milli-Q Millipore, Academic; kapalinovy chromatograf
UHPLC 1290 Infinity, Agilent Technologies; kolona (Luna® Omega Polar C18 Phenomenex,
100 x 2.1 mm; 1.6 um); hmotnostni spektrometr Bruker Evoq LC-TQ; Analytické vahy Kern
770; zatizeni pro suSeni dusikem Evaterm, Labicom; ultrazvukova lazenn Teson 4; Centrifuga
NF 800, Niive; centrifuga EBA 20, Hettich Zentrifugen; vortex; automatické mikropipety; PP
zkumavky 50 ml a 15 ml; stfikaCkové nylonové filtry 0,22 um, Chromservis; stfikacky pro
filtrovani, Braun; SPE vacuum Manifold (Sigma Aldrich); SPE kolonky HLB (200 mg, 6 ml),

Waters; bézné laboratorni sklo a pomicky.

Vlastnosti analyti

Tabulka 4. Viastnosti ciprofloxacinu a enrofloxacinu (Albero et al.,2018;Cycon et al., 2019;
Tolls, 2001)

Rozpustnost Tin
Mw pKa lOg Kow ve vodé (g/l) Koc (l/kg) v ploldé Ka (l/kg)
enrofloxacin | 3594 | 6,4;7,8 (26372) >53,9 mg/l | 39-770000 | >90 dnii | 427-4844
ciprofloxacin| 331,3 3,9, 0,28 30 27~ >90 dnd | 0,54-5612

61000

8,89
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Obrazek 5. a)Strukturni vzorec enrofloxacinu, b) strukturni vzorec ciprofloxacinu

Ptistroj

Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity (kolona: Luna® Omega Polar C18
Phenomenex, 100 x 2.1 mm; 1.6 pm + ptedkolona), hmotnostni spektrometr BRUKER EVOQ
LC-TQ, generator dusiku a vzduchu, Peak Scientific — Genius 3045

Kalibrace
Ke kalibraci byly pouzity roztoky standardd ciprofloxacinu a enrofloxacinu v koncentraci
1 ng/ml az 500 ng/ml. Ke kazdému roztoku bylo pfiddno 10 ul smési vnitinich standardii

v mnozstvi 100 ng. Vysledna koncentrace IS byla 100 ng/ml.

Obrazek 6. Fotografie pristroje UHPLC/TQ
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Tabulka 5. Parametry metody pro kapalinovy chromatograf

UPLC parametry
Objem nastiiku 5ul
Pritok mobilni faze 0,35 ml'min’!
Teplota 30 °C
A:0,1%H H 8
Mobilni faze 0,1 % HCOOH ve vode
B: Acetonitril
t [min] B [%]
0,0 5
Gradient mobilni faze 0,5 )
8,0 40
8,5 100
8,9 20
. ACN:H20 90:10 s 2 % kyselinou
Oplach jehly mravendi
40s

Tabulka 6. Parametry metody pro hmotnostni spektrometr

Iontovy zdroj

elektrosprej (HESI)

Napéti 4500V
Polarita positive (ESI+)
Pritok pomocného plynu 20

Teplota pomocného plynu 350 °C

Pritok suSiciho plynu 50

Teplota suSiciho plynu 300 °C

Pritok zmlZovaciho plynu 50

Aktivni odtah ON

ReZim skenu MRM

Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr

Tabulka 7. MRM piechody pro ciprofloxacin a enrofloxacin a jejich deuterované standardy

(interni standardy,1S)
. . | Prekurzorovy | Produktovy KOllZl.ll
RT (min) | = o (m/z) | ion (m/z) | Cereie
(eV)
. . kvant. prechod 5,0 332,4 288 10
Ciprofloxacin »
kval. prechod 5,0 332,4 245 20
. kvant. prechod 5,5 360,4 316 10
Enrofloxacin »
kval. prechod 5,5 360,4 245 20
Ciproﬂoxacin kvant. pfechod 5,0 340,4 322, 1 15
Deut. kval. ptechod 5,0 340,4 296,1 15
Enroﬂoxacin kvant. pfechod 5,5 365,4 321,3 10
Deut. kval. pfechod 5,5 365.4 347.4 10
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2 ] Enrofloxacin H+; (+) 360.4 > 316.0; ENR300_P1-E-9_1_6746.d XMS; Filtered
Q

5003 E

4004 E

3003 E

2004 E

1004 E

2 Enrofloxacin Daut; (+) 366.4 > 321.3; ENR300_P1-E-9_1_6746.d.XMS; Filtered

Q1509 E

125 E

1004 E

753 E

503 E

259 E

PR Ciprofloxacin H+; (+) 332.4 > 288.0; ENR300_P1-E-9_1_§746..XMS; Filtered
)

PR Ciprofigxacin Deut. (+) 340.4 > 322 1. ENR300_P1-E-9_1_5746. XMS; Filtered
<

764 E

503 E

25 E

T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 ]
minutes

Obrazek 7. Chromatogram standardii ciprofloxacinu, enrofloxacinu, ciprofloxacinu-d5 (1S),
enrofloxacinu-d§ (IS)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Analyza vzorki napajeci vody

U vzorku vody nebylo nutné optimalizovat slozity postup pro uUpravu vzorku. Vzhledem
k tomu, ze se jednalo nafedény vzorek léku Enrogal, byl vzorek napajeci vody pro pfimou
analyzu pfili§ koncentrovany a bylo nutné zvolit vhodné fedéni. Dodané vzorky byly méfeny
bez fedéni nebo byly fedény 1:50 v mobilni fazi (0,1 %HCOOH:ACN, 10:90 v/v). Kazdy

vzorek byl méten tiikrat. Vysledky analyzy jsou uvedeny v tabulce 8 (primér).

Tabulka 8. Koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu v napdject vodé na zacatku a konci
rozvodu vody

Datum Nazev vzorku Popis vzorku CIP ENR
odbéru P (mg/l) | (mg/L)

18.05.2021 18/05/2021-V1 Medikovana voda ze zasobniku <LOD 77,32
21.05.2021 | 21/05/2021-V1-z | > dnyodzacdtkumedikace, zatdtek | ) 1 4q 39,18

rozvodu vody
3 dny od za¢atku medikace, konec
rozvodu vody

25052021 25/05/2021-V1-Z 7. dni od za¢atku medikace, zacatek <1LOD <LOD

rozvodu vody

25.05.2021 | 25/05/2021-v1-K | - dniodzaditkumedikace, konec |y on | 1 op

rozvodu vody

21.05.2021 | 21/05/2021-V1-K 0,195 32,57

Tabulka 9. Limity detekce a kvantifikace metody pro analyzu napdajeci vody

CIP [pg/l] ENR [pg/l]
LOD 9,092 4,151
LOQ 30,86 12,81

4.2. Analyza vzorki podestylky

Vzorky podestylky byly dodany v riizné podobé. Zaklad byl tvofen papirem, na kterém se
nachazela smés slamy a trusu. Druhym typem vzorku byla podestylka, resp. trus se slamou.
Vzorky byly uchovany v mrazu pii teploté -80 °C. Pied vlastni analyzou musely byt vysuSeny,
nastiihany na mensi kousky a nésledné rozemlety.

Vzorky byly zpracovany dvéma zplisoby — vzorek A byl tvofen vzdy kompletnim dodanym

materidlem, tedy bud’ podestylanym papirem (v tabulce oznaleno ,,papir+slama), nebo

30



AMR v pudé a pripadné dalSich castech Zivotniho prostredi, zprava za rok 2021

podestylkou (v tabulce oznacCeno ,trustslama). Vzorek B sestaval pouze z trusu, at uz
seSkrabaného z papiru nebo separovaného z podestylky (v tabulce oznaceno ,,trus®). Z tohoto

divodu se mohou vysledky mezi jednotlivymi vzorky lisit, nékdy i vyrazné.

Vybér vhodného extrakéniho postupu a validace metody

K extrakci byla vzdy pouzita ultrazvukové lazen. V pocatku prace se vzorkem byly na zékladé
dostupné literatury ovéfovany rtizné moznosti a postupy pro extrakci podestylky. Byly
provedeny extrakce s riznymi extrakénimi ¢inidly — fosfatovy pufr, Mcllvaintv pufr, kyselina
mravenci, methanol a acetonitril v riznych pomérech. Bylo oveéfovano vhodné pH pro extrakcei
2,6; 4; 6, 7, 8. Ke vzorku bylo pfidavano rizné mnozstvi Na,EDTA - 0,4 g, 0,5 g, 0,6 g, 1 g.
Byl také ovéfen vliv vicenasobné extrakce. Ze vSech moznych kombinaci byl vybran postup,
se kterym byla dosaZena nejlepsi vytéZnost (107 % a 114 % pro enrofloxacin, resp.
ciprofloxacin). Vytéznost byla ovéfena na tfech koncentracich (2,5, 25 a 50 pg/g podestylky).

Optimalizovany postup je uveden dale.

Optimalizovany postup pro extrakci podestylky

Byl navazen 1 g vzorku podestylky. Vzorek byl umistén do 30 ml zkumavky (PP) a byl zalit
20 ml extrakéni smési (7,5 ml pufru pH4 + 7,5 ml ACN + 5 ml Mg(NO3)2, bylo ptfisypano 0,6 g
Na;EDTA. Vzorek byl promichan na vortexu 30 s a extrahovéan v ultrazvukové ldzni 10 minut.
Poté byl odstfedén 10 minut pii 4100 rpm. Extrakt byl odlit do vialky (sklo, 30 ml). Extrakce
byla provedena jesté jednou s mensim objemem smési (10 ml) bez ptidavku Na,EDTA. Vzorek
byl opét promichén a extrahovan v ultrazvukové 1azni 10 minut, znovu odstfedén a extrakt byl
slit a pfidan k pfedchozimu. Dle koncentrace analytl v roztoku bylo odebrano 100 nebo 350 nl
a doplnéno na objem 1 ml smési 0,1% HCOOH:ACN 5:95 (v/v). U malo koncentrovanych
roztokll byly odebrany 2 ml extraktu, byly odpateny do sucha a znovu rozpustény v 1 ml smési.
Do vSech roztoki byla pfidana smés vnitinich standardli deuterovaného ciprofloxacinu
a enrofloxacinu v mnozstvi 100 ng/10 pul. Vzorek byl proméfen pomoci LC/MS/MS a mnozstvi
analytl bylo ur€eno pomoci kalibrace na zdkladé poméru intenzity signalu analytu a pfisluSné¢ho

vnitiniho standardu. Analyza kazdého vzorku byla provedena tiikrat.
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Obrazek 8. Postupné zpracovani vzorku podestylky

Vysledky meéreni

Tabulka 10. Koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve vzorcich podestylky (mg/kg),

extrakce ultrazvukem

Cislo Datum odbéru Poznamka k datu CIPR ENR
vzorku (charakter vzorku) odbéru vzorku (mg/kg) | (mg/kg)
Al |27/04/2021 (trus+slama) 0,329 2,071
Bl [27/04/2021 (trus) 0,261 1,373
A2 18/05/2021 (papir+slama) Naskladnéni kufat 3,401 9,500
B2 18/05/2021(trus) Naskladnéni kutat 0,792 13,52
A3 21/05/2021 (papir+slama) 3. den medikace 6,628 38,82
B3 121/05/2021 (trus) 3. den medikace 11,15 37,55
A4 |25/05/2021-H2 (papir+slama) | 7 dni od zacatku medikace | 20,92 56,73
B4 |25/05/2021-H2 (trus) 7 dni od za¢atku medikace | 39,11 101,2
A5 25/05/2021-H1 (trus+slama) | 7 dni od zacatku medikace | 14,00 51,12
B5  25/05/2021-H1 (trus) 7 dni od zagatku medikace | 26,17 68,08

Tabulka 11. Limity detekce a kvantifikace pro ciprofloxacin a enrofloxacin v podestylce

CIP (mg/kg) | ENR (mg/kg)

LOD

9,420 4,385

LOQ

28,21 13,48

Vysledky méreni extrakce podestylky metodou QUEChERS

Jako alternativou klasickych postupl extrakce s naslednym piecisténim a zakoncentrovanim

pomoci SPE je extrakce typu QuUEChERS.
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Navazeni vzorku Piidani Extrakee (ruéni Pridani separacni
do 50 ml PP rozpoustédel tiepani. vortex. soli
zkumavky ultrazvuk)
L ]
fedéni Odpareni pod
Odstredéni dSPE v 15 ml PP Odstredeni

AN

dusikem
zkumavce se

sorbenty

LC/MS analyza

Obrazek 9. Schéma QuEChERS extrakce

V ramci optimalizace metody byly zkouSeny rtizné vybrané postupy, které jsou dostupné ze
soucasnych publikaci. Tti z t€chto metod jsou uvedeny v tabulce 12. Nejvyssi vytéznost byla
dosazena pro postup 2 (obdobné to platilo i u vzorkl pidy), ktery byl v piivodnim ¢lanku pouzit
pro extrakci vzorkl kejdy. Tato vytéznost extrakce bylo pro ciprofloxacin 46 % a enrofloxacin
55 %. Podle ptedchozich vysledki extrakce podestylky pomoci ultrazvuku bylo u jednotlivych
vzorkll vyuzito rozdilného fedéni u ziskanych ptecisténého extraktl. Protoze 1 g podestylky
predstavuje vétsi objem nez 1 g pdy, byl ke vzorkiim pfidavan v nékterych ptipadech rozdilny

objem smési nez u vzorkil ptidy. Pfesny postup je uveden dale.
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Tabulka 12. Vybrané postupy QuEChERS pro extrakci vzorku pudy a podestylky

Postup | Typ vzorku

Detailni popis extrakce

Literatura

1 puda

1 g pidy do 50 ml PP zkumavky

ptidano 5 ml rozpoustédla 1, vortex 30 s

pfidano 6 ml rozpoustédla 2, ru¢ni tiepani 5 min

pfidana separacni sul, vortex 30 s, odstiedéno

odebrany 4 ml organické faze pro disperzni SPE (dSPE)

dSPE: do 15 ml PP zkumavky navazeno 50 mg PSA, 150 mg C18 a
900 mg Na,SO,

4 ml organické faze ptidany do 15 ml PP zkumavky se sorbenty, vortex
30 s, odstifedéno

3 ml supernatantu pfevedeny do sklenéné 10 ml vialky, odpateno pod
dusikem témét do sucha

ptidan 1 ml rozpoustédla (0,1 % HCOOH:ACN, 95:5 ), ptidano 10 pl
roztoku IS

prefiltrovano pfes stiikackovy filtr do 2 ml sklenéné vialky

da Silva et al,
2020

2 kejda

1 g pidy do 50 ml PP zkumavky

pfidano 10 ml Mcllvainova pufru o pH 4

pfidano 0,4 g EDTA, protfepano kvuli rozpusténi EDTA

ptidano 7,5 ml acetonitrilu a 2,5 ml methanolu, vortex 1 min, ultrazvuk
15 min

ptidana separaéni sul: 1 g NaCl +4 g MgSOs, ruéni tiepani 2 min
odebrano 8 ml organické faze pro disperzni SPE (dSPE), odstfedéno
dSPE: do 15 ml PP zkumavky navazeno 320 mg PSA, 160 mg C18 a
1,8 mg Na,SO4

8 ml organické faze ptidano do 15 ml PP zkumavky se sorbenty, vortex
1 min, odstfedéno

6 ml supernatantu pievedeno do sklenéné 10 ml vialky, odpaieno pod
dusikem téméf do sucha

pfidan 1 ml rozpoustédla (0,1 % HCOOH:ACN, 95:5 ), ptidano 10 pl
roztoku IS

prefiltrovano pfes stiikackovy filtr do 2 ml sklenéné vialky

Guo et al.,
2016

3 voda

1 g pudy do 50 ml PP zkumavky

bylo ptidano 10 ml vody pro HPLC

bylo ptidano 0,37 g EDTA, protiepano 1 min

bylo pfidano 8 ml acetonitrilu a 2 ml methanolu, vortex 1 min

byla pfidana separacni stl: 1 g NaCl + 4 g MgSO4 + 1 g citronanu
trisodného (dihydrat) + 0,5 g citronanu disodného (seskvihydrat), ru¢ni
tfepani 5 min, vortex 2 min

odebrano 8 ml organické faze pro disperzni SPE (dSPE), odstfedéno
dSPE: do 15 ml PP zkumavky navazeno 150 mg PSA a 450 mg Na2SO4
8 ml organické faze pfidano do 15 ml PP zkumavky se sorbenty, vortex
1 min, odstfedéno

6 ml supernatantu pfevedeno do sklenéné 10 ml vialky, odpafeno pod
dusikem téméf do sucha

pfidan 1 ml rozpoustédla (0,1 % HCOOH:ACN, 95:5 ), ptfidano 10 pl
roztoku IS

prefiltrovano pies stiikackovy filtr do 2 ml sklenéné vialky

Ajibola et al.,
2021

U vzorki s oznacenim A byl navazen 1 g podestylky do 50 ml PP zkumavky. Bylo pfidano 20

ml Mcllvainova pufru o pH 4, déale 0,454 g Na,EDTA a vzorek byl pfotfepan. Poté se do

zkumavky nalilo 15 ml acetonitrilu a 5 ml methanolu, vortex 1 min a ultrazvuk 15 min. Byla

pfidana separacni sil — 1 g NaCl +4 g MgSOs, a vzorek byl 2 min protfepavan. Bylo odebrano

a smichano (v 15 ml PP zkumavce) 8 ml organické faze a smeés pro preciSténi pomoci disperzni

SPE (dSPE) — 320 mg PSA, 160 mg CI18 a 1,8 mg NaSO4.Vzorek byl odstiedén 5 min,

4100 rpm. V zavislosti na koncentraci byl cely objem vzorku vysuSen a rozpustén v mobilni

fazi nebo bylo odebrano jen 0,1 ml a vzorek byl doplnén mobilni fazi na objem 1 ml.

U vzorkil s oznaCenim B byl postup jen mirn€¢ modifikovan, a to tak, ze objem pufru

a rozpoustédel byl polovi¢éni. Na zavér bylo opét dle zavislosti na koncentraci zvoleno rizné
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S

fedéni do mobilni faze. Piecistény extrakt byl cely vysuSen a rozpustén v mobilni faze nebo
bylo odebrano jen 0,1 nebo 0,35 ml a vzorek byl doplnén mobilni fazi na objem 1 ml.
Vsechny vzorky byly ptefiltrovany pies nylonovy filtr 0,22 um a byl do nich ptidan vnitini
standard.

Ziskané vytéznosti na obohacenych vzorcich na koncentrac¢ni hladinu 2,5 a 25 mg/kg byly pro

ciprofloxacin 44-48 % a obdobn¢ pro enrofloxacin 45-50%.

Tabulka 13. Vysledky méreni vzorku podestylky pri pouziti QuEChERS extrakce

Cislo Datum odbéru Poznamka k datu CIPR ENR
vzorku (charakter vzorku) odbéru vzorku (mg/kg) | (mg/kg)
Al 27/04/2021 (trus+slama) 0,172 0,113
B1 27/04/2021 (trus) 0,133 1,060
A2 18/05/2021 (papir+slama) Naskladnéni kufat 3,404 9,504
B2 18/05/2021 (trus) Naskladnéni kuiat 0,791 13,52
A3 21/05/2021 (papir+slama) 3. den medikace 3,480 7,092
B3 21/05/2021 (trus) 3. den medikace 5,643 21,86
A4 |25/05/2021 (papir+slama) 7 dni od za¢atku medikace 10,68 25,22
B4 25/05/2021 (trus) 7 dni od zacatku medikace 22,05 36,20
AS 25/05/2021 (trus+slama) 7 dni od za¢atku medikace 7,620 54,56
B5  |25/05/2021 (trus) 7 dni od za¢atku medikace 14,99 31,42

Pro ob& metody extrakce byly ziskany obdobné vysledky. Koncentrace enrofloxacinu
v podestylce byla v desitkdch mg/kg, koncentrace ciprofloxacinu byly vyrazné nizsi. Vzorky
typu B ptedstavuji pfedev§im hodnoty koncentraci pro trus, ktery byl z podestylky (papiru a
slamy) seSkraban. Takto ziskand hmota obsahovala ptes 90 % trusu, zbytky mohly byt kousky
papiru nebo slama, které nebylo mozné oddélit. Vzorky typu A jsou vzorky celé podestylky
tak, jak byly odebrany na farm¢. Mezi jednotlivymi hodnotami mohou byt rozdily, ponévadz
vzorky byly velkého objemu a znacné heterogenni. Nebylo mozZné ziskat zcela reprezentativni
homogenni vzorek. Pfesto je mozné konstatovat, ze koncentrace obou analytii se nachazela
v podestylce v hodnotach jednotek nebo desitek mg/kg v zavislosti na typu vzorku. V zévislosti

na téchto vysledcich bylo moZzné oc¢ekavat vyskyt ciprofloxacinu i enrofloxacinu ve vzorcich

pudy.
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4.3. Vysledky méreni analyzy vzorki pudy

Tabulka 14. Seznam analyzovanych vzorku piidy

. Cas po
Cislo aplikaci | Datum odb&ru | Jméno vzorku Popis vzorku
vzorku
(dny)
1 0 20.05.2021 20/05/2021.p | Pudapred zaloZenim
pokusu
2 0 20052021 | 20/05/2021-pAQ | O = PO aplikaci, prirozend
podestylka

E = po aplikaci,
3 0 20.05.2021 | 20/05/2021-PAE spikovéng ke ENR
4 7 27.05.2021 27/05/2021-PAO tyden po aplikaci
5 7 27.05.2021 27/05/2021-PAE tyden po aplikaci
6 14 03.06.2021 03/06/2021-PAO 2 tydny po aplikaci
7 14 03.06.2021 03/06/2021-PAE 2 tydny po aplikaci
8 28 17.06.2021 17/06/2021-PAO 4 tydny po aplikaci
9 28 17.06.2021 17/06/2021-PAE 4 tydny po aplikaci
10 42 01.07.2021 1/07/2021-PAO 6 tydnii po aplikaci
11 42 01.07.2021 1/07/2021-PAE 6 tydni po aplikaci
12 56 15.07.2021 15/07/2021-PAO 8 tydnt po aplikaci
13 56 15.07.2021 15/07/2021-PAE 8 tydnt po aplikaci
14 70 29.07.2021 29/07/2021-PAO 10 tydni po aplikaci
15 70 29.07.2021 29/07/2021-PAE 10 tydni po aplikaci
16 84 12.08.2021 12/08/2021-PAO 12 tydni po aplikaci
17 84 12.08.2021 12/08/2021-PAE 12 tydni po aplikaci
18 101 26.08.2021 26/08/2021-PAO 14 tydnt po aplikaci
19 101 26.08.2021 26/08/2021-PAE 14 tydnt po aplikaci
20 115 09.09.2021 09/09/2021-PAO 16 tydnt po aplikaci
21 115 09.09.2021 09/09/2021-PAE 16 tydnt po aplikaci

Extrakce QUEChERS

Alternativou klasickych postupii extrakce s naslednym piecisténim a zakoncentrovanim

pomoci SPE je extrakce typu QUEChERS. V rdmci optimalizace metody byly zkouseny rtizné

vybrané postupy dostupné z literatury. Tii z téchto metod jsou uvedeny v tabulce 12 . Nejvyssi

vytéznost byla dosazena pro postup 2, ktery byl v ptivodnim ¢lanku pouzit pro extrakci vzorka
kejdy, a to pro ciprofloxacin 46 % a enrofloxacin 55 %. U ostatnich metod vytéznosti
nedosahovaly ani 20 %. Postup 2 byl také zvolen pro extrakci vSech vzorka ptdy. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 15.
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Pro vzorky pudy byla také ovéfovana moznost extrakce pudy pomoci ultrazvuku, s naslednym

nafedénim extraktu na 0,5 1 a vyuziti SPE (HLB, 200 mg) pro piecisténi a zakoncentrovani

24

potiebnych parametrt.

Tabulka 15. Koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu (ug/kg) ve vzorcich piidy po
extrakci QuEChERS

Cislo Jméno vzorku ENR (pg/kg pudy) CIP (ug/kg pudy)

1 20/05/2021-P <LOD <LOD

2 20/05/2021-PAO <LOQ (12,41) <LOD

3 20/05/2021-PAE 134,6 <LOD

4 27/05/2021-PAO 16,80 <LOD

5 27/05/2021-PAE 95,07 <LOD

6 03/06/2021-PAO <LOQ (5,570) <LOD

7 03/06/2021-PAE <LOQ (11,31) <LOD

8 17/06/2021-PAO <LOQ (8,113) <LOD

9 17/06/2021-PAE 21,93 <LOD

10 1/07/2021-PAO <LOQ (6,112) <LOD

11 1/07/2021-PAE 61,67 <LOD

12 15/07/2021-PAO <LOQ (7,491) <LOD

13 15/07/2021-PAE 39,22 <LOQ (9,112)
14 29/07/2021-PAO <LOQ (7,501) n.d.

15 29/07/2021-PAE 30,90 <LOQ (22,90)
16 12/08/2021-PAO 35,84 <LOD

17 12/08/2021-PAE 51,81 <LOD

18 26/08/2021-PAO 25,26 <LOD

19 26/08/2021-PAE 67,29 <LOQ (14,18)
20 09/09/2021-PAO <LOQ (7,400) <LOD

21 09/09/2021-PAE 30,50 <LOD

Tabulka 16. Limity detekce pro stanoveni ENR a CIP v piidé metodou QuEChERS

ENR (pg/kg) | CIP (ug/kg)
LOD 4,451 9,050
LOQ 13,48 27,38
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Enrofloxacin v pudé
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Koncentrace enrofloxacinu (pg/kg pidy)

Pocet dnu od aplikace

Obrazek 10. Koncentrace enrofloxacinu ve vzorcich piidy, srovnani vzorkii s aplikaci
prirozené podestylky (PAO) a podestylky s pridavkem enrofloxacinu (PAE),
v grafu jsou uvedeny i hodnoty pod limitem kvantifikace

V analyzovanych vzorcich metodou QuEChERS byl stanoven pouze enrofloxacin.
Ciprofloxacin se témét ve vSech piipadech pohyboval pod limitem detekce metody nebo nebyl
detekovan viibec. Kolisani hodnot v ¢ase je pravdépodobné zpusobeno aplikaci podestylky
v realném prostiedi pokusné plochy. Ze zjist€nych koncentraci je pozorovatelné, Ze v ptidé€ byl
enrofloxacin zji$tén i po tfech mésicich po aplikaci. Je to jak v ptipadé vzorku PAO — vzorek
realné podestylky, tak PAE — vzorek podestylky obohaceny o ptidavek enrofloxacinu. Ze
stanovenych koncentraci 1ze pozorovat pocatecni pokles koncentrace enrofloxacinu (vzorky
fady PAE). V dalSich tydnech zlstaly jiz ptiblizné stejné. Toto zjisténi je ve shod¢ s publikaci
Albero et al, 2018, kde bylo pozorovano, Ze po pocate¢nim poklesu asi o 20 % zlstala
koncentrace enrofloxacinu i ciprofloxacinu piiblizné€ stejna po dobu vétsi nez 90 dnii a polocas

rozpadu v pid¢ byl stanoven jako vétsi nez 90 dnd.

38



AMR v pudé a pripadné dalSich castech Zivotniho prostredi, zprava za rok 2021

5. ZAVERY

V rédmci feSené¢ho funkéniho ukolu byly naplnény vSechny cile, jak optimalizace metodiky,
tak stanoveni rezidui enrofloxacinu v poZadovanych matricich (medikovand voda,
podestylka osetienych brojlert, ptida se zapravenou podestylkou od oSetfenych zvirat i pada se
zapravenou podestylkou obohacenou o enrofloxacin), tak formou pfilohy analyza vyskytu
kfluorochinolonlim rezistentnich kmena enterobakterii s vyhledem na pokra¢ovani projektu

v roce 2022, ktery bude poslednim rokem Akéniho planu NAP pro funkéni obdobi 2019-2022.

Byla optimalizovana metodika ke stanoveni rezidui enrofloxacinu ajeho metabolitu
ciprofloxacinu v napdjeci vod¢, podestylce z chovu enrofloxacinem oSetienych brojlert a ptdé

po aplikaci podestylky z chovu oSetfenych brojlert a podestylky obohacené o enrofloxacin.

Ve vSech matricich byla pomoci LC/MS/MS prokazana pfitomnost enrofloxacinu.
Ciprofloxacin byl nad limity detekce pouze ve vzorcich medikované vody a podestylky
osetfenych brojlerii. Koncentrace obou analytii v jednotlivych matricich klesala vzdy ptiblizné
o tfi fady, a to v portadi:

medikovana voda z napajeciho zafizeni — podestylka z chovu enrofloxacinem osetfenych

brojlerti — piida se zapravenim podestylky z chovu oSetfenych brojlert.

V prubéhu modelového pokusu byly po dobu 16 tydnti odebirany vzorky pidy. Béhem této
doby byl enrofloxacin pfitomen v koncentracich az 67 ppb v pfipadé pidy po aplikaci
podestylky obohacené enrofloxacinem a az 35 ppb ve vzorku plidy po aplikaci podestylky
z chovu oSetfenych brojlert. Po pocatecnim poklesu koncentrace se hodnota jiz vyznamné
neménila. Bylo tedy prokazano, Ze jeho perzistence v pidnim ekosystému je vyznamna, a mize
tak byt spojen s pietrvavajicim tlakem na vyskyt gent rezistence. Je vSak nutné brat v tivahu,
Ze v ramci experimentu byla uvaZovana nejhorsi varianta mozného vstupu enrofloxacinu do
zivotniho prostfedi pies driibezi podestylku oSetienych zvifat, protoze byla pouzita podestylka
cerstva, bez jakékoliv fermentace, béhem které muZe dojit k pfirozenému sniZzeni obsahu

antibiotik v matrici.

Byla zpracovéna analyza vyskytu rezistentnich kmenti Enterobacteriaceae k fluorochinoloniim
z dostupnych recentnich dat a studii ze zahrani¢i i z Ceské republiky, v chovech driibeze,

piipadné 1 ptid€ a vod¢ a byly identifikovany mezery v poznani, které by bylo vhodné doplnit
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a to za podminek reflektujicich situaci v CR (jak chovy driibeze, typy pouZivanych podestylek,
jejich skladovani, zptisob zapraveni do pudy, typ puady, klimatické podminky apod.). Proto bylo
navrzeno 1 schéma dal§i faze pilotni studie, kterou by bylo vhodné zrealizovat v ramci
posledniho roku funk¢niho obdobi stdvajiciho Akcniho planu NAP v roce 2022. Byly nastinény
1 moznosti dal$i studie v odpadnich vodach propojujici v ramci zohlednéni konceptu “Jedno

zdravi” oblast zdravotnictvi, zem&dé&lstvi a zivotniho prostredi.
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Cerpani finanénich prostitedki k funkénimu dkolu ,,AMR v pidé a p¥ipadné dalSich
¢astech Zivotniho prostiredi“ za rok 2021

Analyza rezidui enrofloxacinu a ciprofloxacinu v rtiznych matricich:
- optimalizace LC/MS/MS metody
- analyza realnych vzorku napajeci vody, podestylky a pudy po 229 900 K¢

aplikaci podestylky (FCH VUT)

Analyza poslednich dostupnych dat o spotiebach enrofloxacinu v CR
Reserse recentn¢ publikovanych dat k
- moznému vlivu enrofloxacinu na bakterie,

- rezistenci k fluorochinolontim (zejména ENR/CIP) a

- ko-selekci rezistence k dal§im antimikrobiktim,

- plasmidové pienosné rezistenci (PMQR), 49 000 Ke
f) perzistenci ENR/CIP v zivotnim prosttedi a jejich dalSimu

potencidlu ovliviiovat ekosystémy a jejich mikrobiotu)

(USKVBL)

ReserSe na téma vyskyt rezistentnich kment ¢eledi Enterobacteriaceae
k fluorochinolonim v CR a ve svéte v chovem driibeZe a v prostiedi
(ptda, voda)

Névrh modelového pokusu na rok 2022 (MU)

20 000 K¢

Nékup ostatniho materialu
- DDHM do 3 000 K¢

- ochranné pomiicky
- nahradni dily a pfisluSenstvi 21 100 K¢
- tonery

- ostatni materidl jinde nezafazeny

Celkem 320 000 K¢

Relevantni dafové doklady jsou k dispozici v téetnictvi UKZUZ.
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Uvod

V rémci Ak¢éniho planu Narodniho antibiotického programu pro funkcni obdobi 2019-2022
bylo jako jedno z realizacnich opatieni odsouhlaseno uskute¢néni sady pilotnich projekta
zamétenych na sledovani zbytkii antimikrobik a AMR v pudé a ptipadné dalSich Castech
zivotniho prostfedi. Jako prvni ¢ast pilotni fdze byla, v souladu s realizacnim planem
a kompetencemi spadajicimi pod Ministerstvo zemédélstvi a jemu podiizené instituce (UKZUZ
a USKVBL) byla vyhotovena primérni analyza (FU 2019), v jejiz zavéreéné odborné rozvaze
pro fluorochinolony bylo jednim z parcidlnich cilii sledovani vyskytu rezistence (napf.
prostfednictvim analyz vyskytu gend rezistence k (fluoro)chinolonim par, gyr, gep, ogx,
aac(6°)1b) ¢i dalsich dle aktualniho stavu poznani a odborné rozvahy a zaméfit se predevsim na
detekci transferabilni rezistence pifenasené pomoci plazmidi (PMQR). Nize uvedena vstupni
analyza je soucasti Cile C této predmétné zpravy Funkéniho ukolu zpracovavaného v roce 2021,
tak aby mohlo byt navazano v piipadé dostupnosti finan¢nich i personalnich zdrojt praktickym
ovéfenim dat v podminkich CR a to pfedevdim ve vztahu k vyskytu rezistenci, jak bylo

nastinéno v ramci odborné rozvahy z roku 2019.

Vyskyt rezistentnich kmeni &eledi Enterobacteriaceae Kk fluorochinoloniim v CR a ve svété
v chovech dribeZe a v prostiedi (pida a voda)

Fluorochinolony patii mezi antimikrobika, ktera maji Siroké spektrum ucinkt ptisobicich na
fadu grampozitivnich i1 gramnegativnich bakterii. Vyznacuji se velmi dobrou biologickou
dostupnosti a dlouhym biologickym polo¢asem a jsou dostupné v fadé€ 1ékovych forem. Pro tyto
vlastnosti patfi fluorochinolony k oblibenym pfipravkiim, poddvanym k 1écbe infekei
zpiisobenych gramnegativnimi i grampozitivnimi bakteriemi nejen u lidi, ale i zvitat.

Jako modelové mikroorganizmy byly zvoleny enterobakterie, konkrétné E.coli. Kmeny E.coli
lze detekovat jak ze vzorkl pochdzejicich od lidi, zvifat, ale i z prostfedi. E.coli na zakladé
jejich genetickych charakteristik délime na patogenni (s charakterem zoonotickym u vybranych
klonii/klastriit ST) a komensalni, nebo indikatorové (indikujici mozné fekalni znecisténi).

U enterobakterii byly popsany €tyfi hlavni mechanismy rezistence k fluorochinolonim:
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1. Ziskana rezistence je nejcastéji zpusobena mutaci genii fidicich replikaci a segregaci
chromozomalni DNA u enzymu topoizomerazy Il (DNA gyradzy), ktera je kodovana
geny gyrA a gyrB a topoizomerazy IV, kddované geny parC a parE.

2. Dal§im mechanismem je aktivni eflux fluorochinolonti z bakterialni bunky hyperexpresi
chromozomalnich pump.

3. Rezistence mize byt zplisobena i snizenim propustnosti bunééné membrany v disledku
alterace porind.

4. K nejnovej$im mechanismim patii rezistence vyvolana Qnr proteiny chranicimi cilovy
protein DNA gyrazu, produkci enzymu aminoglykosid acetyltransferdazy AAC(6’)-Ib-
cr, ktery inaktivuje chinolony acetylaci a akvizici plasmidovych pump QepA/OgqxAB,
které snizuji koncentraci hydrofilnich fluorochinolont v bunice (Mirzaii et al. 2018;

Recacha et al. 2017).

V poslednich letech je celosvétové zaznamenavan ndarast rezistence bakterii celedi
Enterobacteriaceae k fluorochinolontim. Pivodné byla rezistence k chinolonim povazovéana
za vyhradné zptsobenou chromosomalnimi mutacemi, které blokuji replikaci DNA inhibici
gyrazy a topoisomerazy IV. V soucasnosti je pozornost vénovana zejména horizontalng Sifené
rezistenci nesené na plasmidech a to 1 z divodu epidemiologického vyznamu takového pienosu.
Prvni vyskyt plasmidové nesené rezistence k chinolonim (Plasmid Mediated Quinolone
Resistance — PMQR) byl zaznamenan v roce 1998 u urinarniho izolatu Klebsiella pneumoniae
(Martinez-Martinez et al. 1998). Gen odpovédny za tento typ rezistence byl pojmenovan gnr,
pozdéji pozménén na gnrA, protoZze byly objeveny dalsi varianty tohoto genu. Dalsi
mechanismus vzniku PMQR byl popsan v roce 2006, jednalo se o modifikaci chinoloni
enzymem aminoglykosid acetyltransferaza (Robicsek et al. 2006). V roce 2007 v souvislosti
s objevem chinolonovych efluxnich pump QepA (Yamane et al. 2007; Périchon et al. 2007)
a OgxAB (Hansen et al. 2007) byl popsan tfeni mechanismus rezistence k chinolonim neseny
na plasmidech. Horizontdlni genovy pienos téchto determinant PMQR mezi bakteriemi
vyznamné piispél ke snizeni citlivosti na fluorochinolony (Gay et al. 2006; Cattoir et al. 2008;
Zhou et al. 2011; Li et al. 2012). Studie ukazaly, Ze izolaty E. coli ziskané z riznych prostiedi
Casto nesou jak geny rezistence typu PMQR, tak ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase)

a obvykle koexistuji na stejném plasmidu. Plasmidy nesouci vice genid rezistence mohou
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pienaset viceCetnou rezistenci k antibiotikiim mezi riznymi bakteriemi, coz predstavuje velkou
hrozbu pro 1é¢bu infekénich onemocnéni (Jiang et al. 2012).

Fluorochinolony, podobné¢ jako vétSina dalSich ve vodé rozpustnych antibiotik vyuzivanych ve
veterinarni medicing nejsou zcela absorbovany nebo metabolizovany in vivo a 1éCend zvitata je
ve vysokych koncentracich vylucuji svymi exkrementy. Stabilita fluorochinolont ve vnéjSim
prostiedi je vysokd, odhaduje se na vice nez 120 dni (Wu et al. 2005).

Celosvétove roste produkce dribeze, zejména z diivodu rostouci poptavky po levnéjsich
zivocisnych bilkovinach, coz pfispiva k nartstu produkce dritbezi podestylky. Ta je, jako
vedlejsi produkt chovu driibeze bézn¢ pouzivana jako hnojivo pro zemédélské pudy. Tato praxe
pomaha tesit likvidaci odpadu z dritbeziho primyslu a recyklaci pottebnych zivin pro dobrou
produkci plodin. Dribezatsky pramysl vyprodukuje v Evropské unii kazdoro¢né 13 miliont
tun podestylky, coz piedstavuje velkou vyzvu pro zdravi i prostfedi (Esperon et al. 2020).
Z divodu rozséhlého vyuzivani antibiotik v chovech zvifat vSak zemédélskd aplikace
zivocisnych organickych hnojiv vede ke kontaminaci ptdy, kald, povrchovych a podzemnich
vod antibiotiky, vede k Sifeni bakterii rezistentnich k antibiotikim a také gent antibiotické

rezistence.

Vyskyt bakterii Celedi Enterobacteriaceae rezistentnich k fluorochinoloniim a geni
PMQR u driibeze

ProtoZe (fluoro)chinolonony patii mezi tzv. antibiotika s nejvysSi prioritou v huménni
medicin€, jejich aplikace u potravinovych zvifat podléha iniciativé obezietného pouzivani
(EFSA, 2021). Mnozstvi pouzivanych antibiotik v jednotlivych zemich hraje vyznamnou roli,
napi. v USA je popisovan nizsi vyskyt rezistence k fluorochinolonim a chinoloniim u E. coli
izolovanych v chovech brojlert (mén¢ nez 5 %), kde nejsou registrovany k pouziti u driibeze.
Naopak v zemich s legalizovanou spotfebou u driibeze napt. v Brazilii, Ciné a EU, &inil vyskyt
rezistentnich E. coli, vice nez 40 %. Provedeny pruzkum také ukazuje na absenci
harmonizovaného pfistupu pfi monitorovani spotieby antibiotik dle ZivociSnych druht
a hodnoceni rezistence pomoci jednotné metodiky (Roth et al. 2019). Casteéné lze vyuzit data

o prodejich antimikrobik spotfebovanych u zvifat a kvalifikovanych odhadi na cilové druhy
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zvitat. Takovym ptikladem je evropska zprava JIACRA III (2021): kde jsou popsany korelace

mezi spotiebou fluorochinolonti a dal§imi chinolony u prasat a driibeze.

Ptestoze zakaz fluorochinolonti a chinolonli neni limitujicim faktorem sniZujicim vyskyt
rezistentnich populaci bakterii k t€émto antibiotiklim, omezeni jejich pouzivani muze vést
k niz§imu vyskytu flouorochinolonové rezistence. Perrin-Guyomard et al. (2020) ve své studii
poukazuje, ze ve Francii snizeni expozice fluorochinolond u driibeze o 71,5 % v pribéhu let
2011-2018 vedlo u E. coli izolovanych od nemocnych zvitfat ke snizeni fluorochinolonové
rezistence u brojlert a slepic z 9,0 % na 5,4 % a u krtt ze 7,4 % na 3,4 %. Francie dosahla za
posledni obdobi vyrazného snizeni celkovych spotieb antimikrobik (ESVAC, 2020)
a s ohledem na moznou ko-selekci rezistence mezi fluorochinolony a dal$imi velmi casto
podavanymi skupinami antimikrobik (lez uvést napiiklad beta-laktamy (zde pfedevSim
amoxicilin), tetracykliny ¢i sulfonamidy a trimethoprim) je pak pokles rezistence mozné

pricitat i tomuto celkovému snizeni (viz téz prace Ingram et al., 2013).

V Evropské unii byla v roce 2018 hlésena rezistence k (fluoro)chinoloniim na vysoké az velmi
vysoké urovni u izolatd Salmonella spp. 1 E. coli ziskanych od brojlerd, krmnych krit a jate¢né
upravenych tél dribeze/masa. Celkové byla z hlaSeni 26 Clenskych stati a 2 statih mimo EU
pozorovana velmi vysoka/vysoka uroven rezistence k ciprofloxacinu a kyseliné nalidixové
u salmonel izolovanych od brojlert (51,8 % a 48,8 %) a krat (42,7 % a 33,7 %), ve srovnani
na urovni porazky byla u izolatti salmonel ziskanych z JUT brojlert registrovana rezistence na
vysoké az extrémné vysoké Urovni ve vétSin€ evropskych zemich zahrnutych do analyzy (19
Clenskych statl a 2 staty mimo zemé EU), u ciprofloxacinu ¢inila 51,4 % a k. nalidixové 48,8
%. U krit na poraZce byla zaznamenana rezistence salmonel k ciprofloxacinu u 32,4 %
a u k. nalidixové 23,7 %. Mezi jednotlivymi Clenskymi staty (9) byly potvrzeny velkeé rozdily,
od velmi nizké Grovné rezistence az po extrémné vysokou. Podobné jako u salmonel tomu bylo
i uizolatd E. coli od brojlerti (ciprofloxacin 73,5 %, k. nalidixova 64,1 %) a krut (ciprofloxacin
56,5 %, k. nalidixova 34,8 %). Mezi jednotlivymi zemémi, které poskytly data byly také
zaznamenany velké rozdily (EFSA, 2021). Z uvedenych hlaseni evropskych zemi vSak neni

mozné zjistit, zda a v jaké mife se na rezistenci podili geny PMQR.
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Z dat ziskanych v rdmci monitoringu cilovych patogent prasat, skotu a kura, ktery probiha od
roku 2015 (Nedbalcova et al, 2015), je ziejmé, Ze u fady izolatid je detekovana snizena citlivost
nebo rezistence k enrofloxacinu (Narodni program sledovani rezistenci k antimikrobiklim
u veterindrné¢ vyznamnych patogend: zpravy jsou dle roki publikace dostupné na webu
svscr.cz). Z interni analyzy pro MZe v ramci Funkéniho ukolu 8/2020 vyplynule, Ze u souboru
izolath E.coli zbrojlerii kura s klinickym onemocnénim byla nejvyssi prevalence NWT
fenotypu k enrofloxacinu ze vSech sledovanych cilovych druhti (kur, prasata, telata). Bylo
zjisténo 73 NWT izolatd z klinicky nemocnych brojlerti (58,9 %, n = 124, izolaty CR, 2018,
Narodni program sledovani rezistenci k antimikrobikim u veterindrné vyznamnych patogenii).
Mezi prevalenci NWT fenotypu k enrofloxacinu u izolatl E. coli z brojlerd a z prasat ¢i telat
byl identifikovan statisticky vyznamny rozdil. Tato skutecnost reflektuje de facto miru
pouzivani (spotieb) fluorochinolont u driibeze — ktera pfevazuje jednoznacné nad spotiebou
u vSech ostatnich cilovych druht. V ptipadé¢ prevalence NWT fenotypu k fluorochinolonim
u E.coli z brojlerti je nutné zdaraznit, Ze uvedend interpretace pomoci ECOFF nevypovida
o potencidlnim klinickém vysledku 1é¢by, ale o pfitomnosti mechanizmt rezistence, které se
projevuji ve fenotypu. S ohledem na soucasny stav odborného poznéani (2021) jsou popsany
4 zékladni mechanizmy rezistence bakterii k fluorochinoloniim (viz vyse).

Pti pouziti veterinarnich klinickych breakpointi (CBP) pro enrofloxacin by rozlozeni citlivosti
u patogennich izolatl E. coli (n=124) vypadalo nasledovné: 64 izolati citlivych (51,6 %; CBP-
C < 0,25 mg/l), 25 izolath intermediarnich (20,2 %; CBP-I = 0,5-1 mg/l) a 35 izolatd
rezistentnich (28,2 %; CBP-R > 2 mg/l). Tato zjiSténi pochazeji z analyzy dat v ramci
Funkéniho tikolu 8/2020 MZe CR a citovanych publikaci Narodniho programu sledovani
rezistenci k antimikrobiklim veterinarné vyznamnych patogenii (2018).

V ramci fizeni pfezkumu (referral) bylo i z diivodu enormniho nértstu rezistence nejen
u klinickych izoldth z nemocnych zvifat, ale také izolath vyvolavajicich zoondzy
(Campylobacter coli a Campylobacter jejuni) v CVMP stanovisku 21 vyjadieno, ze by méla
byt vyjmuta indikace E.coli u peroraln€ podavanych VLP s enrofloxacinem. Rovnéz se zvySuje
tlak na Gplné vyfazovani vybranych molekul antimikrobik s kritickym vyznamem pro huménni
medicinu, mezi které fluorochinolony beze sporu patii. I pfes nesporné vyhody podani

enrofloxacinu u driibeze, mezi néz patii predevS§im vyhodna farmakokinetika 1écCivé latky
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umoznujici dostupnost ve tkanich, kam jina antimikrobika obtizné¢ pronikaji a koncentra¢né
zavisly rychly nastup baktericidniho Gc¢inku, je v ndvaznosti na vyse uvedené tieba pomyslet na
moznost postupného vyfazovani této 1€civé latky a intenzivné hledat vhodna opatteni, ktera
snizi potfebu pouziti t€chto antimikrobik.

V ramci retrospektivni mezinarodni studie z 13 evropskych zemi byl proveden screening
vyskytu plasmidové vazané rezistence k chinolontim u izolati salmonel a E. coli ziskanych
v letech 1994 az 2009 od zvitat, lidi, potravin a prostiedi (Veldman et al. 2011). Geny PMQR
neslo 59 % izolatl salmonel (zejména geny gnrS a gnrB) a 15 % izolatd E. coli (ptedevsim gen
gnrS). Salmonely nesouci geny PMQR izolované z driibeze byly zjistény v Belgii, Dansku,
Finsku, Némecku, Italii, Polsku, Spanélsku a Nizozemi. V piipadé E. coli, byly izolaty
k dispozici pouze ze Ctyf zemi a pozitivni nalezy geni PMQR byly zaznamenany v Polsku
a Nizozemi. Pfestoze jsou uvedené vysledky ovlivnény riznymi faktory, pocty izolath
ziskanych z riznych zdroji dostupnych v jednotlivych zemich ukazuji, ze chovy driibeze jsou
v Evrop¢ hlavnim zdrojem gentt PMQR.

V Ceské republice byly v letech 2013 az 2014 geny PMQR detekovany u 10,9 % (17/156)
izolatl E. coli z environmentélnich vzorkt (z prostiedi farem brojlert) a u 48,6 % (51/105) E.
coli izolovanych z kloakalnich vytérd krit na Grovni jatek. U obou typt vzorkl pievaZzoval
vyskyt genu gnrS a gnrB, a vétsina z nich byla citliva k tieti generaci cefalosporinti (Roderova

etal. 2017).

Ko-selekce rezistence fluorochinoloni — ve vztahu Kk dal§im antimikrobikdam / ¢i
v diisledku pouzivani dalSich antimikrobik

Jednou z velmi zavaznych kombinaci (s moznou ko-selekci) rezistenci je pfitomnost
plasmidové pfenasené rezistence k fluorochinolontim (PMQR) a soucasné gent kodujicich tzv.
Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL). Kmeny, které nesou tyto genetické charakteristiky pak
nebudou odpovidat na l1écbu jak (fluoro)chinolony tak zakladnimi betalaktamy (peniciliny,
aminopeniciliny), ale ani cefalosporiny, v¢etné¢ téch vyssich generaci. Byly rovnéz pozorovany
mutace v genech gyrA, gyrB, parC, and parE. V Ceské republice byl Roderovou et al. (2017)

analyzovan unikatni soubor celkem 1050 izolath E. coli (303 humannich izolath, 156 izolatd
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z brojlerti kura doméciho, 105 z krtt, 114 z havranti a 372 ze vzorkll odpadnich vod). Ze
zkoumanych vzorki bylo ziskano 262 (25%) izolatd s pozitivitou na PMQR (nejvice u krit
48,6% a pacientl z humanni oblasti (32%). Nejcastéji zjiSténym u PMQR byl gen gnrS1
detekovany u 146 (56%) izolath, nasledovany genem aac(6')-1b-cr u 77 (29%) izolati, gen
gnrB19 byl pak zjistén u 41 (16%) izolath a gen gnrB1 u 9 (3%) izolath. U vSech izolati byla
potvrzena vysokd rezistence na (zvoleny substrat) ciprofloxacin (>32 mg/l) pokud tyto
obsahovaly soucasné dvé nebo tfi mutace genu gyrA kombinované s jednou ¢i dvéma mutace
v genu parC. Zajimavé je, ze oproti jinym publikacim, autofi u téchto vzorkl nepotvrdili
vysokou miru shody/pfibuznosti mezi izolaty z riiznych zdroji.

Ko-selekce rezistence vSak muze byt vnimana i z perspektivy, kdy jind antimikrobika,
respektive jejich podani mize ko-selektovat rezistenci k fluorovanym chinolontim, jak popsali
ve své praci Ingram et al. (2013), kdy detekovali soucasné rezistence k amoxicilinu,
gentamicinu, tetracyklinu a kombinaci and trimethoprim/sulfamethoxazol. Ve své studii
identifikovali unikatni fylogenetickou ptibuznost indikujici mozné klonalni $iteni v disledku
selekce s pomoci jinych antimikrobik nez fluorovanych chinolonti. Prace ukézala na gen
aac(6')-Ib-cr. Rovnéz tak s ohledem na prikaz této ko-selekce autofi prace poukazali na
skute¢nost, ze pro zachranu uc¢innosti fluorochinolont (respektive zachovéani nizké miry
1 dalSim skupindm antimikrobik.

Ko-selekce rezistence mize byt rovnéZ vyvoldna napf. dezinfekénimi latkami (napf.
organickymi slouc¢eninami, fytoaditivy typu olejii (pine oil) a také napftiklad triclosanem
(Randall et al., 2008). Zavaznym problémem se jevi ko-selekce rezistence pomoci genli
nesenych na témze plasmidu, kdy je neseno n€kolik gent rezistence k riznym antimikrobiktim,
nebo jsou zde geny kddujici AcrAB-TolC effluxni pumpy (a tudiz vylouceni fluorochinolont
vn¢ bunky (Koronakis et al., 2004)), ¢i kddovani geny s kone€nym dopadem do propustnosti
porint (Li et al., 2015) nebo vyskytem A87G mutace na GyrA (Weber et al., 2013). VSechny
tyto mechanizmy ve findlnim dopadu pfispéji nejen k rezistenci k fluorochinolontim, ale
1k dal$im latkdm antimikrobni povahy (antimikrobika, ¢i desinfekéni latky) a limituji boj
s ptivodci onemocnéni nejen zvifat, ale i ¢lovéka.

Dalsi studie (Li et al., 2019) u komensélnich kment E.coli izolovanych od driibeze ukazala, ze

dlouhodobé pouzivani enrofloxacinu selektovalo multirezistentni (MDR) izolaty E. coli ve
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sttevech kufat a Ze tyto izolaty mély rozmanité spektrum gent odpovédnych za snizenou
citlivost ¢i rezistenci k fluorochinoloniim. K rezistenci s vysokymi hodnotami MIC (> 128
pg/ml) ptispélo n€kolik genetickych zmén, véetné dvojitych mutaci na gyrA (S83L a D87N),
jediné mutace parC (S80I) a parE (S458E), vetné aktivace effluxnich pump a pfitomnosti
proteinu kédovaného gene gnrS1. Relativné nizkou miru rezistence (MIC v rozpéti 8 ¢i 16
pg/ml) zptsobila, kromé efluxnich pump rovnéz snizena exprese porinového proteinu OmpkF.
Ve studii rezistence u izolatdl E.coli z kura doméaciho (izolaty z chovii v CR) byly prokazany
jak geny rezistence k chinoloniim, tak geny rezistence k beta-laktamtim, nejcastéji se jednalo
o TEM beta-lakatamazy . Ve studii nebyla pouzita selektivni média a nebyl zachyt piitomnosti
blactx-m genu, zatimco Ctyfi izolaty nesly blacmy-2 gen. Tento gen, spolu s blactx-m-1, je
nejcastéjsi ESBL/AmpC beta-laktamaza u izolat driibeze E. coli. V ramci tohoto souboru byla
u vétSiny izolati rezistentnich k chinoloniim zjisténa chromozomalni mutace v genu gyrA,
sedm izolath neslo gnrS-1. Byl také pozorovan soubézny vyskyt blacmy-2, -59 a gnrS-1. 1 pres
skutecnost, ze vySe citované izolaty se soub&znou rezistenci nejsou bézné spojeny s lidskym
onemocnénimi, neznamena to, Ze jsou epidemiologicky irelevantni, protoze mohou stéale slouzit
jako zdroj rezistence pfi horizontadlnim pfenosu genti (Papouskova et al., 2020).

V Brazilii, byl v rdmci screeningu 200 izolath bakterii Celedi Enterobacteriaceae (vice jak 90
% E. coli, nasledované E. fergusonii, K. oxytoca a K. pneumoniae) ze zdravych kufat
pochazejicich ze dvou riznych farem prokazan vyskyt gentt PMQR u 23 % izolatd. Dominantni
zastoupeni mél gen gnrB (43/200), s ojedin€lym vyskytem genti gnrS (2/200) a aac(6’)-1b-cr
(1/200). V8echny izolaty nesouci geny PMQR byly multirezistentni a vykazovaly soucasné také
ESBL typ rezistence (Ferreira et al. 2018). Podobné bylo v Ciné prokizano, ze 1é¢ba
salmonelovych infekci u kufat enrofloxacinem vedla v travicim traktu kufat nejen k selekci
izolath E. coli rezistentnich k fluorochinoloniim, ale soucasné¢ také k beta-laktamim
a tetracyklinu (Li et al. 2019).

Driibezi podestylka je povazovana za hlavni zdroj fluorochinolonti v zemédélskych pidach.
Sorpce fluorochinolont k pevnym c¢asticim patii k hlavnim mechanismim jejich Sifeni
v prostiedi a mize se lisit v zavislosti na riznych typech matrice. Leal et al. (2012) prokazal,
ze sorpéni potencidl fluorochinolont v driibezi podestylce (ryZova slama a borovicové hobliny)
byl vysoky (sorpce nejméné 69 % aplikovaného obsahu), ale pfesto byl vyrazné nizsi nez

v pudé. Nizsi afinitu fluorochinolonll v driibezi podestylce autoti vysvétluji niz§im mnoZstvim

Masarykova univerzita, Lékarska fakulta

Kamenice 753/5, 625 00 Brno, Ceska republika
T: +420 549 49 2910, E: info@med.muni.cz, www.med.muni.cz 3
Bankovni spojeni: KB Brno-meésto, CU: 85636621/0100, I1C: 00216224, DIC: CZ00216224



sorpCnich mist a mirn¢ alkalickym pH. V uvahu je navic tfeba brat 1 rizné typy dribezi
podestylky pouzivané v zeméd¢€lské praxi. Gupta et al. (2021) ve studii o ucincich riistovych
a terapeutickych antibiotik na dynamiku mikrobiomu a rezistomu v kufecich kloakalnich
vytérech a podestylce prokazal rizné ucinky pii pouziti enrofloxacinu. Relativni mnozstvi genti
kodujicich rezistenci k chinolonim v kloakalnich vytérech se zvySilo po terapii
enrofloxacinem, ale v podestylce byl pozorovan opacny ucinek. To naznacuje, ze koncentrace
enrofloxacinu v kufecim stfevé podporovala selekci rezistentnich bakterii a vyskyt gent
PMQR, ale nasledn¢ nedoslo ke stejnému efektu v podestylce. Obecné terapie enrofloxacinem
zvysovala v obou piipadech relativni mnozstvi multirezistentnich kment Enterobacteriaceae,

a to primarné E. coli.

Vyskyt bakterii Celedi Enterobacteriaceae rezistentnich k fluorochinoloniim a geni
PMQR v pidé

Studie zaméfené na pfitomnost enterobakterii nesoucich geny PMQR, nebo popisujici samotny
vyskyt geni PMQR v zeméd¢€lskych ptidach v souvislosti s hnojenim driibezi podestylkou
chybi. Dostupné studie sledujici Sifeni fluorochinolonové rezistence a gentt PMQR v ptidach
pochazeji zejména z Asijskych zemich, které s ohledem na vyznamné zastoupeni produkce
veprového masa, poukazuji na Siteni gentit PMQR do zemédélské ptudy z kejdy a odpadnich vod
a odpadnich vod) do pidy na vyskyt genit PMQR v ptdé (Li et al. 2012; Xiong et al. 2015; Wu
et al. 2019), stejn¢ jako na pozitivni korelaci mezi relativnim mnoZstvim gent kodujicich
PMQR, fluorochinolonovou rezistenci u bakterii a koncentraci fluorochinolont v prostredi (Li
etal. 2012; Xu et al. 2015; Huang et al. 2016).

Li et al. (2012) ve své studii prokdzal geny PMQR (gnrD, gepA a ogxB) ve vSech vzorcich
odpadnich vod ze sedmi farem prasat a ve vzorcich ptd z okolnich poli, kde byly odpadni vody
pouzivany k zavlazovani. Informace o druhovém slozeni bakterii nesoucich geny PMQR vSak
chybi, protoze uvedena studie byla zaméfena jen na ptfimou detekci genil ze vzorkl odpadnich
vod a ptidy pomoci kvantitativni PCR (gPCR). Dalsi studie z Ciny poukazuje na fakt, ze chovy

prasat kontaminuji v okoli farem vzduch, vodu, bahno a pidu bakteriemi E. coli nesoucimi
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geny PMQR, které se tak mohou dale §ifit do prostredi. Celkem 82,3 % (107/130) izolatd E. coli
z prasat neslo alespont jeden gen PMQR, s dominantnim vyskytem genu gnrS. Vysledky
typizace metodou pulsni gelové eloektroforézy (PFGE-pulsed field gel electrophoresis)
ukazaly, ze 49 % izolath E. coli pochazejicich ze vzorka vzduchu, fi¢ni vody, pidy a bahna
mélo vice jak 85% podobnost s fekalnimi izolaty a 40,8 % z nich sdilelo stejné geny PMQR
(Wu et al. 2019). V Cing v polnim experimentu s dlouhodobou aplikaci (11 let) praseéi kejdy
a kalt do pudy byly zjistény pocty bakterii rezistentnich k ciprofloxacinu fadoveé 107 KTl/g
pudy. Z celkem 21 bakterialnich izolatt rezistentnich k ciprofloxacinu zafazenych ke kmentim
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria a Bacteroidetes bylo 18 pozitivnich na piitomnost
genil PMQR (aac(6')-1b-cr, gnrD, gepA, ogxA a ogxB). V ramci kmene Proteobacteria byly
ziskané izolaty s PMQR geny zatfazeny k rodim Brevundimonas, Sphingopyxis, Sphingomonas
a Bosea, nebyly ale prokézany u enterobakterii, které jsou u hospodatskych zvitat popisovany
jako nositelé téchto gend. Ackoli byly v uvedené studii geny PMQR detekovany pouze
v pudach, na které byl aplikovan hntij, nebylo mozné urcit, zda je jejich vyskyt vysledkem
prezivani bakterii z hnoje od prasat nebo horizontalniho prenosu mezi bakteriemi z hnoje
a pivodnimi ptidnimi bakteriemi (Xu et al. 2015).

Aby bylo mozné kontrolovat proliferaci polutanti, je dilezité znat jejich osud od organickych
hnojiv az po zivotni prostfedi. Rezistentni baktérie k flurochinoloniim a geny PMQR mohou
v prostiedi perzistovat aZ po dobu nékolika mésicii. Za laboratornich podminek bylo metodou
qPCR prokdzano, Ze relativni mnozstvi geni PMQR (ogxA, 0gxB, aac(6’)-1b-cr a gnrS)
v zemédelské pide se vyznamné sniZilo az za dva mésice po aplikaci praseciho hnoje (Xiong
et al. 2015).

Snizeni Cetnosti bakterii v disledku ptitomnosti antibiotik a jejich rezidui v ptidé mize vést ke
Spatné adaptaci bakterii z hnoje na pidni prostfedi, ¢imz muize byt ovlivnén také vyskyt
a zastoupeni genll antibiotické rezistence. SloZeni plidniho mikrobiomu se muze liSit
v zéavislosti na obsahu fluorochinolonti v pidach. Byl zjistén vliv aplikace hnoje s nizkymi
koncentracemi ciprofloxacinu (0,04 a 0,4 mg/kg) na obohaceni pidy bakteriemi patficimi do
kmene Actinobacteria a ttid Bacilli, Clostridia a Gammaproteobacteria, které zahrnuji
1 enterobakterie a naopak inhibici Acidobacteria a Halophage (Huang et al. 2016). Xiong et al.
(2015) v laboratornich podminkach prokézal, Ze aplikace fluorochinoloni (enrofloxacin,

ciprofloxacin a norfloxacin) do pidy o koncentraci 5 mg/kg poskytla selektivni vyhodu pro
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bakterialni kmeny Acidobacteria, Verrucomicrobia a Planctomycetes vyskytujicimi se v pudée,
zatimco rast Proteobacteria a Actinobacteria byl potlacen. Tuo et al. (2018) ve své studii urcil,
ze hlavnimi faktory, které ovlivnily zmény v zastoupeni genli PMQR a mobilnich genetickych

elementi v pade, jsou pH a sloZzeni mikrobidlni komunity. V ptidach s kontaminaci

cv w7

PMQR.

V navaznosti na predchozi studie lze konstatovat, ze aplikace dribezi podestylky, kterd je
povazovana za vyznamny zdroj fluorochinolonii, bakterii rezistentnich k témto latkdm a gent
PMQR v agrarnim prostiedi, ovlivituje vyskyt této skupiny antibiotik v pidach a podili se na
dal$im Sifeni rezistentnich bakterii do prostiedi. To miize byt ovlivnéno tfadou faktori:
1) mnozstvim fluorochinolonti v driibezi podestylce a jejim typem; 2) mnozstvim a druhy
bakterii rezistentnich k fluorochinoloniim obsahujicich plasmidy s geny PMQR v dribezi
podestylce; 3) cCetnosti aplikace dribezi podestylky na zemédé€lskou puadu; 4) fyzikdlné
chemickymi vlastnostmi pudy, slozenim ptdniho mikrobiomu a klimatickymi podminkami
v dané oblasti a 5) schopnosti bakterii s geny PMQR persistovat v piidach a podilet se na
horizontdlnim pienosu genit PMQR mezi bakteriemi.

V Brazilské studii zaméfené na sledovani vlivu kritkodobé a dlouhodobé fertilizace
zemeéd@lské pidy dribezi podestylkou (<1-30 let) byly zjiStény vysoké koncentrace
fluorochinolonti v driibezi podestylce (0,56-100 mg/kg), akumula¢ni trend mezi kratkodobée
a sttednédob€ hnojenymi plidami, nasledovany poklesem jejich koncentraci u dlouhodobé
hnojenych ptd a také pfitomnost genu gnrS v pidé (Parente et al. 2019). Aktudlné byl také
prokazan negativni vliv fluorochinolony kontaminované driibezi podestylky na populaci zizal,
které hraji vyznamnou roli pfi mineralizaci organické matrice a udrZzovani ptdni porosity, a jsou
indikatorem kvality pidy (Parente et al. 2021). Polni experiment realizovany za ucelem
vyhodnoceni vlivu rozmetani driibezi podestylky obsahujici enrofloxacin a jeho metabolit
ciprofloxacin na pocty bakterii celedé¢ Enterobacteriaceae rezistentnich k ciprofloxacinu
v pudé prokazal, Ze bakterie E. coli rezistentni k ciprofloxacinu pietrvavaly v pidé po dobu
nejméné tii mésict (Pourcher et al. 2014). Na snizeni vlivu fertilizace ptidy driibezi podestylkou
s ohledem na Sifeni rezistence k antimikrobiklim, ma vliv zplisob oSetfeni hnoje pted jeho
aplikaci. Bylo prokazéno, Ze kompostovani dribeziho hnoje s obsahem enrofloxacinu,

doxycyklinu a ciprofloxacinu po dobu 10 tydnii podporuje redukcei rezidui téchto antibiotik
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a snizuje vyskyt vétSiny genli antibiotické rezistence, vcetné genu gnrS a potencidlné
patogennich a komenzélnich bakterii, jako naptiklad bakterie rodu kampylobakter a E. coli

(Esperon et al. 2020).

Vyskyt bakterii Celedi Enterobacteriaceae rezistentnich Kk fluorochinolonim a geni
PMQR ve vodach

Vodni prostiedi je piijemcem velkého mnozstvi odpadnich vod komunalniho, nemocni¢niho
a agrarniho ptivodu, které predstavuji nejen zdroj Siteni bakterii rezistentnich k antibiotikiim,
ale také cestu, ktera umoziuje transfer genl rezistence do piirozenych bakteridlnich
ekosystému (horizontalni pfenos).

Antibiotika a bakterie rezistentni k antibiotikiim, které prochazi procesem cisténi v Cistirnach
odpadnich vod (COV), mohou perzistovat v upravenych odpadnich vodach a kalech
a kontaminovat povrchové vody a ptiidu. Rezidua fluorochinolond, stejné jako bakterie celedi
Enterobacteriaceae rezistentni k fluorochinoloniim Ize detekovat v odpadnich vodach
z nemocnic i v komunélnich odpadech upravenych v COV i v povrchovych vodach. V brazilské
studii byly bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae rezistentni k fluorochinolonim detekovany
vnejen v odpadnich vodach, ale 1 v fekach, do kterych byly odpady vypoustény. Mezi
mechanismy rezistence u ziskanych enterobakterii patfily nejen chromozomalni mutace v genu
gvrA (47 %), ale také geny PMQR (52,9 %), a to konkrétné geny aac-(6')-1b-cr, ogxAB, gnrS
a gnrB (Conte et al. 2017). Také v Polsku bylo prokdzano, ze navzdory cisténi odpadni vody
v Cistirnach, mohou byt komunalni odpadni vody zdrojem enterobakterii rezistentnich
k fluorochinoloniim nesoucich geny PMQR a dostavat se do povrchovych vod (fek), do kterych
jsou vypoustény. V uvedené studii byla vétSina izolath rezistentnich k fluorochinoloniim
identifikovana jako E. coli (25 %), Acinetobacter (25 %) a Aeromonas (6,9 %). V mensi mife
byla identifikovéna i cela fada dalSich bakteridlnich rodl (napt. Acidovorax, Arthrobacter,
Bacillus, Cronobacter, Flavobacterium, Hydrogenophaga). Dominantnim genem PMQR byl
gen aac-(6')-Ib-cr (91 %), nasledovany geny gnrD (27 %), ogxA (25 %), and gnrS (24 %).
Geny gnrA, qnrB, gepA, and ogxB byly detekovany ve vzorcich pouze ojedinéle, nebo viibec

(Osinska et al. 2016). Na dominantni zastoupeni genu aac-(6')-Ib-cr ve vodnim prostiedi
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poukazuji také studie z Ciny zaméfené na sledovani kvality odpadnich a povrchovych vod
(Wen et al. 2016; Yan et al. 2017).

V portugalské studii zaméfené na detekci PMQR u E. coli izolovanych z povrchovych,
podzemnich, pitnych a rekreac¢nich vod, byl u 16 % izolata E. coli z povrchovych vod prokdzan
vyskyt pouze genu gnrA. To by mohlo souviset s pivodem vod, protoze rezervoarem genu
gnrA byly identifikovany bakterie Shewanella algae, které se bézné¢ vyskytujici ve vodnim
prostfedi. A pravé od nich ziejme bakterie E. coli uvedeny gen ziskaly (Mendoca et al. 2012).
Nizsi variabilita gent PMQR v uvedené studii by mohla souviset také s tim, ze na rozdil od
piedchozich studii nebyla tato studie cilen¢ zaméfena na vySetfovani povrchovych vod
v mistech, kde se vypousti odpadni vody z Cistiren.

S ohledem na vyskyt genit PMQR ve vodnim prostiedi kontaminovaném odpady z chovi prasat
byl rovnéz zjistén vyskyt genu aac-(6')-Ib-cr a déale genu ogxB v povrchovych vodach
a predevsim v sedimentech téchto vod (Xiong et al. 2015). Obecné ale studie, které by se
zabyvaly vlivem odpadnich vod® z chovii hospodaiskych zvifat na §ifeni bakterii rezistentnich
k fluorochinolontim a genti PMQR do prostiedi, chybi. I v ramci Ceské republiky by proto bylo
do budouciho Akéniho planu Narodniho antibiotického programu vhodné zakomponovat
sledovani rezistenci k antimikrobiktim a také rezidui v oblasti odpadnich vod.

S ohledem na rozdéleni kompetenci mezi Ministerstvo zeméd¢lstvi (produkce potravin
rostlinného a Zivocisného plivodu a péce o piidni fond) a Ministerstvo zivotniho prostredi
(oblast Zivotniho prostfedi vcetné Cistoty vod, resp znecisténi vod z riznych zdroji (lidské
zdroje (napf. odpady z nemocnic; primyslové zdroje napf. odpady z farmaceutické vyroby;
zivoc¢isné zdroje — naptiklad hntlj, kejda, podestylka a jejich uskladnéni a dalsi vyuziti, odpadni
vody po ocisté stdji) a Ministerstvo zdravotnictvi (zat€¢Z odpadnich vod naptiklad odpady
z nemocnic) je nutné, aby takové aktivity byly v budoucim Akénim planu dobfe popsany
a zkoordinovény. Je to i v souladu s Akénim planem EU, ktery v rdmci koneceptu ““ jedno

zdravi” propojuje oblast zdravi lidi, zvifat a Zivotni prostiedi.

3 0dpadni vody (chovy driibeZe) pouze ve smyslu oisty hal mezi turnusy. Jinak medikovanou vodu vypiji.
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Plan aktivit FU na rok 2022

Z dostupnych studii je ziejmé, ze vyskyt fluorochinolonii (napt. enrofloxacinu, ciprofloxacinu),
bakterii rezistentnich k témto antibiotikiim a gentit PMQR, které mohou byt horizontalné¢ Siteny,
lze ocekavat také v prostfedi chovi dribeze a okolnim prostiedi (zemédé€lské pude,
povrchovych ¢&i podzemnich vodach, p&stovanych plodinach) v CR. V soucasnosti neexistuji
systematické studie, které by se touto problematikou zabyvaly. Chybi rovnéz informace
o vyskytu bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae rezistentnich k fluorochinoloniim a nesoucich
geny PMQR v travicim traktu driibeze, v podestylce a v ptidé v podminkach Ceské republiky.
Ani v evropském, ¢i globalnim méfitku nejsou souhrnné posouzeny a znamy vlivy typu
podestylky na sorpci fluorochinolonli a na pfezivani k nim rezistentnim bakteriim. Nejsou
k dispozici informace o vlivu fermentace rtiznych typt podestylek na hodnoty fluorochinolont
a vyskyt bakterii s PMQR typem rezistence. Chybi také informace o vlivu zavlazovani
kontaminovanou povrchovou vodou na zeméd¢lské pidy a v ni pfezivajici bakterie rezistentni
k fluorochinoloniim a geny PMQR.

V ramci funkéniho ukolu Mze pro rok 2022 proto navrhujeme navazat na studii z roku 2021
zabyvajici se Sifenim fluorochinolonti z driibezi podestylky do zeméd¢lské ptdy. Prace budou
po mikrobiologické strance zaméteny na vyskyt gent rezistence v chovu driitbeze v poc¢atecni
etap¢ vykrmu (ur¢eni mikrobioty z lihni, stérovani v chovné hale) a na vyskyt a piezivani gend
v driibezi podestylce v priibéhu jeji fermentace. K detekci PMQR gent bude pouZita metoda
extrakce celkové DNA ze vzorki dribezi podestylky a pady.

Pro dals$i Akéni plan by bylo vhodné zahrnout 1 studii vénujici se schopnosti Siteni E.coli

nesouci geny PMQR zplady zavlazované kontaminovanou vodou do péstovanych

zemédélskych plodin.
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Vzhledem k vyse popsanym mezerdm v poznani chovéni fluorochinolonti po jejich podani,
metabolizaci a vylouCeni zvifaty, nejen v chovech dribeze, ale i v dalSich zemédélskych
technologiich, pfedevsim u majoritnich druhii zvitat, kde jsou tato 1éCiva pouzivdna je
povazovano za velmi vhodné pokracovani jak pilotni studie rezistence E.coli se zaméfenim na
plasmidové pfenosnou rezistenci v pude, ale do budouciho Akéniho plénu by mély byt
propojeny resortni instituce a to formou spoluprace na pokracovani projektu v odpadnich

vodach.
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