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ABSTRAKT

Antibiotika jsou vyznamnym pomocnikem pfii 1é€bé bakteridlnich infekei lidi i1 zvifat. I pfi
jejich raciondlnim vyuzivani, ma vS8ak aplikace antibiotik negativni aspekty, napf. jejich
kontinualni uvoliiovani do zivotniho prostiedi, prostiednictvim zavlazovani odpadni vodou,
aplikace biosolidii nebo aplikace statkovych hnojiv. Pfitomnost antibiotik v plid¢ (a obecné
zivotnim prostiedi) mlize predstavovat vhodné prostiedi pro vznik antimikrobidlni rezistence,
ale také mize mit neptiznivy vliv na pudni organismy (nasledn¢ i kvalitu ptidy), nebo muze
dochézet k pfijmu téchto latek rostlinami a péstovanymi plodinami a nasledn¢ vstupu do
potravniho fetézce. Kontaminace zivotniho prostfedi 1é¢ivy, predstavuje, jak environmentélni,
tak 1 zdravotni rizika pro lidskou populaci i zvifata z hlediska antibiotické rezistence, ale
i potencialniho dlouhodobého piijmu stopovych koncentraci v kontaminovanych plodinach,
které mohou byt soucasti lidské stravy ¢i krmiv pro zvitata.

Primérni naplni feSeného projektu byly mikrobiologické rozbory, konkrétné stanoveni
pritomnosti genti rezistence na fluorochinolony v riznych ¢astech dritbezi farmy (stéry vétraka,
krmitek a pitek), ale nésledné i v orgdnech kutat a nésledné také v samotné podestylce, ktera je
v ramci cirkularni ekonomiky Evropské unie aplikovana do zemédélské pidy. Z tohoto diivodu
byla v ramci feSeni projektu testovana Gcinnost fermentace na odstranéni genl rezistence,
rezistentnich mikroorganismu, ale také rezidui fluorochinolonli v podestylce, proto byly
provedeny mikrobiologické rozbory podestylky i v pribéhu samotné fermentace. Takto
zpracovana podestylka byla nasledné aplikovana do zemé&délské pudy, jejiz vzorky byly také
podrobeny mikrobiologickym rozboriim. Za ucelem komprehenzivniho posouzeni byly tyto
mikrobiologické rozbory doplnény také stanovenim rezidui enrofloxacinu a jeho primarniho
metabolitu ciprofloxacinu ve vzorcich podestylky v priibéhu fermentace a nasledné byla také
prozkoumana perzistence téchto latek v piidnim prostiedi. V rdmeci feSeného projektu byl ziskan
uceleny pohled nejen na osud téchto latek v Zivotnim prostiedi po aplikaci statkovych hnojiv,
ale byl charakterizovan cely proces od medikace brojlerti kutat, pies aplikaci podestylky az po
samotny osud v terestridlnim prostfedi. Pro dokresleni celkové situace a zatéze Zivotniho
prostiedi jsou podéana i trendova a aktualni data o spotfebach antimikrobik u driibeze, a celkové
ve veterinarni i humanni mediciné v ramci CR a Evropy. Je rovnéz zahrnuta mozna korelace

rezistenci u indikatorovych E.coli izolovanych z driibeze.
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1. UVOD

Piedkladana zprava navazuje na prvni, analyticky dokument, zpracovany v roce 2019 a je tfetim
dokumentem zahrnujicim vysledky a experimentalni data zpracovanym v ramci plnéni
parcidlniho cile 1.1.5 stanoveného v ramci realizacni naplné¢ Akcniho planu Narodniho
antibiotického programu (AP NAP) schvalené¢ho na obdobi 2019-2022. Néplni uvedeného cile
AP NAP je zformulovat rdmec pro sledovani environmentalni zatéze (puda) v duasledku
rezistence k antimikrobikiim u bakterii a rezidui antimikrobnich 1é¢ivych latek pouzivanych
v chovech hospodatskych zvitat. V souvislosti s rezidui antimikrobik a rezistenci vuéi
antimikrobiktim je dale zvazovana role zivotniho prostiedi v transferu téchto latek do rostlin,
které nasledné mohou slouzit jako potraviny ¢i krmivo vstupujici do potravniho fetézce — a byt

tak rizikovymi faktory ovliviiujicimi zdravi lidi a zvitat.

Celosvétove roste produkce dribeze, zejména z duvodu rostouci poptavky po levnéjsich
zivocisnych bilkovinach. Dochazi tak k nartstu produkce dribezi podestylky, ktera je bézné
pouzivana jako hnojivo pro zemédélské pudy. Tato praxe pomdha fesSit likvidaci odpadu
zZ dribeziho primyslu a recyklaci potfebnych Zivin pro produkcei plodin. Z divodu vyuZivani
antibiotik v chovech zvitat vSak zeméd¢lska aplikace organickych hnojiv zivoé¢isného ptivodu
muze vést ke kontaminaci ptidy, povrchovych a podzemnich vod antibiotiky, k Sifeni bakterii
rezistentnich k antibiotikim a také gend antibiotické rezistence. Driibezaisky pramysl
vyprodukuje v Evropské unii kazdoro¢né 13 miliont tun podestylky, coz ptedstavuje velkou
vyzvu pro zdravi lidi, zvifat i prostfedi (Esperon et al. 2020).

Fluorochinolony (FQ) se fadi mezi baktericidni chemoterapeutika s uG¢inkem na Siroké
spektrum  grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Vyznacuji se vyhodnymi
farmakokinetickymi a farmakodynamickymi vlastnostmi, proto se pfipravky, které je obsahuji
staly ve veterinarni mediciné oblibenymi a pouzivanymi. Jejich Siroké pouziti v§ak rozkrylo i
urCité problémy a to jak ve vztahu k nezddoucim uc¢inkim (které vedlo k ptehodnoceni
humannich 1é¢ivych ptipravkl), tak ve vztahu k naristajici rezistenci, v€etné velmi rizikové
rezistence plasmidové pienosné. LéCend zvifata jak podanou latku, tak jeji stale
mikrobiologicky aktivni metabolity, ve vysokych koncentracich vylu€uji svymi exkrementy?.

Stabilita fluorochinoloni ve vnéj$im prostiedi je vysokd, odhaduje se na vice nez 120 dni (Wu

1 FQ (enrofloxacin) u driibeZe po PO podéni ma vysoky index biologické dostupnosti (pfiblizné 80 %, ale
posledni prace uvadéji az 98 %)
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et al. 2005). Z pohledu vzniku rezistence bakterii ale nalezi k nejrizikovéjSim skupinam
antimikrobik. Rezistence se vyviji velmi rychle, ¢asto uz v pribéhu 1écby, a je povétsSinou
zkiizena mezi viemi zastupci této skupiny (CLS, 2019). Mechanismus jejich G&inku spo&iva v
inhibici syntézy nukleovych kyselin v bakterialni bunce prostiednictvim inaktivace enzymu
topoizomeraz (DNA gyraza a topoizomeraza [V). Rezistence k jejich Gcinku je pak nejcastéji
zpusobena mutaci gent fidicich replikaci a segregaci chromozomalni DNA bakterii a je
kédovana geny gyrA, gyrB, parC a parE. Rezistence miize byt zplsobena i snizenim
propustnosti bunééné membrany v disledku alterace porinti.

V soucasnosti je pozornost vénovana zejména mechanismim, které jsou horizontdlné Sifené
a oznacuji se jako plazmidove vazana rezistence k chinolonim — PMQR (Veldman et al. 2011).
Do dnesniho dne byly popsany tii rizné mechanismy a klicové molekuly, na nichz je PMQR

zaloZena:

1. Protektivni proteiny: Qnr peptidy — chranici bakterialni buiky pifed chinolony

predevsim snizenim poctu dostupnych enzymovych cili

2. Chinolony modifikujici enzymy: protein aac(6’)-lb-cr — modifikovana varianta

aminoglykosid acetyltransferazy, kterd sniZuje aktivitu chinolont jejich acetylaci

3. Efluxni pumpy OgxAB, QepAl a QepA2, které snizuji koncentraci hydrofilnich
fluorochinolont v buiice. QepAl a A2 byly popsany u pivodct bakterialnich infekei
vV humanni populaci, OqxAB se vyskytuje témét vyhradné u pivodcl infekei zvifat

(Aldred et al. 2014, Mirzaii et al. 2018; Recacha et al. 2017).

Prvni vyskyt plazmidové vazané rezistence k chinolonim (Plazmid Mediated Quinolone
Resistance — PMQR) byl zaznamenan v roce 1998 u izolatu Klebsiella pneumoniae z moce
pacienta (Martinez-Martinez et al. 1998). Gen odpovédny za tento typ rezistence byl
pojmenovan gnr, pozdéji pozmeénén na gnrA, protoze byly objeveny 1 jeho dalsi varianty. Dalsi
mechanismus vzniku PMQR byl popsan v roce 2006, jednalo se o modifikaci chinolond
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 tfeti mechanismus rezistence k chinoloniim neseny
na plazmidech. Horizontalni genovy pfenos téchto determinant PMQR mezi bakteriemi
vyznamné prispé€l 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 prostredi
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Casto nesou jak geny rezistence typu PMQR, tak ESBL (Extended Spectrum Beta Lactamase)
a obvykle koexistuji na stejném plazmidu. Plazmidy nesouci vice genl rezistence mohou

prenaset viceCetnou rezistenci k antibiotikim mezi riiznymi bakteriemi, coz piedstavuje velkou

hrozbu pro 1é¢bu infekénich onemocnéni (Jiang et al. 2012).

Obrazek 1. Mechanismy rezistence na chinolony prevzato z Adler et al. (2014).

Chromozomaln¢ vazana rezistence — (1) mutace v gyraze a topoizomeraze IV, (3a) snizeni absorpce 1é¢iv z divodu
nedostate¢né exprese porint, (3b) zvysena exprese efluxnich pump.

Plazmidové vazana rezistence - (2a) proteiny Qnr (zluté) chrani komplexy enzym-DNA pied chinolony, (2b)
Aac(6)-1b-cr - aminoglykosid acetyltransferaza, ktera snizuje jejich tcinnost ciprofloxacinu a norfloxacinu
acetylaci volného dusiku na kruhu C7, (2¢) efluxni pumpy snizuji koncentraci chinolonti v buiice.

Antibiotika v pudé

Rezidua 1éciv véetné antimikrobik se mohou do ptdy dostavat riznymi zptsoby. Mezi hlavni
zdroje patifi odpadni voda a voda povrchova, které jsou vyuzivany pro zavlazovani, kaly
z Cistiren odpadnich vod (zde primarné pievazuje zatéz vznikld pouZivanim antimikrobik u
cloveka), a v neposledni v fadé také organicka hnojiva, kde se rezidua vyskytuji z chovil zvirat
Vv zavislosti na jejich medikaci. Organicka hnojiva mohou obsahovat znacny podil vylouc¢enych
antibiotik, protoze metabolizovana je jen ¢ast aplikované davky. Mohou vsak také obsahovat
metabolity, vcetné téch mikrobiologicky aktivnich, coz je i pfipad enrofloxacinu, kdy cast
piijaté davky se zméni na mikrobiologicky aktivni ciprofloxacin. V zavislosti na vlastnostech
muze dané 1€¢ivo nasledné setrvavat v pide po delsi dobu, dochazi k jeho degradaci nebo miize
byt pfijiméano rostlinami, které jsou péstovany na plochach oSetienych organickymi hnojivy

(Pan et al. 2017).

Pro studium a kontrolu osudu antibiotik v pade¢ je dulezité zjistit co nejvice o jejich transportu,

degradabilité¢ ¢i sorpnim chovani. VSe zavisi jak na vlastnostech daného 1éciva (napf.
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struktura, polarita, sorpcni koeficienty, polocas rozpadu), tak na vlastnostech ptidy (pH, ptidni
typ, obsah pudni organické hmoty) (KodeSova et. al. 2015). Moznosti, jak snizit koncentraci
antibiotik v hnojivech, mize byt Giprava tohoto organického hnojiva pomoci anaerobni digesce,

kompostovani nebo vermikompostovani (Zhang et.al. 2015).
Adsorp¢ni procesy

Adsorpce antibiotik v pudé ovlivituje jejich mobilitu, degradaci a biologickou dostupnost.
Adsorpci ovliviiuji pfedevsim pfitomné funkéni skupiny na molekule 1é¢iva. Z vlastnosti ptudy
jsou to textura, pH, obsah iontd (napf. Ca?*, Mg?") a obsah pidni organické hmoty. Podle
provedené studie se v hlinito-jilovité zeméd¢lské ptidé ochotné sorbuji tetracykliny a rovnéz
i fluorochinolony. Dochézi u nich ke kationtové vyméné a tvorbé vodikovych mustku.

Interaguji s ptidni organickou hmotnou. Naopak sulfonamidy byvaji velmi mobilni (Pan et al.
2017; Zhi et.al. 2019).

Transportni procesy

Antibiotika mohou byt transportovana do vodniho prostfedi. Transport je ovlivnén
klimatickymi podminkami (mnoZstvi srazek, teplota), vlastnostmi antibiotik (funkéni skupiny)
a vlastnostmi pidy (porozita, pH, organicka hmota) (Zhi et.al. 2019). Dlouhodobé srazky
a kyselé deste¢ vyrazné ovliviiuji migraci antibiotik z hnojiva do piidy. Vyluhovatelnost tzce
souvisi se sorpnimi procesy. Naptiklad sulfonamidy vykazuji potencial pro snadnou migraci

Z pudy do vody (Pan et al. 2017)Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..
Degradacni procesy

Degradace antibiotik miiZe probihat biotickymi a abiotickymi procesy. Mezi abiotické procesy
patii fotodegradace a chemické premény (hydrolyza, oxidace, redukce). Hlavni roli pfi
degradaci antibiotik hraje biodegradace, kterd je zprostiedkovana mikroorganismy v pad¢. Je
zavisla na pfitomnosti a mnozstvi kysliku, pH, teploté, vlhkosti, stupném adaptace populace
mikroorganismi, dostupnosti zivin, struktuie odbouravané latky a jeji dostupnosti (Pan et al.
2017). Pfitomnost nékterych antibiotik mizZe ovlivnit aktivitu mikroorganismil pfitomnych

V pude, a tak vyrazné ovlivnit jejich degradaci (Cycon et al. 2019).
Ptijem rostlinami

Po aplikaci hnojiva obsahujiciho rezidua antibiotik mize dojit k pfijmu casti téchto latek
rostlinou. Pi{jem zavisi na mnoha faktorech, at’ uz na vlastnostech daného 1é¢iva nebo na

charakteristice dan¢ho prostiedi, v némz se rostliny péstuji. Pro studium transportu 1€¢iv se
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zakladaji sklenikové nebo hydroponické experimenty. Latky jsou pfijimany koieny rostlin

a nasledn¢ vedeny do stonku, listil a v nékterych ptipadech i do plodu (Tasho et al. 2016).
Fyzikalné-chemické vlastnosti

Fluorochinolony maji nizkou tenzi par a velkou tendenci k sorpci na pevné castice v pude,
sedimentech a kalech. Jsou to zwitteriontové slouCeniny, takze jejich forma vyskytu zavisi na

hodnoté pH, které ovliviiuje i dal$i mozné interakce (Riaz et.al. 2018).

Celkovy vyskyt a chovani fluorochinolonti v ptidé zavisi na sorpcnich procesech probihajicich
v pudé. Ty jsou ovlivnény obsahem pldni organické hmoty, obsahem jilu, hodnotou pH,
ptitomnosti n€kterych anorganickych iontd. Fluorochinolony maji kyselou i bazickou funkéni
skupinu a jejich forma zavisi na pH. Na interakci v ptid€ se potom podili pfedevsim kationtova
vyménna aktivita a vodikové mustky. Kationtova aktivita je v tomto ptipad¢ vyznamné zavisla
na koncentraci ionti Ca?*, Mg?" a AIF*. Fluorochinolony s nimi interaguji a mohou tvofit

stabilni komplexy (Riaz et.al. 2018). To ma vyznam pro jejich transport v pidnim profilu.

Enrofloxacin

HO

Obrazek 2. Struktura enrofloxacinu

Tabulka 1. Fyzikdlné-chemické viastnosti enrofloxacinu (Albero et al. 2018; Cycon et al.
2019; Pubchem; Tolls, 2001)

e 1) S
Sumarni vzorec C19H22FN303

Molekulova hmotnost (g/mol) 359,4 (pfesna hmota 359,16451973)

Vzhled Svétle Zluta krystalicka latka

pKa1 6,27

pKaz 8,3

logKow 1,1

Koc 39-77000 (L/kg)

Kq 127-4844 (L/kg)
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Ciprofloxacin

| OH
(\N N
HN A
Obrazek 3. Struktura ciprofloxacinu

Tabulka 2. Fyzikdlné-chemické vilastnosti ciprofloxacinu (Albero et al. 2018; Cycon et al.
2019; Pubchem; Tolls, 2001)

1-cyklopropyl-6-fluor-4-oxo-7-piperazin-
1-ylchinolin-3-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec C17H18FN303

TUPAC nazev

Molekulova hmotnost (g/mol) | 331,3 (pfesnd hmota 331.13321961)

Vzhled svétle zluta krystalicka praskova latka
pKa1 59

pKa2 8,89

logKow 0,4

Koc 1127-61000 (L/kg)

Kqd 0,54-5612 (L/kg)

Analytické metody

Pro analyzu rezidui 1é€iv ve slozkach zivotniho prostiedi je zapotiebi, aby v laboratofich byla
k dispozici dostate¢né robustni a spolehlivd analytickd instrumentace pro stanoveni
a kvantifikaci. Dnes je hlavni a rutinni pouzivanou metodou vzhledem k vlastnostem analyti
kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (LC/MS) nebo tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC/MS/MS) (Kim et. al. 2005; EPA Method 1694). Lze omezené
vyuzit i kapalinovou chromatografii s detekci pomoci UV/VIS nebo fluorescenénim detektorem

(Gumustas et. al. 2013).

Mezi vyuzivané mody kapalinové chromatografie pii analyze [éCiv patii predevSim

chromatografie na reverzni fazi (RP) nebo iontové vyménna chromatografie. Stacionarni faze

10
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vyuzivana pfi analyze 1éCiv v rezimu RP je nejcastéji silikagel modifikovanym C18 nebo CS8,
pfipadné¢ hybridni stacionarni faze (napt. BEH). Jako mobilni faze se vyuziva vétSinou
dvojslozkovy systém s gradientem mobilni faze zaloZeny na methanolu nebo acetonitrilu
a vodné slozky s upravenou hodnotou pH pomoci kyseliny mravenci, mravencanu, octanu atd.
Jako iontovy zdroj je v hmotnostnim spektrometru je vyuzivan predevsim elektrosprej (ESI),
ptipadné chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Hmotnostnim analyzatorem prvni
volby diky svym moznostem v kvalitativni analyze je analyzator je trojity kvadrupol (QqQ).
Dalsi dnes uz hojné vyuzivanymi analyzatory jsou hybridni analyzatory typy q-TOF nebo
orbitalni pasti. Méteni jsou potom provadéna s vysokym rozliSenim a velkou pfesnosti méfené
hmoty. Tento typ méfeni umozituje kromé analyzy parentalnich latek i identifikaci metabolita
1é¢iv v analyzovanych vzorcich sledovat vliv prostfedi na pribéh metabolismu a degradace

Vv riiznych matricich (Bartha, 2012; Gros et.al. 2006).

11
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2. CIL FUNKCNIHO UKOLU

Funk¢ni ukol pro rok 2023 byl zaméten na sledovani vyskytu genti rezistence k enrofloxacinu
(ENR), piipadné ciprofloxacinu (CIP), zpfesnéni tdaja k reziduim enrofloxacinu a jeho
metabolitu ciprofloxacinu, pticemz byla doplnéna analyza poslednich dostupnych dat
0 spotiebach antimikrobik a specificky fluorovanych chinolont, véetné enrofloxacinu (ENR)
vCR v obdobi 2018-2022. Byl vybran chov kura domaciho — brojlerti na vykrm, kde
V pocatcich vykrmu byl zvifatim podan veterinarni 1éCivy piipravek s obsahem 1é¢ivé latky
enrofloxacinu prostiednictvim napajeci vody. K detekci mikrobioty v podestylce a pidé byla
pouzita kultivatni metoda se selektivnimi agary suplementovanymi fluorochinolony
a metagenomova analyza. Obsah ENR a CIP v dribezi podestylce byl stanoven tandemovou
technikou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

Cile bylo dosaZzeno provedenim nasledujicich tkola:

A. Zptesnéni dostupnych informaci o vyskytu gent rezistence k ENR (CIP) ve fazi
vykrmu, v dribezi podestylce (véetné zmén, ke kterym dochazi v pribéhu fermentace
podestylky), v pid¢ po aplikaci vyzralé dribezi podestylky od medikovanych zvifat
a Vv péstovanych rostlinach a sledovanim diversity mikrobioty metodou 16S rRNA —
MUNI, UKZUZ

B. Zptesnéni dostupnych informaci o koncentracich ENR (CIP) v rliznych typech
podestylky ziskané v prib¢hu fermentace a Vv pid€ po aplikaci vyzralé dribezi
podestylky od medikovanych zvitat — VUT, UKZUZ

C. Analyza dostupnych dat o spotiebach ENR v Ceské republice — USKVBL

12
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3. MATERIAL A METODIKA

Charakteristika farmy

Farma byla vybréna na zaklad¢ informaci o pouzivani enrofloxacinu v turnusech s produkci
masnych brojlert, vétSinou po naskladnéni jednodennich kufat. 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 nastajeno spise 18—19 tisic, u haly 3 a 4 je kapacita nizsi (do 18 000) a byva
nastajeno priblizné 16—-17,5 tisic kust. Do dané¢ho chovu probihd ndvoz jednodennich kufat
V pfepravkach vétSinou po 100 ks (pfipadné po 90 ks). Neprobiha zde sexovani kufat,
ponechévaji se spolecné kohoutci i slepi¢ky. Kurata jsou jiz navakcinovana v lihni proti
infek¢éni bronchitide.

V den navozu je provadéno bakteriologické vySetieni z 10 kufat ndhodné vybranych pfimo
z prepravek jesté, nez ptijdou do kontaktu s podestylkou. Odebiraji se smésné vzorky, které
jsou transportovany v médiu Amies — pupek, organy a zloutek. Vzorky jsou odesilany na
bakteriologické vysetieni (v dobé vzorkovani podestylky na vysetieni pro Géely tohoto FU byly
vzorky odeslany do laboratofe VUVeL).

Prehled vybranych nalezti pro E. coli a Enterococcus faecalis a fenotypové citlivosti

(interpretace dle CLSI, diskova difuzni metoda, neni znama hodnota MIC) k enrofloxacinu:

Pupek:

Enterococcus faecalis, intenzita ristu primokultivace ++++, k enrofloxacinu citlivy
Organy:

E. coli, intenzita rustu primokultivace +++, k enrofloxacinu rezistentni
Enterococcus faecalis, intenzita ristu primokultivace ++, k enrofloxacinu citlivy
Zloutek:

E. coli, intenzita rustu primokultivace ++++, k enrofloxacinu rezistentni

Vysledky vySeteni byly znamy az po zahajeni 1é€by. Z divodu klinické Gi¢innosti byl zahajeny
kurz 1é¢by dokoncen.
Dale byly uskutecnény také odbéry krve ze shodnych utracenych kutat. Krevni sérum je pouze

archivovano, aby byla moznost vysetieni nékterych protilatek v ptipad¢ potieby.

Farma se naskladnuje z rodicovskych chovi tuzemského producenta, idealné z jednoho

rodicovského chovu.,. Zastavuji se soucasné vzdy vSechny 4 haly. Kufata se vyskladiiuji
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Z ptepravek piimo 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 jedinct — vzdy celd bedna. O hodnotach jsou vedeny zaznamy. Haly jsou nastaveny na
teplotu 33 °C (a adekvatni vlhkost). Na hale s kapacitou 18 000 brojlerti jsou nainstalovana
4 ¢idla, ktera sleduji teplotu, je nastaveno udrZzovani teploty (intenzita ventilace, piisavani
vzduchu ptes specidlni klapky, sprejovani chladnou vodou za ucelem ochlazovani, které
probihd v 1été pii vysokych vnégjSich teplotdich v posledni fazi vykrmu — dle hlaseni
termostatickych ¢idel). V prubéhu vykrmu je postupné snizovana teplota, aby se, co mozna
nejvice, pfiblizila fyziologickym/produkénim potfebam chovanych zvifat. Doba pobytu
V prostorach pro vykrm ¢ini pfiblizn¢ 37-42 dnt. Je uskute¢novano monitorovani i vngjsi
teploty, sledovani vlhkosti prostiedi a sledovani teploty napajeci vody. Regulace svételného
rezimu (po navozu sviti az 23 hodin, na noc pfepnou na no¢ni (modré) svétlo (v prvnim tydnu
no¢ni rezim jen hodinu, pak postupné prodluzovan). Kazdy den (i vicekrat, dle potieby
a aktualniho stavu zvifat), jednotlivé haly peclivé prochdzi pracovnik farmy, ktery zvirata
sleduje a sbird uhynulé kusy. Je monitorovan denni pocet thynt, ptekroc¢i-li 1 ks/1000 je nutna
urychlend akce. V denni pracovni dobé je cely den na farmé ptfitomna 1 pracovnice
(zootechnic¢ka), monitoruje, zda se nevyskytuje problém (napt. dle vokalizace, dle chovani
brojlert — napt. shromazd’ovani v urcitych castech haly). Monitoruje se také kanibalismus. Do
haly vchazi pracovnici v Cistych ochrannych odévech — kombinéza, navleky, galoSe (pred
vstupem prochazi pies rohoz s dezinfekénim roztokem). Kazda hala ma individualni méteni
spotieby vody, vlastni medikator (de facto kompresor), ktery je schopen z medika¢ni nadoby,
ve které se rozmichéavaji 1éCiva, ¢i aditiva do vody (napf. vitaminy) je nasat a rozvést do

napdjecek.

Odpadové hospodareni s lepenkovym podkladem, podestylkou (fezana slama) a trusem:
uskladnéno (externé, mimo farmu), ndsledné¢ smichdno s chlévskou mrvou, spolecné

aplikovéano na ptdu.

Do chovu, ze kterého byly provedeny postupné odbéry podestylky, trusu a lepenek byla
naskladnéna Kkuiata plemene/hybridi ROSS 308, Naskladnéno bylo 18 520 byla

jednodennich kufat o primérné hmotnosti 35 g.
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Krmna smés KS BR2, dale si chovatel smés ptipravuje ve vlastni micharné, ale pouze v sypké
form¢. Nema moznost granulace. Dosahované finalni vykrmové hmotnosti (2,02 kg za 40 dnt)
jsou tak vzhledem k celkové délce vykrmu ponckud nizsi.

Enrofloxacin byl podan v dévce 10 mg/kg zivé hmotnosti, pouzit veterinarni
1é¢ivypiipravek Roxacin, koncentrat pro podani prostfednictvim medikované napéjeci vody
(rozmichava se v objemu 8-10 litrti napajeci vody, podavan 4 dny (metafylakticky od 2. dne
zivota), pfipravovan denné cerstvy). Davkovani 10mg/kg zivé hmotnosti a den bylo
adjustovano dle poctu zvirat naskladnénych na hale a nasledné dle ptirtstki v jednotlivych
dnech. Dale podavan Kombisol SeE, Kombisol D, Kombisol AD3E a vitamin C, okyseleni
Bioferm (kyselina mravenci), AdiSalmo sol (pokud je bakteriologic pozitivni, aby se
nepodéavala ATM ve druhé ¢asti vykrmu).

Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast se skladala ze tfi Grovni — driibezi farma, fermentace driibezi podestylky
apolni pokus. Na farmé byl ziskan vzorek driibezi podestylky k modelovému pokusu
fermentace. Déle byl na farmé proveden screening vyskytu genti rezistence k chinoloniim
Vv prostiedi, a t0 u jednodennich kufat a podestylkovych papir z transportnich krabic.
Fermentace probihala od 14. 3. do 30. 5. 2023 (celkem 77 dni). Pokusné poli¢ko bylo zalozeno
v arealu zkusebni stanice UKZUZ Chrlice, na fluvizemi.? Po aplikaci driibezi podestylky byly
z testovaciho pozemku odebirany v pravidelnych intervalech vzorky pidy a vzorek vyseté

rostliny (svazenka vraticolista, Phacelia tanacetifolia).

2 Fluvizemé jsou pudy vznikajici v nivach fek a vétsich potoki pii periodickém usazovani horizont. Obecné
patii k velmi arodnym pidam, k cemuz pfispiva i rovinaty terén, pfiznivy vodni rezim a dobra obdélavatelnost.

15



AMR vV pude a pripadné dalSich castech Zivotniho prostiedi, zprava za rok 2023

I >

Screening vyskytu genu rezistence k
chinoloniim v prostfedi farmy

Orgény Stéry z prostiedi, podestylka Stéry z prostredi, podestylka
jednodennich kurat — pred zahdjenim medikace —z prabéhu vykrmu

Laborator — analyzy podestylky, pady

Stanoveni fluorochinolont ve vzorcich dribezi
podestylky a pady

Detekce perzistence bakterii s plasmidové vazanou
rezistenci (PMQR) genti a mikrobioty

Fermentace podestylky |

Podestylka z pribéhu zrani Inokulace podestylky Piida pred aplikaci
/ fermentace suspenzi modelovych vyzralé podestylky
(11. tydna) kmena E.coli
Plda po aplikaci
podestylky se
suspenzi modelovych
kmen E.coli

Obrazek 4. Aktivity realizované na farmé a v ramci modelového pokusu

Odbéry vzorki z vykrmové haly

Tésné pred zahajenim vykrmu, dne 27. 3. 2023, byly z haly ptipravené k naskladnéni kutecich
brojlerti odebrany stéry z prostfedi (vétraky, krmitka, pitka) a podestylka (slama). Soucasné
byly odebrany i podestylkové papiry z boxi slouZicich k transportu jednodennich kurat z lihng,
a dale ve spolupraci s dozorujicim veterinarnim lékafem byly odebrany organy z deseti kufat.
Prvni den vykrmu byla také zahajena medikace enrofloxacinem jeho aplikaci do napajeci vody.
Ptiblizné dva tydny po zahajeni medikace (11. 4. 2023) byly z vykrmové haly odebrany vzorky
podestylky s trusem. Pted ukoncenim vykrmu, cca ¢tyii tydny od zahajeni medikace (25. 4.
2023) byly opakované provedeny stéry z prostiedi, tj. z vétraka, krmitek a pitek a byla odebrana
podestylka s trusem.

Stéry byly provedeny pomoci sterilni polyuretanové stérové houbicky (World Bioproducts,
USA) z celé haly. Podobné odbéry vzorkt slamy a podestylky probéhly z celé plochy vykrmové
haly, vzorky byly ulozeny do PE sacki a v den odbéru ptedany do laboratote.

Odbéry vzorkii z obdobi zrani mrvy

Dne 14. 3. 2023 byla po ukonceni turnusu vykrmu tnor/bfezen odebrana dribezi podestylka
piimo z chovné haly. Tato podestylka byla ur¢ena k aplikaci na pokusny pozemek. Podestylka
v mnozstvi 11,3 kg byla rozmélnéna na mensi kusy, ulozena do sudu a inokulovana smési

bakterialnich kment E. coli nesoucich geny rezistence k chinolontim a kolistinu (CT210,
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CT267). Zrani podestylky probihalo po dobu 11 tydnii. BEhem zrani byla podestylka pravidelné
zavlazovana sterilni deionizovanou vodou. V prubéhu procesu zrani byly odebrany celkem
Ctyfi vzorky fermentované podestylky za ucelem stanoveni obsahu ENR a CIP a vyskytu geni
PMQR.

Prvni vzorek podestylky pro analyzy byl odebran tésné¢ po rozmélnéni podestylky z celého
objemu urceného ke zrani (6 dil¢ich vzorkt). Pii odbéru druhého az ¢tvrtého vzorku byla zrajici
podestylka lehce promichana a vzorek asepticky odebran piimo do PE sacku z hloubky cca 15
cm. Po odbéru byly vzorky bud’ ihned pfedany do laboratofe, nebo zamrazeny na —18 °C

a predany pozdéji.

Modelovy pokus

Modelovy pokus byl zaloZen na pozemku zkusebni stanice UKZUZ v Chrlicich (4 m?) dne
30. 5. 2023. Dribezi podestylka byla na pokusnou plochu aplikovana ru¢né. Aby mohla byt
vyzrald podestylka aplikovana rovnomérné, byla rozmélnéna do kasovité konzistence
(ptidavkem sterilni deionizované vody). Na zéklad¢ vysledkt analyz ze vzorku odebraného dne
9. 5. 2023 byla tésné pied aplikaci podestylka inokulovana bakterialnimi kmeny Escherichia
coli (CT210 a CT267).Vyzrala podestylka byla aplikovana v davce odpovidajici normativim
uvedenym ve vyhlasce ¢. 377/2013 Sb., o skladovani a zptisobu pouzivani hnojiv, v aktualnim
znéni (tj. pii davce 200 kg N/ha a primérném obsahu 20,4 kg N/t drtibeziho trusu s podestylkou
je aplikovano 0,98 kg hnojiva/m?). Tyden po aplikaci (6. 6. 2023) byla plocha oseta svazenkou

vrati¢olistou (Phacelia tanacetifolia).

Pida

Na zéklad¢ analyzy vzorku lze konstatovat, Ze se jednd se o plidu téZkou, jilovitohlinitou,
s neutralnim pH a vysokymi az velmi vysokymi obsahy pfistupnych Zivin. Ve vzorku byly
stanoveny také obsahy celkového uhliku a dusiku. Tyto odpovidaji rozpéti pro ornou pudu.
Pomér C:N je optimalni. Obsahy rizikovych prvki jsou vyssi, nez jsou medidnové hodnoty pro
orné pudy vypocétené z uidajii na dlouhodob€ monitorovanych plochach (BMP) a z Registru

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

Tabulka 3. Agrochemické vlastnosti piidy

pH/CaCl, P | K | Mg | ca Niot | TOC
Pfistupné Ziviny (mg.kg™) %
7,2 205 | 413 | 402 | 4068 018 | 175
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Tabulka 4. Celkové obsahy rizikovych prvkii v piidé na ZS Chrlice a v puddch
dlouhodobych programit UKZUZ — v Registru kontaminovanych ploch, RKP
a Vv dlouhodobém monitoringu pid, BMP (lu¢avka krdlovskd, mg.kg™* sus., pidy

ostatni)
As Be Cd Co Cr Cu Ni Pb \% Zn Hg
Chrlice 116 | 1,40 | 041 | 176 | 63,0 | 33,6 | 48,1 | 35,7 | 58,6 124 | 0,136
RKP 11,8 1,04 | 0,29 | 11,6 | 40,2 | 215 | 24,2 | 2855 | 48,7 | 75,8 | 0,100
BMP (2019) 9,213 | 095 | 0,24 | 116 | 38,8 | 20,1 | 254 | 25,6 | 40,5 | 70,4 | 0,065

Prvni piidni vzorky ke stanoveni enrofloxacinu, ciprofloxacinu a k mikrobiologickym analyzam
byly z modelového policka odebrany tésné pied aplikaci vyzralé podestylky a tésné po jeji
aplikaci.

Dalsi vzorkovani probéhlo tyden po aplikaci a dale pravidelné v ¢trnactidennich intervalech.
Posledni analyzovany vzorek byl z 12. zati 2023. Aby byl pokus co nejblizsi podminkdm na
poli, byla 6. 6. 2023 na pozemek vyseta svazenka vraticolista (Phacelia tanacetifolia).

K odbéru vzorki slouzil Edelmantv vrtadk. Z plochy byl odebran jeden smésny vzorek, ktery

tvofilo 15-18 individualnich vzorkd. Na misté byl proveden prosev na Smm sité. Takto

upraveny vzorek byl rozdélen na dva, vlozen do PE sacki a pokud mozno ihned transportovan

na MU a VUT.

Obrazek 5. Vzchazejici porost svazenky na pokusném pozemku v Chrlicich (30. 6. 2023)
av plné ristu (1. 8. 2023)

Meteorologické podminky na pokusném pozemku

Na ZS Chrlice je umisténa automatickd meteostanice. Podle udaji z této stanice €inilo rozpéti
teplot od zahgjeni (30. 5. 2021) do ukonceni pokusu (12. 9. 2023) 1,2-35,8 °C, pfi¢emz pribch
pramérnych teplot v jednotlivych tydnech je graficky zachycen na obrazku 6. Srazkové uhrny

24

Cinily od 8,7 mm v zafi po 119,8 mm v srpnu.
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Obrazek 6. Priubéh priiomérnych dennich teplot a sraZek na zkuSebnim pozemku
Tabulka 5. Piehled zdakladnich terminii
. vzorky z obdobi i
tydny - atum vzorky z obdobi VYKRMU ZRANi PODESTYLKY  VZorky z POLNIHO
] | FERMENTACE FRIREEL
1 podestylka
2
3 27.3 stéry z vykrmové haly, Cista
T podestylka (slama), papiry z lihné
4 11.4. = podestylka (slama) s trusem
[i4
5 E
6 19.4. podestylka
stéry z vykrmové haly, podestylka
7 25.4. .
(slama) s trusem
8
9 9.5. podestylka
10
11 23.5. podestylka
12 30. 5. puda
13 6. 6. puda
14
15 20. 6. puda
16 —
o
17 30. 6. ﬁ. puda
18 16
3
19 18. 7. % pada
20 X
o
21 1.8. & pada
b4
22 6’
o
23 15. 8. puda
24
25 29. 8. puda
26
27 12.9. puda
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3.1 Mikrobiologicka ¢ast — Cast A

Vybér bakterialnich kmenu

Ke sledovani ptezivani bakterii nesoucich geny rezistence k chinolontim byly vybrany
mutlirezistentni kmeny E. coli ziskané v ramci rutinni praxe mikrobiologické laboratoie MUNI.
Jejich charakteristika je uvedena v tabulce 6. V pfipad¢ kmene E. coli CT210 se jednalo
0 glukuronidaza negativni E. coli, kmen CT267 byl glukuronidaza pozitivni. V obou ptipadech

se jednalo o kmeny s mén¢ obvyklym vzorcem rezistence k antimikrobikiim.

Tabulka 6. Piivod a charakteristika modelovych kmenii Escherichia coli

Oznaceni ) o

Pivod Sérotyp | Geny rezistence Antibiogram
kmene

kufeci maso AMP, CTX, C, S, K, CN, N, Su, SXT, W,
CT210 0155:H- gnrB, mcrl

Brazilie TE, NA, CIP, ENR, ATM

Zabi

. gnrs, aac(6')-Ib-cr, | AMP, AMC, CTX, C, S, K, CN, Su, SXT,
CT267 stehynka 064:H11
i mcrl W, TE, NA, CIP, ENR, ATM
Vietham

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

Piiprava inokula

Modelové kmeny E. coli CT210 a CT267 byly uchovany ve formé kryokonzerv
V hlubokomrazicim boxu pii teploté —80 °C. Pro oziveni byly rozmrazeny, vyockovany na
Columbia krevni agar (Labmediaservis, CR) a inkubovany po dobu 18-24 h pii 37 °C.

U takto ptipravenych kultur byla ovétena jejich Cistota a potvrzena pfitomnost gent rezistence
metodou PCR. Nasledné byly kmeny pouZzity pro piipravu inokula. Pfiprava probihala
samostatné pro kazdy kmen. Do lahve o objemu min. 500 ml bylo pfidano 300 ml pufrované
peptonové vody (PPV, Oxoid, UK), do které byly inokulovany modelové bakteridlnimi kmeny
v mnozstvi cca ¥ kultury na Petriho misce. Smés byla inkubovana 72 h pti 37 °C za stalého
trepani rychlosti 100 rpm (IKA, D). Po ukonceni kultivace byla kontrolné zmétena opticka
denzita (OD) kultur (Denovix, USA), pfidano cca 200 ml sterilni PPV a prodlouZena inkubace
o dalSich 24 h. Po ukonceni inkubace byla upravena finalni koncentrace bakteridlnich kment
tak, aby se vysledna ODgoo roztoku rovnala 0,5, coz odpovida piiblizné poctu 108 KTJ/ml.

Z tinélni suspenze o objemu 1 1 byl odebran 1 ml k archivaci v podob¢ kryokonzervy, 1 ml
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k extrakci DNA (Blood and Tissue kit, Qiagen, UK) a ovéfeni piitomnosti genti metodou PCR

a 1 ml k ovéfeni poc¢tu KTJ/ml kultiva¢ni metodou.

Zpracovani stéru

Stéry z prostedi farmy byly ihned po transportu do laboratofe zpracovany. K polyuretanové
stérové houbicce bylo ptfidino 20 ml PPV a provedena homogenizace na pfistroji typu
stomacher (Interscience, F). Nasledné byly vzorky inkubovany pii 37 °C po dobu 18-24 h.
Z pomnozené PPV byl odebran 1 ml k extrakci DNA pomoci Blood and Tissue kitu a prikazu
gend rezistence metodou PCR a dale byl vzorek vyockovan na pudy Chromatic™ Coliform

Agar (Liofilchem, IT) a Chromatic™ ESBL agar (Liofilchem, IT).

Zpracovani vzorki podestylky, pidy a svazenky

Ze vzorku typu podestylka, podestylkovy papir, ptida a svazenka bylo v laboratofi navazeno
25 g a homogenizovano s 225 ml PPV. Z takto pfipravené suspenze byl odebran 1 ml k extrakci
DNA pro stanoveni metagenomu, 1 ml zamrazen a 1 ml vyuzit pro pfipravu desetindsobné¢ho
fedéni a stanoveni poctu kolonie tvoticich jednotek (KTJ). Zbyla suspenze byla inkubovana pfi
37 °C po dobu 18-24 h, po ukonceni inkubace byl 1 ml pouzit k extrakci DNA (Blood and
Tissue kit) ke stanoveni piitomnosti gena rezistence a suspenze byla dale vyoCkovéana na
Chromatic™ Coliform Agar a Chromatic™ ESBL agar, oba suplementované kyselinou

nalidixovou na koncentraci 16 pg/l (Sigma-Aldrich, N).

Stanoveni pocltu enterobakterii s rezistenci typu ESBL a soucasné rezistentnich
k chinoloniim

Stanoveni poctu sledovanych kmenti se specifickou rezistenci bylo provedeno ve vzorcich
podestylky, ptid a svazenky. Ke stanoveni byl pouzit Chromatic™ ESBL agar suplementovany
kyselinou nalidixovou (16 pg/l). Na povrch média bylo inokulovano 200 ul vychozi suspenze
vzorku nebo jeho nésledného desetindsobného fedéni. Stanoveni bylo provadéno v duplikatech.
Inkubace probihala pii 37 °C po dobu 24—48 h. Po ukonceni kultivace byl stanoven pocet KTJ
s typickou morfologii ristu, tj. okrouhlé kolonie rizové barvy s pravidelnym okrajem.
U vybranych kolonii nebo jejich smési byla nasledné provedena konfirmace pfitomnosti geni

rezistence gnrB, S, aac(6')-1b-cr a mcrl.
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Priprava DNA z bakterialnich kultur

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

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

Stanoveni pritomnosti genii PMQR

Pfitomnost gent kodujicich Qnr proteiny gnrA, gnrB a gnrS (Cattoir et al. 2007; Gay et al.
2006), aminoglykosid acetyltransferdzu aac(6°’)Ib -cr (Park et al. 2006), efluxni pumpu gepA
(Yamane et al. 2008) a rezistenci ke kolistinu mcrl (Liu et al. 2016) byla testovana metodou
PCR. K amplifikaci byl pouzit QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagene, D) a vlastni reakcni
cyklus byl ptevzat z predchozich studii (Cattoir et al. 2007; Gay et al. 2006; Park et al. 2006).
Templatovd DNA byla pfipravena dle typu vzorku bud’ Iyzou varem (bakterialni kultury) nebo
extrakénim kitem. Pfitomnost pfipadnych inhibitori PCR byla limitovana natfedénim
extrahované DNA v poméru 1:10 sterilni vodou pro PCR (Top-Bio, CR). Vlastni PCR produkt
byl po amplifikaci obarven barvivem MIDORI Green Advance (Nippon, D) a vizualizovan UV

svétle.

Tabulka 7. Primery pouZité ve studii — jejich sekvence a zdrojova literatura

Velikost
Nazev primer Gen Sekvence (5°-3') produktu Reference
(bp)
QnrAm-F AGA GGATTT CTC ACG CCA GG
gnrA 580
QnrAm-R TGC CAG GCA CAG ATCTTG AC
Cattoir et al. (2007)
QnrBm-F GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG
gnrB 264
QnrBm-R TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA
Qnrs-1 ACG ACATTC GTC AAC TGC AA
gnrS 428 Gay et al. (2006)
QnrSs-2 TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC
aac(6)lb-F TTG CGATGC TCT ATG AGT GGC TA
aac(6’)Ib 482 Park et al. (2006)
aac(6')Ib-R CTCGAATGCCTGGCG TGTTT
QEPA-F GCA GGT CCA GCA GCG GGT AG v
amane et al.
gepA 199 (2008)
QEPA-R CTT CCT GCCCGAGTATCG TG
CLR5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 309 Liu et al.(2016)
CLR5-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG
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Extrakce DNA pro stanoveni metagenomu
Z vybranych vzorkd podestylky z experimentu fermentace a pud z polniho pokusu byla
izolovana DNA pro stanoveni metagenomu. Pouzit byl kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe

Microprep (Zymo Research, USA) a postupovalo se dle instrukci vyrobce.

Analyza metagenomu vzorki dribeZi podestylky a pud

Knihovna 16S rRNA amplikont byla ptipravena podle 16S Metagenomic Sequencing Library
preparation Protocol (Illumina). Variabilni region 16S rRNA V3-V4 byl amplifikovan pomoci
degenerovanych primerd s mezernikovymi sekvencemi (tzv. spacery) pro zvySeni diverzity
knihovny. Amplikony byly piecistény a indexovany dle protokolu Illumina. Finalni knihovny
byly poolovany a fedény na finalni koncentraci 8pM, a nasledné smichany s PhiX (20 %).
Finalni knihovna byla sekvenovana pomoci Miseq reagent kit V3 na stroji MiSeq 2000
instrument podle navodu vyrobce. Po sekvenaci byly ready demultiplexovany ve stroji
a vysledné fastq soubory analyzovany in-house pipelinou, kterd vyuzivala DADA?2 algoritmu.

Upravené ready byly srovnany s databazi SILVA a taxonomicky urceny.

3.2 Analyticka ¢ast — Cast B

V ramci provedeného experimentu byly analyzovany dva typy vzorkli — kuteci podestylka
apuda po aplikaci fermentované podestylky. VSechny vzorky byly po odebrani do doby

analyzy uskladnény v mrazicim boxu pii -80 °C.

Pouzité materialy a chemikalie

Milli-Q voda; voda pro LC/MS, filtrovana na 0,2 um (VWR); acetonitril ¢istoty min. 99,9 %
pro LC-MS (VWR); methanol ¢istoty min. 99,9 % pro LC-MS (VWR); kyselina mravenci
Cistoty min. 98% , (Sigma Aldrich), kyselina citronova monohydrat ¢istoty min. 99,5 % (Lach-
Ner); hydrogenfosfore¢nan disodny ¢istoty min. 98 % (Lach-Ner); Chelaton III dihydrat Cistoty
min 99 % (Lach-Ner); dusi¢nan hotecnaty Mg(NO3)x6H.0 (VWR); 25% vodny roztok
amoniaku (VWR); enrofloxacin Cistoty min. 99 %, CRM (Sigma Aldrich); ciprofloxacin Cistoty
min. 98%, CRM (Sigma Aldrich); enrofloxacin — d5 hydrochloride ¢istoty min. 99 % (Sigma
Aldrich); Ciprofloxacin - d8 hydrochloride hydrate ¢istoty min. 99 % (Sigma Aldrich).
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Pouzité laboratorni vybaveni

Piistroj 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 lazen Kraintek 5; centrifuga
Eppendorf 5804; centrifuga EBA 20, Hettich Zentrifugen; vortex; automatické mikropipety; PP
zkumavky 50 ml a 15 ml; stiikackové nylonové filtry 0,22 um (Chromservis); stiikacky pro
filtrovani; SPE vacuum Manifold, Sigma Aldrich; SPE kolonky EnviroHLB (200 mg, 6 ml)

(Chromservis); bézné laboratorni sklo a pomicky

Metoda piipravy vzorki pro stanoveni fluorochinolonti v podestylce

Byl navazen 1 g zhomogenizovanych a rozmélnénych vzorka podestylky do centrifugaéni
zkumavky o objemu 50 ml. Nasledné byly k podestylkdm pfidany extrakéni ¢inidla: EDTA
s navazkou 0,6 g, pufr pH 6 a ACN o objemu 7,5 ml, roztok Mg(NO3)2 0 objemu 4,8 ml a 0,2
ml 2,5% roztoku NH3). Takto pfipravené smési byly promichany 30 sekund na vortexu,
nasledné ithned vloZeny na 10 min do ultrazvuku pfi teploté 35 °C. Po extrakci byly vzorky
odstfedény pomoci centrifugy nastavené na 4 800 otacek za minutu, po dobu 8 min. Extrakt byl
slit do vialky o objemu 30 ml. Extrakce byla provedena jesté jedenkrat s poloviénimi objemy
extrakénich cCinidel a bez ptidavku EDTA (pufr pH=6 a ACN o objemu 3,75 ml, roztok
Mg(NO3)2 0 objemu 2,4 ml a 0,1 ml 2,5% roztoku NH3) a supernatanty byly slity do vialky
k pfedchozim supernatantim.

Z extraktu byly odebrany 2 ml extraktu, byly odpafeny do sucha a znovu rozpustény v 1 ml
smesi 0,1% HCOOH:ACN 5:95. Do vsech roztokii byla ptidana smés vnitinich standardt
deuterovaného ciprofloxacinu a enrofloxacinu v mnoZstvi 100 ng/10 pl. Nésledné byla
provedena filtrace pres stiikacku s nylonovym filtrem o velikosti pord 0,22 pm do vialky se
septem. Vzorek byl proméfen pomoci LC/MS/MS a mnozstvi analytii bylo ur¢eno pomoci
kalibrace na zékladé¢ pomeéru intenzity signalu analytu a pfislusného vnitiniho standardu.
Analyza kazdého vzorku byla provedena tiikrat. Vytéznost metody byla testovana na

koncentracich 2,5; 5; 25 a 50 pg/kg. Bylo dosazeno vytéznosti 90-130 %.

Tabulka 8. Limity detekce a kvantifikace metody pro analyzu podestylky

\ CIP [ug/kg] ENR [pg/kg]
LOD 129 105
LOQ 357 321
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Metoda pripravy vzorku pro stanoveni fluorochinoloni v pudé

Do centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml byl navadzen 1 g vzorek zhomogenizované
a rozmélnéné pudy. K pidam ve zkumavkach byly pfidany vybrana extrakéni Cinidla: 0,6 g
Na;EDTA, 7,5 ml Mcllvane pufr pH 6; 7,5 ml ACN; 4,8 ml roztoku Mg(NO3)..6H.0O
o0 koncentraci 0,5 g/ml a 0,2 ml 2,5% roztoku NHa. Takto pfipravené smési byly promichany
pomoci vortexu po dobu 30 sekund a nasledn€ vlozeny na 10 minut do ultrazvuku vyhtatého
na teplotu 35 °C. Po extrakci byly vzorky vlozeny do centrifugy na 4800 otacek za minutu po
dobu 8 minut. Potom byl supernatant slit do kadinky o objemu 600 ml. Extrakce byla provedena
jesté jedenkrat s poloviénimi objemy extrakénich ¢inidel bez ptidavku Na,EDTA (3,75 ml
Mcllvaine pufr pH 6; 3,75 ml ACN; 2,4 ml roztoku Mg(NO3)2.6H20 o koncentraci 0,5 g/ml
a 0,1 ml 2,5% roztoku NH3). Na konci byly oba supernatanty slity spolu do kadinky a za u¢elem
nafedéni organické faze pted SPE k nim bylo ptidano 480 ml Milli-Q vody.

Pro takto pfipravené roztoky o objemu cca 500 ml bylo provedeno SPE pomoci kolonek
EnviroHLB (200 mg; 6 ml). Nejprve byly HLB kolonky kondicionovany 6 ml methanolu,
nasledné 6 ml Milli-Q vody. Po kondicionaci byla pfipojena hadicka pro provedeni SPE vzorku
z kadinky. Nasledoval proplach 15 ml Milli-Q vody. SPE kolonka byla vysuSena podobu cca
2 min. Eluce probé&hla do 20 ml vialky pomoci 9 ml 0,1 % kyseliny mraven¢i v methanolu.
Takto ziskany eluat byl nasledné susen po dusikem na minimalni zbytkovy objem.

K vysusenému vzorku bylo nasledné ptidano 990 pul 0,1% HCOOH ve smési 5:95 (ACN:H20)
a 10 pl vnitfniho standardu o koncentraci 10 pg/ml. Nakonec byla provedena filtrace ptes
stiikacku s nylonovym filtrem o velikosti pora 0,22 um do vialky pro méfeni vzorku pomoci
metody LC/MS/MS. Vytéznost metody byla testovdna na koncentracich 25, 50, 100 a 500
ng/kg. Bylo dosazeno vytéznosti 70—120 %.

Tabulka 8. Limity detekce a kvantifikace metody pro analyzu pidy

\ CIP [ug/kg] ENR [pg/kg]
LOD 0,5 0,6
LOQ 1,4 1,8
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Tabulka 9. Parametry metody pro kapalinovy chromatograf

UPLC parametry

Objem nastfiku 7 ul
Pratok mobilni faze 0,5 ml-min-t
Teplota 35°C
A: 0,1 % HCOOH ve vodé
Mobilni faze

B: Acetonitril

Gradient mobilni faze

t [min] B [%0]
0,0 10
0,5 10
13,00 65
13,10 95
15,50 10
15,90 10

Oplach jehly

ACN:H20 90:10
s 1 % kyselinou mravenci
2 min

Tabulka 10. Parametry metody pro hmotnostni spektrometr

lontovy zdroj

elektrosprej (HESI)

Napéti 4500V
Polarita positive (ESI+)
Pritok pomocného plynu 15

Teplota pomocného plynu 350 °C

Prutok susiciho plynu 25

Teplota susiciho plynu 500 °C

Priatok zmlzovaciho plynu 45

Aktivni odtah ON

ReZim skenu MRM

Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr
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Tabulka 11. MRM pi‘echody pro ciprofloxacin a enrofloxacin a jejich deuterované
standardy (1S)

Kolizni
) Prekurzorovy Produktovy .
RT (min) ) . energie
ion (m/z) ion (m/z)
(eV)
Ciprofloxacin kvant. pfechod 3,30 332,4 314,20 10
kval. pfechod 3,30 3324 288,20 10
Enrofloxacin kvant. pfechod 3,74 360,4 316,2 10
kval. pfechod 3,74 360,4 342,20 20
Ciprofloxacin Deut. | kvant. pfechod 3,30 340,4 3221 15
kval. pfechod 3,30 340,4 296,1 15
Enrofloxacin Deut. kvant. pfechod 3,74 365,4 321 10
kval. pfechod 3,74 365,4 346,8 20

3.3 Metodika sledovani spotifeb antimikrobik — ¢ast C

Byla vyuzita data dostupna USKVBL z oficialniho narodniho programu sledovani prodejt
veterinarnich antimikrobik (slouZici jako podklady pro hlaseni ESVAC) a déle pro ziskani
informaci pro provedeni kvalifikovaného odhadu pouzivani vii¢i celkovym prodejim vzorek
farem driibeze reprezentujici piiblizné 30% produkce sektoru v CR (data Q12022 a Q1 2023
a informace z pilotniho projektu startifikace spotieb antimikrobik u majoritnich species zvifat

z roku 2016).

Byly zhodnoceny prodeje specificky pro enrofloxacin. Jednak z VLP registrovanych pouze pro
dribez (kur domaci, ptipadné kur domaci a krity), kde l1ze divodné predpokladat, ze veskeré

finalni pouziti lze alokovat do sektoru dritbeze.

Dale byly vyuzity kvalifikované odhady pro vyjadieni objemt VLP s enrofloxacinem, které 1ze
alokovat jako spotieby u kura a krat u VLP, které jsou registrovany i pro cilovy druh prase,
pfipadné i telata skotu, ¢i (vyjimecn€) i jiné species. V piipad¢ enrofloxacinu byl urcen
koeficient 85 % spotieb alokovanych do sektoru driibeze, u vétsiny dalsich 1é¢ivych latek byl
pouzit zjednoduSeny vypocet vychéazejici z poméru PCU (populacné korekéni jednotku,
vyjadienou v 1 000 tun) a to pro skupinu dritbez a skupinu prasata. Kde za rok 2021 pom¢r €inil

135 (dribez, kde je vypocet proveden z hodnot pro kura a kraty) ku 202 (prasata vSech
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produkénich kategorii). Na driibez bylo tedy findlné alokovano 40 % spotieb (kur, krity, husy,
kachny, kfepelky, perlicky, bazanti) a na prasata 55 % a zbytek (ptiblizné 5 %) byl alokovan
na dal$i minoritni pouziti u dalSich species ¢i produkénich kategorii, pro které jsou predmétné
antimikrobni VLP registrovany (telata, vyjimecné také ovce, kralici €i jind zvitata). Piepocet
spotieb s koeficientem 40 % byl vyuzit pro kalkulace spotfeb nasledujicich 1écivych latek:
amoxicilin, doxycyklin, linkomycin, spektinomycin, neomycin, sulfamethoxazol (vybrané¢ VLP
v kombinaci s trimethoprimem), tiamulin, tilmikosin, tylosin.

Specifické koeficienty piepoctu byly zvoleny pro vybrané latky (a tyto latky obsahujici VLP),
pro které je znam jiny pomér. Pro tyto ucely byl vyuzit projekt stratifikace 2016 a téz data 1Q
2022 a 1Q 2023 pokryvajici priblizné¢ 30 % sektoru chovi brojlerd kura doméaciho. Pro
nasledujici 1é¢ivé latky byl vyuzit prepocet s odpovidajicim koeficientem (piislusné procento
spotieby piimo pro dribez) nasledovné: kolistin (20 %), enrofloxacin (85 %), florfenikol

(10%), chlortetracyklin (5 %), oxytetracyklin (5 %).

S ohledem na skutecnost, ze zaté¢z pidy mize kromé primarniho a pomérové vyznamnéjsiho
vstupu ze spotfeby antimikrobik ze zemédélstvi, pochazet castecné ze vstupu v duasledku
pouzivani antimikrobik ve zdravotnictvi (zejména prostfednictvim zavlaZovaci vody a kall),
byla rovnéz doplnéna data ukazujici na srovnani spotieb v humanni a veterinarni mediciné.
Tato data cituji zpravu JIACRA IV, do které byla poskytnuta data i za CR, jak z veterinarni,
tak humanni mediciny a v tomto ohledu jsou zhodnocena data za rok 2021, Tato data jsou
zaméfena na fluorochinolony a chinolony (s védomim, Ze jsou v obou oblastech pouzivany
razné lécivé latky- zéastupci skupin fluorochinolonti a chinolonti, pfi¢emz ciprofloxacin je
pouzivan jako 1é¢iva latka v HLP, zatimco ve VLP u dribeze je pouzivan enrofloxacin, ktery
je v télech zvitat z ¢asti metabolizovan na ciprofloxacin. I ptesto, Ze v této zpraveé neni vénovana
pozornost exaktné spotiebam jednotlivych 1é¢ivych latek, neni tento fakt na zavadu, jelikoz
v ramci skupiny fluorochinolonti je prokazana zkiiZena rezistence (s nékolika individualnimi

vyjimkami pfi posouzeni star$i a novéjsi generace flurochinolont).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Mikrobiologicka ¢

Priikaz geni plazmidové vazané rezistence k chinolonim na farmé

ast — cast A

Vyskyt vybranych gent kodujicich plazmidové vazanou rezistenci k chinolontim na farmé byl

sledovan v obdobi jednoho vykrmového turnusu. Celkem bylo odebrano 13 vzorka v riznych

fazi vykrmu. Vzorky prostiedi, konkrétné podestylka a stéry z vnitiniho vybaveni (vétraky,

pitka a krmitka) byly odebirdny pfed zahdjenim nového turnusu vykrmu, tj. po pravidelném

uklidu, dezinfekci a deratizaci haly, a nasledné na konci vykrmu. V prubéhu turnusu byl dale

odebran jeden vzorek podestylky. Pritomnost gentt PMQR byla také sledovana v organech

deseti jednodennich kutat a v podestylkovych papirech z transportnich krabic.

Tabulka 12. Sledovadni pFitomnosti vybranych genii rezistence ve vzorcich z farmy

Cislo . Priikaz gent rezistence po pomnozeni
Datum Typ Popis
vzorku .
odbéru vzorku vzorku gnrA qnrB gnrs gepA aac merl
MUNI
237123 27.03.2023 Zloutkovy vak - + + + - -
238/23 27.03.2023 jednodenni pupek - + + + - .
239/23 | 27.03.2023 kurata organy - + + + ; ]
236/23 | 27.03.2023 podestylkovy | _ - . ] ] ]
papir
240/23 27.03.2023 krmitko - + + - 4 -
241/23 | 27.03.2023 prostredi vétrak - - + - + )
za zacCatku
242/23 | 27.03.2023 vykrmu pitka - + - - + -
243/23 27.03.2023 slama (Cista) - + - - - -
prostredi v p?/q(lifgg?/?é z
301/23 | 11.04.2023 | prab&hu yKrmoy - + + + ] ]
vykrmu haly, kufata
15 dni
372/23 25.04.2023 vétrak - + + - + -
373/23 25.04.2023 krmitko - + + - + -
prostiedi -
374/23 25.04.2023 na konci pitka - + + - + -
vykrmu podestylka z
375/23 | 25.04.2023 vykrmove ; + ) ] ) ]
haly, kurata
29 dni

aac = aac(6')-1b-cr, — negativni, + pozitivni
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Nejcastéji byly detekovany geny qnrB (11/13) a gnrS (10/13), a to jak u vzorkd organu kufat,
tak v prostiedi farmy. Gen aac(6')-1b-cr byl detekovan pouze v prostiedi vykrmové haly, a to
v podestylce i ve stérech z vnitiniho vybaveni pfed naskladnénim kuftat i na konci vykrmu. Gen
pro efluxni pumpu gepA byl prokdzan u vzorkli organi uhynulych kufat a v podestylce
Vv prib¢hu vykrmu. V zddném z testovanych vzorkii nebyly zjistény geny gnrA a mcrl.
Kombinace gentl, prokazanych v jednotlivych typech vzorkl jsou uvedeny v tabulce 12.

Qnr proteiny byly uvadény jako nejcastéjsi typ plazmidové vazané rezistence k chinolontim.
Dosud bylo popsano asi 100 variant gent qnr, které jsou rozdéleny do 5 riznych rodin: gnrA,
gnrB, gnrC, gnrD a gnrS (Strahilevitz et al. 2009). Mezi nejrozsifenéjsi patii geny gnrA, qnrB
a gnrS, které byly zaznamenany nejen u bakterii Celedi Enterobacteriaceae, ale také
Aeromonadaceae nebo Vibrionaceae (Marti, Balcazar, 2012). Dominantni nalez gnrB a gnrS
gent v nasi studii, je shodny s vysledky studie autorti Roderova et al. (2017), provedené v letech
2013 az 2014 v CR, kdy geny PMQR byly detekovany u 10,9 % (17/156) izolati E. coli ze
vzorki prostiedi dribezich farem a az u 48,6 % (51/105) E. coli izolovanych z kloakalnich
vytéra krat odebiranych pfi jatecném zpracovani. U obou typti vzorkl prevazoval vyskyt genii
gnrS a gnrB, zatimco nalez ostatnich gent jako napf. gepA nebo aac(6')-1b-cr, na rozdil od
nasich vysledki, prokazan nebyl. Gen aac(6')-Ib-cr byl ale ve zminéné studii prokdzan u 27,3
% (60/220) izolatu E. coli z humanni populace, a dale v odpadnich vodach (4/90; 4,4 %).

V Evropé byl proveden screening vyskytu plazmidoveé vazané rezistence k chinolonim u izolatd
salmonel a E. coli ziskanych v letech 1994 az 2009 od zvitat, lidi, potravin a prostiedi (Veldman
et al. 2011). Geny PMQR neslo 59 % izolati salmonel (zejména geny gnrS a qnrB) a 15 %
izolatu E. coli (pfedevsim gen gnrS). Salmonely nesouci geny PMQR izolované z driibezZe byly
zjistény v Belgii, Dansku, Finsku, Némecku, Italii, Polsku, Spanélsku a Nizozemi. V ptipadé
E. coli, byly izolaty k dispozici pouze ze Ctyf zemi a pozitivni nalezy geni PMQR byly
zaznamenany v Polsku a Nizozemi. Piestoze jsou uvedené vysledky ovlivnény riznymi faktory,
pocty izolata ziskanych z rtiznych zdroji dostupnych v jednotlivych zemich ukazuji, Ze chovy
dritbeze jsou v Evrop¢ hlavnim zdrojem geni PMQR.

V Brazilii, byl v ramci screeningu 200 izolatt bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae (vice jak 90
% E. coli, E. fergusonii, K. oxytoca a K. pneumoniae) ze zdravych kufat pochazejicich ze dvou
raznych farem prokazan vyskyt gentt PMQR u 23 % izolatd. Dominantni zastoupeni mél gen
gnrB (43/200), s ojedin€lym vyskytem gent gnrS (2/200) a aac(6’)-1b-cr (1/200). VSechny
izolaty nesouci geny PMQR byly multirezistentni a vykazovaly soucasné také ESBL typ
rezistence (Ferreira et al. 2018). Podobné bylo v Ciné prokazano, Ze 1é¢ba salmonelovych

infekci u kurat enrofloxacinem vedla v travicim traktu kufat nejen k selekci izolata E. coli
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rezistentnich k fluorochinolontim, ale soucasné také k beta-laktamtim a tetracyklinu (Li et al.

2019).

Modelovy pokus piezivani E. coli s plazmidové vazanou rezistenci k chinolonim pii
fermentaci dribezi podestylky

Pokus probihal s podestylkou odebranou na farmé driibeze na konci vykrmu (14. 3. 2023).
Inokulace probéhla dne 27. 3. 2023 jednim litrem suspenze kment E. coli s rezistenci typu

ESBL a PMQR v denzité 3,25 x 108 KTJ/ml. Fermentace probihala celkem 77 dni.

Tabulka 13. Stanoveni pocétu modelovych kmenii Escherichia coli a pritkaz genii rezistence
V pritbéhu pokusu fermentace drubeZi podestylky

&islo Stanoveni Prukaz genii rezistence
Datum . poctu
vzorku . Popis vzorku .
odbéru modelovych -
MUNI : konfirmace -
E. coli A po pomnozeni
stanoveni poctu
244/23 14.03.2023 podestylka k fermentaci <50 KTJ/g - gnrB
podestylka zaoCkovana
353/23 19.04.2023 kmeny, vysledek po 21 350 KTJ/g qgnrB, gnrS, aac, qnrB, gnrS, aac,
dnech fermentace mcrl mcrl
(inokulace 29.3.)
podestylka zaockovana
454123 | 09.05.2023 | Kmeny, vysledek po 41 50 KTJ/g qnrs, aac, merl qnrB, aac
dnech fermentace
(inokulace 29.3.)
podestylka zaoCkovana
k ysledek
506/23 | 23.05.2023 | KMeny, vysledekpo 55 <50 KTJ/g - qnrB, aac
dnech fermentace
(inokulace 29.3.)

aac = aac(6')-1b-cr

V pribéhu pokusu byly odebrany 4 vzorky. Prvni z nezaokované podestylky, dva z priabehu
fermentace a jeden na konci pokusu pied aplikaci fermentované podestylky na pole. Z tabulky
13 vyplyva, ze ptred inokulaci bakteridlnimi kmeny nebyly v podestylce pfitomny Zadné
enterobakterie nesouci podobnou rezistenci jako modelové kmeny. Ptitomnost sledovanych
gent rezistence nebyla potvrzena ani po pomnozeni vzorku, s vyjimkou genu gnrB. Po 41 dnech
fermentace byla pfi stanoveni pocCtu detekovana pouze jedna kolonie E. coli, ktera svoji
charakteristikou odpovidala modelovému kmeni CT267. Vyskyt gent gnrS a mcrl ale nebyl

potvrzen ve vzorku PPV po pomnoZeni. To potvrzuje skutecnost, Ze bakteridlni kmeny nejsou
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ve vzorku distribuovany rovnomérné a vysetieni je proto vhodnéjsi provadét vice metodami
nebo v duplikatech.

V poslednim vzorku podestylky, odebraném 55 den po inokulaci, nebyly modelové kmeny ani
piislusné geny rezistence prokazany. Vzorek byl ale pozitivni na pfitomnost genti qnrB

a aac(6')-1b-cr.

Fermentace je slozity biochemicky proces, pfi kterém dochazi k ¢astecnému odbourdvani
jednotlivych slozek chlévské mrvy. Délka doby zrani se liSi a v zavislosti na ro¢nim obdobi
trva asi 2-3 mésice (Richter et al. 2004). Podle teploty, které podestylka v prib&éhu zrani
dosahuje, 1ze proces rozdélit na mezofilni (3050 °C) a termofilni (50—70 °C). Oba postupy se
li$i nejen teplotou, ale jak bylo zjisténo v nedavné studii autorit Wang et al. (2022) také
slozenim mikrobiomu a vlivem na pfetrvavani genil rezistence. Béhem mezofilniho procesu
(napf. zrani hnoje na hromadach) doslo ve zminéné studii ke zvySeni mnozstvi sledovanych
genu rezistence. Naproti tomu proces, kdy v priabéhu zrani se teplota zvysila az na 70 °C, vedl
k vymizeni az 97 % geni rezistence. Bylo prokazano, ze klicovym faktorem ovliviiujicim obsah
genu rezistence byla teplota, kdy vyssi teplota pfimo sniZovala nejen mnozstvi rezistentnich
bakterii, detekovatelnych genti rezistence, ale také mnoZstvi mobilnich genetickych elementt.
Dribezi podestylka vyuzivana ke hnojeni je povazovana za hlavni zdroj fluorochinoloni
v zeméde€lskych pudéach. Sorpce fluorochinoloni k pevnym casticim patii k hlavnim
mechanismim jejich Sifeni v prostfedi a mizZe se liSit v zavislosti na rGznych typech matrice.
Leal et al. (2012) prokézal, Ze sorp¢ni potencial fluorochinolonli v driibeZi podestylce (ryZova
slama a borovicové hobliny) byl vysoky (sorpce nejméné 69 % aplikovaného obsahu), ale
presto byl vyrazné nizsi nez v ptidé. Nizsi afinitu fluorochinolonti v dribezi podestylce autofi
vysvétluji niz§im mnoZstvim sorpcnich mist a mirn€ alkalickym pH. V uvahu je navic tfeba
brat i rizné typy driibezi podestylky pouzivané v zemédélské praxi. Gupta et al. (2021) ve studii
o ucincich rtstovych a terapeutickych antibiotik na dynamiku mikrobiomu a rezistomu
v kufecich kloakalnich vytérech a podestylce prokazal rtizné ucinky pii pouZiti enrofloxacinu.
Relativni mnozZstvi geni kodujicich rezistenci k chinolontim v kloakalnich vytérech se zvysilo
po terapii enrofloxacinem, ale v podestylce byl pozorovan opacny ucinek. To naznacuje, Ze
vyskyt enrofloxacinu v kufecim stfevé podporoval selekci rezistentnich bakterii a vyskyt geni
PMQR, ale nasledn¢ nedoslo ke stejnému efektu v podestylce. Obecné terapie enrofloxacinem
zvySovala v obou piipadech relativni mnozstvi multirezistentnich kmenti Enterobacteriaceae,

a to primarné E. coli.
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Modelovy pokus piezivani E. coli s plazmidové vazanou rezistenci k chinolonim v padé

Fermentovana podestylka pro polni pokus byla tésné pted aplikaci opakované inokulovédna
nové pipravenou suspenzi modelovych kment E. coli CT210 a CT267 v denzité 1,1 x 108
KTJ/ml v objemu jeden litr. Pfezivani kmenl bylo sledovano po dobu 15 tydnt. V ramci
sledovéani byl v pravidelnych intervalech odebiran vzorek plidy a po 9 tydnech také vzorek
z nadzemni ¢asti vyseté vegetace (svazenka).

Pritomnost kmend s podobnou charakteristikou jako byly modelové E. coli nebyla ve vzorku
pudy z polniho pokusu, odebraného pied zahdjenim experimentu, potvrzena. Prokézéana byla
pouze pfitomnost genli qnrB po pomnoZeni vzorku v pufrované peptonové vodé. Prehled

odebranych vzorkl, vysledkli stanoveni poctu modelovych kmenti a detekovanych gent

rezistence uvadi tabulka 14.

Tabulka 14. Stanoveni poétu modelovych kmenii Escherichia coli v prithéhu polniho

pokusu
&islo Stanoveni Prakaz genu rezistence
Datum . poctu
vzorku odbéru Popis vzorku modelovvch —
MUNI e coliy konfirmace po pomnozeni
' stanoveni poctu
513/23 | 30.05.2023 _ puda <50 KTJ/g - qnrB
pred aplikaci
514/23 | 30.05.2023 _ puda 15000 KTJ/g | 9N'B: anrS,aac, |- qnrB, gnrs, aac,
ihned po aplikaci mcrl mcrl
516/23 | 06.06.2023 puda 10000 KTJ/g | 9NrB. anrs, aac, qnrB, gnrs, aac,
7 dni po aplikaci mcrl mcrl
536/23 | 20.06.2023 ,_pada 7000 KTJig | 9nrB. anrs, aac, qnrB, gnrs, aac,
3 tydny po aplikaci mcrl mcrl
601/23 | 30.06.2023 , _puda 5000 KTJ/g | 9nrB. anrs, aac, qnrB, gnrs, aac,
5 tydnt po aplikaci mcrl mcrl
635/23 | 18.07.2023 _puda 1000 KTJ)g | 9NrB anrs,aac, | anrB, gnrs, aac,
7 tydnt po aplikaci mcrl mcrl
668/23 | 01.08.2023 , _puda 2750 KTJlg | 9NrB. anrs, aac, qnrB, gnrs, aac,
9 tydna po aplikaci mcrl mcrl
669/23 01.08.2023 svazenk(va;\ég?dzemnl <50 KTJ/g ) anB,rfrq]r;f, aac,
plda gnrB, gnrS, aac,
674/23 15.08.2023 11 tydnd po aplikaci 150 KTJ/g merl gnrB, gnrS
plda i
674/23 | 29.08.2023 13 tydnd po aplikaci <50 KTJ/g gnrB, gnrS
plda i gnrB, gnrS, aac,
702/23 12.09.2023 15 tydna po aplikaci <50 KTJ/g merl

aac = aac(6')-1b-cr

Z vysledki vyplyva, ze do 7. tydne od zalozeni pokusu dochazelo k pozvolnému snizovani
poctu KTJ modelovych kmenil v gramu piidy. V 9. tydnu je patrny mirny nértst poctu KTJ/g,

zfejmé z divodu obdobi destovych srazek, které predchazely vlastnimu odbéru. Od tohoto
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tydne ale kultivacné prokazatelny pocet KTJ/g klesal strm¢ a od 13. tydne se pocet pohyboval
pod mezi detekce zvolené metody.

Geny rezistence typické pro modelové kmeny byly detekovany v pomnozeném vzorku az do
9. tydne. V 11. tydnu byly prokazany pouze u kmenu ziskanych kultivacni metodou a v 15.
tydnu pouze u vzorku po pomnozeni. Tyto vysledky ukazuji, ze kmeny v pudé piezivaji
dlouhodobé, uchovavaji si schopnost rezistence, ale jsou distribuovany nerovnomérné. To je
ziejme ditvod proc¢, ve 13. tydnu detekovany nebyly, ale v 15. tydnu byly sledované geny

zachyceny ve vzorku po jeho pomnozeni.

I dalsi studie uvadi, ze bakterie rezistentni k flurochinolontim a geny PMQR mohou v prostiedi
perzistovat az po dobu nékolika mésicti. Za laboratornich podminek bylo metodou qPCR
prokazano, ze relativni mnozstvi geni PMQR (0gxA, 0gxB, aac(6’)-lb-cr a gnrS) se
v zemé&d¢€lské pidé vyznamné snizilo az za dva mésice po aplikaci prasec¢iho hnoje (Xiong et
al. 2015a). Snizeni Cetnosti bakterii v dusledku pfitomnosti antibiotik a jejich rezidui v pudé
muze vést ke Spatné adaptaci bakterii z hnoje na ptidni prostiedi, ¢imz mtze byt ovlivnén také
vyskyt a zastoupeni genu antibiotické rezistence. SloZeni plidniho mikrobiomu se miize liSit
Vv zavislosti na obsahu fluorochinolonii v pidach. Ve studii Huang et al. (2016) bylo zjisténo,
ze aplikace hnoje s nizkymi koncentracemi ciprofloxacinu (0,04 a 0,4 mg/kg) vedla ke zvySeni
relativni Cetnosti bakterii patiicich do kmene Actinobacteria a tfid Bacilli, Clostridia
a Gammaproteobacteria, které zahrnuji i enterobakterie, a naopak inhibovala Acidobacteria
a Halophage. Xiong et al. (2015b) v laboratornich podminkach prokazal, Ze aplikace
fluorochinolonti (enrofloxacin, ciprofloxacin a norfloxacin) do ptidy o koncentraci 5 mg/kg
poskytla selektivni vyhodu pro bakterialni kmeny Acidobacteria, Verrucomicrobia
a Planctomycetes, zatimco rast Proteobacteria a Actinobacteria byl potlacen. Tuo et al. (2018)
ve své studii urcil, Ze hlavnimi faktory, které ovlivnily zmény v zastoupeni geni PMQR
a mobilnich genetickych elementd v pidé, jsou pH a sloZeni mikrobidlni komunity. V piidach
s kontaminaci ciprofloxacinemem v koncentraci 20 mg/kg byla v uvedené studii zjiSténa nizsi
cetnost genli PMQR. V Brazilské studii zamétené na sledovani vlivu kratkodobé a dlouhodobé
fertilizace zeméd¢lské ptidy dribezi podestylkou (<1-30 let) byly zjistény vysoké koncentrace
fluorochinolonti v driibezi podestylce (0,56—100 mg/kg), akumula¢ni trend mezi kratkodobé
a sttednédob¢ hnojenymi piidami, nasledovany poklesem jejich koncentraci u dlouhodobé
hnojenych pud a také pfitomnost genu gnrS v pudé (Parente et al. 2019). Aktualné byl také
prokézan negativni vliv fluorochinolony kontaminované driibezi podestylky na populaci zizal,

které hraji vyznamnou roli pfi mineralizaci organické matrice a udrzovani pidni porosity, a jSOU
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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 ptidé
prokazal, Ze bakterie E. coli rezistentni k ciprofloxacinu pietrvavaly v piadé po dobu nejméné
tfi mésict (Pourcher et al. 2014). V nami provedené studii byly kmeny detekovatelné kultivacni
metodou necelé 2,5 mésice (11 tydnil) po inokulaci, geny ale byly prokazatelné i 3,5 mésice
(15 tydniti) po inokulaci.

V Ciné v polnim experimentu s dlouhodobou aplikaci (11 let) praseéi kejdy a kalt do ptdy byly
zjistény poéty bakterii rezistentnich k ciprofloxacinu fadové 107 KTJ/g pidy. Z celkem 21
bakterialnich izolati rezistentnich k ciprofloxacinu zatazenych ke kmentim Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria a Bacteroidetes bylo 18 pozitivnich na pfitomnost gent PMQR
(aac(6’)-1b-cr, gnrD, gepA, ogxA a 0gxB). V ramci kmene Proteobacteria byly ziskané izolaty
s PMQR geny zatazeny k rodim Brevundimonas, Sphingopyxis, Sphingomonas a Bosea, nebyly
ale prokazany u enterobakterii, které jsou u hospodarskych zvirat popisovany jako nositelé
téchto gend. Ackoli byly v uvedené studii geny PMQR detekovany pouze v pudach, na které
byl aplikovan hnij, nebylo mozné urcit, zda je jejich vyskyt vysledkem piezivani bakterii
Z hnoje od prasat nebo horizontalniho pfenosu mezi bakteriemi z hnoje a piivodnimi plidnimi
bakteriemi (Xu et al. 2015). Aby bylo mozné kontrolovat proliferaci polutantt, je dilezité znat

jejich osud od organickych hnojiv aZ po Zivotni prostiedi.

Analyza metagenomu vzorki dribeZi podestylky a pud

Analyza diverzity bakteridlniho genomu ve vybranych vzorcich podestylky a pidy byla
provedena celkem u 10 vzorku. Jejich charakteristiku uvadi tabulka 15. Z modelového pokusu
fermentace drubezi podestylky inokulované kmeny E. coli byly vybrany 4 vzorky. Konkrétné
se jednalo o vzorek podestylky pied zaockovanim modelovymi kmeny (vzorek A) a 3 vzorky
(B-D) z prubéhu fermentace. Z modelového pokusu piezivani kment E. coli v pudé bylo
analyzovano celkem 6 vzorki. Jednalo se o pudu pted aplikaci podestylky (vzorek E)
a nasledn¢ vzorky z prubéhu pokusu (vzorky F-J).

Analyza odhalila vyrazné rozdily ve slozeni bakteriomu vzorkl podestylky a pid, a to jak

V rozmanitosti zastoupenych taxond, tak v jejich relativni cetnosti.
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Tabulka 15. Charakteristika vzorkit vybranych pro analyzu metagenomu

Gislo Oznaceni vzorku
\% Datum Oznaceni .
vzorku s s - . Popis vzorku
MUNI metagenf)mlcke odbéru experimentu
analyze

375/23 A 14.3.2023 | podestylka bez zaockovani kmeny E. coli

353/23 B 19.4.2023 | podestylka zaockgvana kmeny E. coli
fermentace 21 dni

454/23 c 9.5.2023 | podestylka zaockc’wana kmeny E. coli
fermentace 41 dni

506/23 D 23.5.2023 | podestylka zaock9vana kmeny E. coli
fermentace 55 dni

513/23 E 30.5.2023 I puda pfed aplikaci E. coli a podestylky

., ] i

514/23 F 30.5.2023 I puda obohacena E. CO|’I (104KTJ/g) a
fermentovanou podestylkou

536/23 G 20.6.2023 Il obohacena puda 21 dni po aplikaci

601/23 H 30.6.2023 I obohacena plda 31 dni po aplikaci

635/23 18.7.2023 I obohacena plda 49 dni po aplikaci

668/23 J 1.8.2023 1] obohacena plda 63 dni po aplikaci

| — modelovy pokus piezivani E. coli s plazmidové vazanou rezistenci k chinoloniim pii fermentaci dribezi
podestylky
Il - modelovy pokus ptezivani E. coli s plazmidové vazanou rezistenci k chinolonim v pidé

V podestylce bylo detekovano az 440 rtiznych bakterialnich druhti, z nichz nejvyssi relativni
¢etnost byla zaznamenana u zastupc kmene Firmicutes, kam se fadi vétSina grampozitivnich
bakterii véetné sporotvornych rodd Bacillus nebo Clostridium, a dale napf. zastupci fadu
Lactobacillales (Sedlacek 1., 2007), ktery byl také nejvice zastoupen (62 %) ve vzorku
podestylky urené k fermentaci (vzorek A). V prabéhu procesu fermentace doslo
k vyznamnému snizeni Cetnosti kmene Firmicutes a Actinobacteria ve prospéch zastupct
z kmene Proteobacteria a Acidobacteriota (obrazek 7). Kmen Proteobacteria zahrnuje skupinu
gramnegativnich bakterii, vCetné ¢eledi Pseudomonadaceae a Aeromonadaceae, které zejména
v pozd¢jsich stadiich fermentace podestylky vykazovaly vyssi zastoupeni (43 % a 52 %). Do
kmene Proteobacteria se fadi i bakterie E. coli, které v tomto pokusu byly pouzity pro inokulaci
podestylky. Z analyzy metagenomu vyplynulo, Ze nejvyS$si abundance tohoto druhu byla
prokézana v prvnim vzorku podestylky (pfed zaockovanim) a v priibéhu fermentace se jeho

relativni ¢etnost snizovala.
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Ve vzorcich pud byla diverzita bakteriomu vyrazné vyssi nez v podestylce. Bylo detekovéano
az 1600 raznych druht, ale na rozdil od podestylky se jejich vzajemny podil v ve vzorcich
odebranych v jednotlivych etapach pokusu vyznamnéji nelisil. Vyjimkou byl vzorek I,
u kterého je patrné vyrazné navyseni zastupci kmene Acidobacteriota (obrazek 8). Jedna se
o fyziologicky rozmanitou skupinu bakterii, které se v pudé pfirozené vyskytuji a tvoii v ni az
50 % bézné bakterialni komunity (Dunbar et al. 2002). Tento nartist mohl byt ovlivnén
intenzivnéj§imi destovymi srazkami, které vlastnimu odbéru piedchazely (obrazek 6).

Detailnéjsi vysledky analyzy metagenomu uvadi heat mapa v piiloze 1.
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Graf ¢. 1. Zmény v metagenomu v prubehu fermentace drubezi podestylky
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Obrazek 8. Zmény v metagenomu v pritbéhu fermentace dribeZi podestylky
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4.2 Analyticka ¢ast — cast B

Analyza vzorku podestylky

Analyza rezidui ciprofloxacinu a enrofloxacinu byla provedena na nékolika vzorcich
podestylky. Vzorek byl vzdy vysusen a pomletim homogenizovan. Byla to smés slamy
a kuteciho trusu. Vzorky z 11. 4. 2023 a 25. 4. 2023 nebyly fermentovany a byly analyzovany
pfimo po odbéru z chovné haly. Koncentrace obou antibiotik v case mirné poklesla, coz miize
byt zpisobené rozdilnym stafim, respektive metabolismem medikovanych brojleri. Tyto
naméiené koncentrace jsou v souladu s vysledky, které jsou uvedeny v piedchozi zprave z roku
2021 (https://eagri.cz/public/web/file/691658/Zprava_ AMR_2021 FINAL s _tit.pdf), kde
byly taktéz v kuteci podestylce zjistény koncentrace v fadu jednotek az desetin mg/kg. Mimo
to, v ramci predchozi studie byly stanoveny koncentrace enrofloxacinu i v medikované pitné
vodé, kde se koncentrace enrofloxacinu pohybovaly v desitkdch mg/L, zatimco ciprofloxacin
byl pod limitem kvantifikace. Absence ciprofloxacinu v medikované pitné vod¢ prokazala, ze
ke vzniku ciprofloxacinu, jakozto metabolitu enrofloxacinu dochédzi kvali metabolismu
medikovanych kuftat, coz je v souladu s literaturou (Morales-Gutiérre et al. 2015), kde bylo
identifikovano pres 30 metaboliti enrofloxacinu v riznych tkanich medikovanych kufat.
Obdobn¢ vysoké koncentrace fluorochinolonti v podestylkach v fadu desetin az stovek mg/kg
byly také zjistény ve studii (Zhao et al. 2010). Tyto vysledky v kombinaci s vysledky
potvrzujici pfitomnost genll na rezistenci v podestylkach pouze zdiraziiuji nutnost zavedeni
adekvatni legislativy a oSettujicich procestl pied aplikaci kontaminovanych statkovych hnojiv
na zemédé€lskou pidu s ohledem na potencialni environmentalni a zdravotni riziko. Jednou
z mnoha moznosti, jak snizit koncentrace rezidui antibiotik a genti rezistence ve statkovych
hnojivech je pravé fermentace (Janusch et al. 2014), jejiz ucinnost na pfitomnost geni je

podrobné diskutovana v kapitole 4.1 této zavérecné zpravy.
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Koncentrace CIP a ENR v podestylce

8 —
;]
<7 r
b
Ee6 |
2
5° 7
247
6 -
o3
Sat
&= I
R _
)ﬂ
o 0
§ 11.4.2023 25.4.2023

Datum odberu
Ciprofloxacin Enrofloxacin

Obrazek 9. Koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu v podestylce odebrdné 7 chovu
kurat

Déle byly analyzovana podestylka, ktera dle vySe uvedenych podminek prosla po prvotnim
odbéru fermentaci. Jak je vidét na obrazku 9 zplvodnich koncentraci ciprofloxacinu
a enrofloxacinu v cerstvé podestylce doslo béhem jednoho mésice k ubytku 78,3 %
ciprofloxacinu a 84,3 % enrofloxacinu. V dalsich tydnech uz zistala koncentrace obou analytt
témét konstantni. Drobné rozdily mohou byt zplsobeny odliSnou konzistenci a sloZzenim
podestylky, kdy v prvnich tydnech obsahovala vét§i mnozstvi sldmy a hmota nebyla tak
kompaktni. Z vysledk je patrné, Ze k degradaci 1é¢iv dochazi zejména v ramci prvniho tydne
fermentace a nasledné koncentrace jiz spiSe stagnuji. Toto zjisténi je v souladu s review
(Gaballah et al. 2021; Spielmayer, 2018), které shrnuji poznatky v oblasti degradace
veterinarnich antibiotik ve statkovych hnojivech. Dle tohoto review a dalSich publikaci (Ho et
al. 2013; Jechalke et al. 2014; Mohring et al. 2009; Motoyama et al. 2011; Sanchez-Hernandez
et al. 2020; Saranya et al. 2018) je obvykle ucinnost odstranéni antibiotik prostfednictvim
fermentace v rozsahu 40 az 100 % v zavislosti na zvoleném zpisobu zpracovani statkovych
hnojiv (kompostovani, vermikompostovani, aerobni ¢i anaerobni fermentace), dob¢ zpracovani
(2 tydny aZ n€kolik mésicll), podminek zpracovani (aerobni/anaerobni, teplota, vlhkost apod.),
vlastnostech veterindrnich 1é¢iv (respektive tfidy antibiotik, napf. fluorochinolonova
antibiotika, sulfonamidy, makrolidy, tetracykliny). AvSak jiZ mnohem méné studii se zabyva
identifikaci degrada¢nich produktt (a obecné popisem mechanismu degradace), které vznikaji
Vv pritbéhu zpracovani téchto statkovych hnojiv, jelikoZz i tyto vznikajici metabolity mohou mit

negativni vliv na zivotni prostiedi a vznik gent rezistence (Spielmayer, 2018).
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Koncentrace CIP a ENR ve fermentované podestylce
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Obrazek 10. Koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu v podestylce odebrdné z chovu
kurat s naslednou fermentaci v obdobi od 14.3. do 23.5. 2023

Analyza vzorku puady

Vzorky pidy byly extrahovany dle vySe uvedeného postupu a nasledné analyzovany pomoci
LC/MS/MS. Kazdy vzorek byl extrahovan a proméfen 3x. V grafu jsou uvedeny primérné
hodnoty koncentraci zjisténych pii jednotlivych odbérech a smérodatné odchylky stanoveni.
V pid¢ odebrané pred zahajenim pokusu byla koncentrace obou analyti pod mezi detekce. Po
aplikaci podestylky se koncentrace v puadé zvysSila k desitkim pg/kg. V prvnim odbéru
6. 6. 2023 se koncentrace ciprofloxacinu i enrofloxacinu sniZila zhruba na polovinu, ve vzorku
z 20. 6. 2023 opét koncentrace poklesla asi o polovinu, ale v dalsich odbérech se jiz pohybovala
okolo stejné hodnoty (piiblizné 5 pg/kg CIP, resp. 15 ug/kg ENR), coz je také v souladu
s ptedchozi zavére¢nou zpravou z roku 2021 (Mravcova et al. 2021) a dostupnou zahrani¢ni
literaturou (Albero et al. 2018; Rosendahl et al. 2012; Thiele-Bruhn, 2003), jelikoz
fluorochinolonové antibiotika maji v plidnim prostfedi polocas rozpadu delsi nez 90 dnti, na
rozdil od ostatnich 1é¢iv (napf. penicilini). AvSak perzistence antibiotik a obecné léciv
V pudnim prostfedi neni zavisla jen na vlastnostech 1€¢iv (pKa, log P, ...), ale také na fyzikaln¢-

chemickych vlastnostech pudy.

Koncentrace enrofloxacinu a ciprofloxacinu jsou srovnatelné s vysledky z pifedchoziho tkolu

a zaroven jsou v souladu s dostupnymi védeckymi publikacemi (Fuentes et al. 2006; Uslu et al.
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2008), kter¢é se na rozdil od této studie obvykle zabyvaji pouze monitoringem 1é¢iv v zivotnim
prostiedi nikoliv charakterizaci vstupu a jejich antibiotik v ptidnim prosttedi.

DalSim problémem souvisejicim s pfitomnosti rezidui antibiotik v Zivotnim prostfedi mimo
vznik antibiotické rezistence je také riziko spojené s piijmem téchto latek plidnimi organismy
(nésledné ovlivnéni ptidni kvality) nebo pestovanymi plodinami (vstup do potravniho fetézce)
(Carter et al. 2014, Carter et al. 2016). Mimo jiné tyto latky mohou v pidnim prostiedi také

zpusobit inhibici kli¢eni semen a rustu plodin obecné (Saranya et al. 2018).
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Obrazek 11. Koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve vzorcich pidy po aplikaci
fermentované podestylky odebiranych po dobu 4 mésicii
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4.3 Spotieby antimikrobik — ¢ast C

Situace a trendy ve spotiebé enrofloxacinu v Ceské republice a v kontextu se staty
EU/EEA ve veterinarni i humanni mediciné

Trendiim ve spotfebach fluorochinolonti by méla byt vénovana zdsadni pozornost, a to
pfedev§im z dlivodu, Ze jsou to kriticky vyznamnd antimikrobika z pohledu humanni
i veterinarni mediciny a v ramci Ceské republiky jsou veterinarni 18¢ivé piipravky, které je
obsahuji, klasifikovany a pouzivany v rezimu indikacniho omezeni (viz pravidla novely Zakona
o lé¢ivech 314/2022). Z dlouhodobého hlediska je ve veteriniarnim sektoru (nejen v Ceské
republice) problémem predevsim mira pouzivani fluorochinolont (konkrétné¢ enrofloxacinu)
u driibeze. Lze uvést, ze ackoliv, co do hmotnostnich objemil nepatii fluorochinolony mezi
skupinu s nejvysSimi spotfebami, frekvenci jejich poddvani v rdmci sektoru driibeze se
dostavaji na prvni pozici ze v§ech u dribeze pouzivanych skupin antimikrobik. Nize je uvedena
komplexni analyza spotieb antimikrobik a trendd u driibeze a kriit pro CR za obdobi poslednich
5 let.

Pro dokresleni situace konkrétn€ pro enrofloxacin je uvedena analyza celkové spotieby, spotieb
fluorovanych chinolont a chinolonii za poslednich 12 let v rAmci CR (11 let v rAmci celé EU)

a dale podano srovnani pozice CR versus dalsi staty EU (data 2022; obrazek 12).

Tabulka 16: Trend v celkovych spotiebdach antimikrobik ve VLP a specificky ve spotiebach
Sfluorochinolonit a chinolonii

a vrdamci CR, za obdobi 2010 — 2022 a
b vrdamci celé EU (agregované, medidn, z 25 statii, 2011 - 2022)

CR Prodeje v mg na PCU

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Flucrochinelony [ER] 131 1,45 1,81 1,75 1,75 168 1,67 1,85 1,79 1,80 1,94 163 1,56
Ostatni chinolony (ER) 0,22 0,22 0,07 0,05 0,03 0,05 0,03 0,01 0,004 0 0 0 ]
Celkové spotieby CR (mg/ PCU) 94,34 83,05 79,76 82,16 79,85 68,04 61,18 63,47 56,93 53,77 56,22 50,02 46,36
Celkové populace PCU (tuny) 755,22| 732,16| 672,78 696,75 702,64 698,05 704,88| 693,07 70457 702,02| 699,35 70897 696,71
Fluorochinelony 2,50 2,90 2,70 3,00 2,80 2,70 2,30 240 2,20 2,20 2,20 1,90
{medidn, EU celek, 25 stati)

Ostatni chinolony 1,10 0.9 0,70 0,60 0,50 0,40 0,40 0,30 0,20 0,20 0,20 0,10

{medidn, EU celek, 25 stati)
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FQ  CZ1,56 orcs extrémné nizs (<0,4) DK, Fl, IE, IS, NO, SE, CH, UK
nizs (0,4 - 1,0) AT, BE, EE, FR, DE, LT, LU, NL, S|
obdobné (1,1 -1,4) T, Ll

vyssi (>1,7) BG, HR, CY, GR, HU,[MT L, PL!, PTL,(RO, SK, ES

Obrdzek 12: Srovndni CR vs dalsi staty EU/ EEA (véetné UK), suma spotieby
fluorochinolonit a chinolonit v mg/PCU (souhrn za vS§echna potravinovd
gviFata, véetné akvakultur)

Trendy spoti‘eb antimikrobik (vychazi z VLP, ktera jsou registrovana pouze pro cilovy
druh kur domaci, ¢i kriity)

V réamci téchto hodnocenych VLP lze vy¢islit trend pro nasledujici antimikrobika, kde VLP
byla registrovana pouze pro cilovy druh kur domaci, ¢i pro cilovy druh kur domaci a kruty a 1ze
tedy jednoznacné anticipovat, Ze byly pouZity v sektoru driibeze. U téchto VLP Ize diivodné
predpokladat, ze veskeré finalni pouziti lze alokovat do sektoru dribeze. Je vhodné upozornit,
ze vybrana VLP (ta obsahujici amoxicilin, ¢i enrofloxacin) nejsou uréena pro nosnice snasejici
vejce pro lidsky konzum (a ani kufice, budouci nosnice v obdobi pied pocatkem snésky) a proto
1ze jejich pouZiti v majorité (> 95 %) alokovat do sektoru zvitat krmenych pro ucely produkce

masa, ¢1 minoritné se pouzivaji také u rodic¢ovskych ¢i prarodicovskych hejn.

Amoxicilin (beta-laktam, AMEG D): celkové sestupny trend (2018-2022), pokles o 28,4 %,

s meziro¢ni fluktuaci, nejvyssi spotieby v roce 2018.

Enrofloxacin (fluorochinolon, AMEG B): celkové narist (2018 a 2019 niz8i spotieby,

kulminace spotieb v roce 2020, nasledny pokles).

Phenoxymethylpenicilin (beta-laktam, AMEG D): celkové mirny narust (2018-2022)
0 15,1 % s vyraznym propadem spotieb v roce 2020.

Sulfonamidy (AMEG D): v obdobi (2018-2022) zaznamenan pokles o 32, 2 %, nejvyssi

spotfeba v roce 2018.

Tylosin (makrolid, AMEG C): pokles (2018-2022) o 61,8 %, nevyssi spotieba v roce 2018.
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Poradi (,,TOP 5°) od nejvice po nejméné spotiebovavané, dle hmotnostnich objemu v tunach:
amoxicilin, enrofloxacin, sulfonamidy, fenoxymethylpenicilin, tylosin. Tyto vysledky jsou
vizualizovany v obrdzku 13. Vyjadfeni k vysledktim (hmotnostni objemy v tunach vs frekvence

podani) jsou podana nize.

Trend spotieby antimikrobik u driibeze, data CR 2018-2022 v tunach
(pouze VLP reg pro dribez)

| _ i
I H |\. 1L _

W 2018/tuny M 2019/tuny 2020/tuny 2021/tuny  ®2022/tuny

Obrazek 13. T rend celkovych spotieb antimikrobnich latek podanych ve VLP u driibeZe
V CR 2018-2022 (v tundch, vyjadiceno 7 VLP registrovanych pouze pro driibez)

Trendy spotieby antimikrobik (vychazi z VLP, ktera jsou registrovana jak pro cilovy
druh kur domici, &i kriity, tak i pro dalii species), CR obdobi 2018-2022, tuny

Nize jsou uvedena data vyjadfujici trendy spotieby antimikrobik (vychazi z VLP, ktera jsou
registrovana jak pro cilovy druh kur domaci, ¢i krity, tak i pro dalsi species — kde, kromé
dribeze, dalsi majoritni druh, ktery je potieba zohlednit jsou zejména prasata), pro CR za
obdobi 2018 az 2022, vyjadiena v tunéach 1€¢ivych latek.

U vétSiny léCivych latek byl pouzit zjednoduSeny vypocet vychéazejici z poméru PCU
(populacné korekéni jednotku, vyjadienou v 1 000 tun) a to pro skupinu dribez a skupinu
prasata. Pomér v roce 2021 ¢inil 135 (dribez, kde je vypocet proveden z hodnot pro kura
a krtity) ku 202 (prasata vSech produkcnich kategorii). Na dribez bylo tedy finaln¢ alokovéano
40 % spotreb (kur, krity, husy, kachny, kiepelky, perlicky, bazanti) a na prasata 55 % a zbytek
(priblizné 5 %) byl alokovan na dal$i minoritni pouziti u dalSich species ¢i produkénich

kategorii, pro které jsou predmétné antimikrobni VLP registrovany (telata, vyjimecné také

46



AMR vV pude a pripadné dalSich castech Zivotniho prostiedi, zprava za rok 2023

ovce, kralici ¢i jind zvifata). Pfepocet spotieb s koeficientem 40 % byl vyuzit pro kalkulace
spotfeb nasledujicich 1é¢ivych latek: amoxicilin, doxycyklin, linkomycin, spektinomycin,
neomycin, sulfamethoxazol (vybrané VLP v kombinaci s trimethoprimem), tiamulin,
tilmikosin, tylosin.

Specifické koeficienty piepocétu byly zvoleny pro vybrané latky (a tyto latky obsahujici VLP),
pro které je znam jiny pomér. Pro tyto ucely byl vyuzit projekt stratifikace 2016 a téz data 1Q
2022 a 1Q 2023 pokryvajici ptiblizné¢ 30 % sektoru chovl brojler kura doméciho. Pro
nasledujici 1écivé latky byl vyuzit pfepocet s odpovidajicim koeficientem (ptislusné procento
spotieby pfimo pro dritbez) nasledovné: kolistin (20 %), enrofloxacin (85 %), florfenikol (10
%), chlortetracyklin (5 %), oxytetracyklin (5 %).

V ramci téchto hodnocenych VLP lze vy¢islit trend (spotieb u driibeze) pro nésledujici

antimikrobika:

Amoxicilin: vzestupny trend (2018-2022), nartst o 10,35 %, trend nejprve narust, kdy spotieby
v roce 2020 kulminovaly a nésledné pokles, kdy vSak celkové spotieba neklesla pod troveil
roku 2018.

Doxycyklin: sestupny trend (2018-2022), pokles 0 40,57 %, nejvyssi spotieby v roce 2018.

Enrofloxacin: trend poklesu o 29,35 % (2018 az 2022), s kulminaci spotieb v roce 2019,
V letech 2021 a 2022 stagnace spotieb.

Sulfonamidy: (2018-2022) pokles o 27,28 %, nejvyssi spotieba v roce 2018, pficemz Cast

spotieb tvotily VLP, kde je kombinace 1é¢ivych latek sulfonamid a trimethoprim.

Tiamulin: (2018-2022), pokles 0 11,15 %, s kulminaci v roce 2020.

Tylosin: pokles (2018-2022) pokles 0 47,68 %, nevyssi spotieba v roce 2018.

Kolistin: ktery ma velmi nizké spotieby vykazal (2018-2022) celkovy pokles o 8,79 %,

S nejvyssi spotfebou v roce 2018.

Vysledky jsou vizualizovany na obrazku 14.
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Poradi (,,TOP 5°) od nejvice po nejméné spotiebovavané, dle hmotnostnich objemu v tunach:
amoxicilin, sulfonamidy (vybrané v kombinaci s trimethoprimem), doxycyklin, enrofloxacin
a tiamulin. Nésledovaly tylosin (vyssi spotfeby v letech 2018 a 2020) a fenoxymethylpenicilin
(vyssi spotieby nez tylosin 2019 a 2021 a 2022). K rozdilim stran frekvence podani komentar

viz nize.

Trendy spotfeby antimikrobik u driibeze, data CR 2018-2022 v tunéch
(pouze VLP registrované pro vice cilovych druhd, pfepoéitané na dribe? a zpracované
kvalifikovanym odhadem)
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Obrazek 14. Trendy spoti'eby antimikrobik (vychazi z VLP, kterd jsou registrovana jak pro
cilovy druh kur domdci, &i krity, tak i pro dalsi species), CR obdobi 2018-2022,
tuny

Komentar a vysvétleni zjiSténych trendu

Spotiteby v tundch jsou podstatné pro vycisleni zatéze pro zivotni prostiedi, 1 kdyz 1 zde je
potfeba zohlednit stabilitu léCivych latek (malo stabilni je naptfiklad amoxicilin
a fenoxymethylpenicilin, stabilni jsou naopak tetracykliny, ¢i sulfonamidy, ¢i fluorochinolon
enrofloxacin). Cast ze spotfebovanych VLP se dostane do Zivotniho prostiedi se zbytkem —
nespotiebovanou medikovanou napajeci vodou, ktera postoupi naptiklad do kanalizace, Cast
pak se zbytky podestylky a/nebo exkrementli chované dritbezZe, pficemz je pottebné rovnéz brat
v uvahu nasledné zpracovani/zfermentovani a aZ po té ptipadnou aplikaci na ptidu/zapracovani

do pidy.
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Na spotieby v tundch je nutno nahlizet s rozvahou reflektujici fakt, Ze se do nich promita
davkovani ptislusnych VLP na kg zivé hmotnosti a den (kde nejvyssi davky jsou u sulfonamidi,
¢i sulfonamidu s trimethoprimem, niz$i u chlortetracyklinu, nésleduje amoxicilin (zde
srovnatelné naptiklad s doxycyklinem), jesté niz§i davka pak u enrofloxacinu. Toto je tedy
potiebné zohlednit pfi posouzeni dat v tunéach, ¢i 1 v mnoZstvich vztaZzenych na jednotku
biomasy, nebot’ udaj ziskany z hmotnostnich objemt nebude odpovidat naptiklad frekvenci
podani. Data at’ jiz v tunach, ¢i v mg/PCU je tedy nutné spise zvazovat z pohledu celkovych
trendii v Case, Ci spolu s dal§imi daty (napiiklad stabilita vlastni 1é¢ivé latky, ¢i jejich
metabolitl) pro zhodnoceni zatéze zivotniho prostiedi.

Pokud bychom chtéli hodnotit zat€z a miru selekéniho tlaku, lze vyuzit naptiklad indexy
frekvence, ¢i DDDvet, ¢i DCDvet. Pro toto hodnoceni by vSak bylo vhodné nemit pouze
kvalifikované odhady, ale pfesna data o pouzivani piimo u kura, krit a dalsi driibeze (idealné
i u ptislusnych produkénich ¢i vékovych kategorii), aby bylo mozné detailni vy¢isleni.
Prozatim lze udé€lat pouze ramcovy kvalifikovany odhad stran frekvence podani — velmi
Casté/nejCastejsi podani enrofloxacinu (predevsim brojleti kura doméciho v prvnim tydnu véku,
tj. velmi nizkd hmotnost 1écenych zvifat cca 40-100 g), nasledované po strance frekvence
podani amoxicilinem (brojlefi kura domaciho ve vysSich v€kovych kategoriich, tim padem
I 0 vy$8i hmotnosti, ktera se v konecném dusledku také promitne do celkového objemu spotieb),
sulfonamid/trimethoprim (nelze presnéji specifikovat, vice se odviji od ndkazové situace a od
faktu, zda touto kombinaci je nahrazeno napi. podani enrofloxacinu) — obdobné takeé

doxycyklin.

NejptesnéjSich dat je mozné dosahnout sledovani pouzivani antimikrobnich VLP pfimo na
farmé. Pro nasledné zhodnoceni a zvaZeni z pohledu zhodnoceni rizika tlaku na rozvoj
AMR je velmi podstatné, v jaké fazi chovu, jak casto, jakym mnoZstvim a jakym
konkrétnim antimikrobikem jsou zvirata léfena. Je potiebné mit ve vztahu ke
spotfebovanému mnozstvi 1é€ivé latky - antimikrobika, frekvenci podani vztazenu populaci
zvitat, kterym bylo 1é¢ivo podano. Zejména u brojleri v kombinaci s vypoctem biomasy —
rozdil hejno 10 000 brojlerti v 1.tydnu Zivota vs. stejné hejno, tedy o néco méné nez 10 000
brojlerti (ur¢ité tthyny), ve tetim tydnu zivota). Z pohledu AMR (resp. pienosu bakterii
S rezistenci, ¢i pouhych genetickych determinant rezistence) je rovnéZ podstatné, zda
a jak byla léfena rodicovska i prarodicovska hejna, nebot’ jak vyskyt rezistentnich

bakterii, tak také determinant rezistence se prenasi mezi jednotlivymi fazemi odchovu.
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Dalsim podstatnym komentafem je také potieba rozliSeni pojmu rezidua (antimikrobik)
V potravinach zivoc¢isného plvodu a rezistenci k antimikrobikiim (zde (fluoro) chinolontm.
Riziko nalezu hladiny rezidui enrofloxacinu nad limitem detekce ¢i kvantifikace u brojlera kura
je na hladiné nulové pravdépodobnosti. Mimo jiné, je tento fakt mozno odtivodnit i skute¢nosti,
Ze jsou v naprosté vétsing pripadi 1é¢ena zvifata v prvnim tydnu zivota 0 hmotnosti od pfiblizné
40 g do pfiblizn¢ 100 g a probiha metabolizace (na ciprofloxacin) a vylouceni obou latek
(ptivodniho enrofloxacinu a metabolizovaného ciprofloxacinu s trusem) a biomasa zvitete se za
obdobi od posledniho podani enrofloxacinu do vykrmu (okolo 40 dnil) minimalné¢
zdvacetinasobi (Ziva hmotnost pied porazenim u kufat z farmy zahrnuté do tohoto FU &inila
priblizné 2 kg).

Na rozdil od rezidui je vSak potfebné vénovat pozornost tlaku na rozvoj a Sifeni rezistence
Kk fluorochinoloniim, kde 1ze diivodné piredpokladat pii¢innou souvislost pravé se spotiebou
fluorochinolonti u kura doméciho a rezistenci k fluorochinoloniim u bakterii izolovanych ze
slepych stiev dribeze (JIACRA 1V, 2023).

Jelikoz soucasna situace vyzaduje také zhodnoceni pohledi v ramci koncepce ,,Jedno zdravi®,
bylo by vhodné uvést urcité (byt’ metodologicky limitované) srovnani spotieb fluorochinolonti
v humanni a veterinarni medicin€. Z obou oblasti totiz vstupuji rezidua fluorochinolonti do
zivotniho prostiedi. Zbytky (rezidua) 1€¢iv pouZivanych v humanni medicin€ jsou majoritnim
podilem vstupu do odpadnich vod, nasledné kalti a néasledn¢ ptdy. Ve veterindrni oblasti
a zemédelstvi pak majoritnim podilem vstupu do pidy jsou exkrementy zvifat-hntj, kejda, ¢i
podestylka s exkrementy, které vstupuji pfedev§im do obdélavané a jimi hnojené ptdy.
Celkova spotieba fluorochinolonti a dalSich chinolonii vztazend na biomasu (vypoctenou
Z populaci lidi a potraviny produkujicich zvitat) v roce 2021 u zemi EU/EEA byla vySsi u lidi
nez u zvifat urenych k produkci potravin ve vSech zemich zahrnutych do hodnoceni, kromé
péti, kde prevazila spotieba u zvifat. Lze vycislit medidn a vazeny primér vztaZzeny na populace
pro spotieby fluorovanych chinolonli v roce 2021 pro 29 statl, které mély dostupné spotieby
jak v humanni, tak ve veterindrni medicin€. Pro 28 statd (bez Némecka v humanni medicing,
nebot’ nem4 zahrnut nemocni¢ni sektor) a 29 stat ve veterinarni mediciné pro rok 2021, cisla
vyjadiuji mg/kg (mg jako hmotnostni objemy sumy fluorochinolont a chinoloni na kilogramy
odhadované biomasy (populace lidi) pfedmétnych zemi a biomase/populaci chovanych

hospodatskych, potraviny produkujicich zvitat:
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Median:
LIDE: 4,6 mg FQ/kg biomasy ku POTRAVINOVA ZVIRATA: 0,9 mg FQ/kg biomasy
Vazeny pramér:

LIDE: 6,3 mg FQ /kg biomasy ku POTRAVINOVA ZVIRATA: 2,9 mg FQ/kg

U zemi, které mély vysokou spotiebu fluorochinolonti a chinolonti u lidi, byla statisticky
vyznamn¢é korelujici 1 spotfeba téchto 1éCivych latek 1 u potraviny produkujicich zvitat
(JIACRA 1V, 2023).

Byla rovnéz prokdzana statisticky vyznamna pozitivni korelace mezi spotifebou
fluorochinolont a dal§ich chinolonti u lidi a rezistence vii¢i fluorochinoloniim u invazivnich
E. coli izolovanych ze vzorkt krve a mozkomisniho moku u hospitalizovanych pacientd, a to
ve vsech studovanych letech (2019-2021). Dale byla rovnéz prokdzana statisticky vyznamna
pozitivni korelace mezi spotiebou fluorochinolonti a dalSich chinolonti u zvifat uréenych
k produkci potravin a rezistence k fluorochinolontim u indikatorovych E. coli, izolovanych ze
vzorkil odebiranych na jatkach ze zvifat ur€enych k produkci potravin za vSechna casova
obdobi (2018-2019, 2019-2020 a 2020-2021). Byla zkoumana rovnéz spotieba
fluorochinolont a chinolont u driibeze, kde byla potvrzena statisticky vyznamna korelace mezi

spotiebou a rezistenci pro Campylovbacter coli a Campylobacter jejuni (JIACRA 1V, 2023).

Situace a trendy v AMR u indikatorovych bakterii E. coli a E. coli sledovanych s diirazem
na nebezpecné profily rezistence

V ramci CR byly v letech 2014, 2016, 2018 a 2022 sledovény izolaty indikatorové Escherichia
coli ze slepych stiev brojlert kura domaciho. Byl zjistén postupny narist prevalence rezistence
ke tfem a vice antimikrobikim, v roce 2022 navic bylo detekovano i zvysSeni prevalence izolata,
které vykazovaly multirezistenci na 6 a vice antimikrobik z riznych farmakologickych skupin.
V souvislosti s predmétnym funkénim tkolem zaméfenym na chinolony, je nutné uvést trend
vzestupu prevalence chinolonrezistentnich izolatt E. coli ve studovanych souborech, a navic
nalezeny fenotyp se sdruzenou rezistenci k antimikrobikim: chloramfenikolu —
sulfamethoxazolu — trimethoprimu — gentamicinu a ciprofloxacinu (zastupce fluorochinolonit).
Celkové u E. coli izolati u driubeze byl zjistén rovné€z vyrazny vzestup prevalence

multirezistentnich fenotypt (ampicilin-sulfamethoxazol-trimethoprim-tetracyklin).
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Ze vzorku slepych stiev, kde bylo provedeno specifické vySetieni s cilem selektivni detekce

beta-laktamaz (ESBL a AmpC a dale karbapenemaz) u izolatt E. coli vzesla nasledujici zjisténi:

Byl prokazan staly dynamicky pokles prevalence vyskytu producentli beta-laktamaz ESBL
u selektivné detekovanych izolatt E. coli z kufeciho masa (jatka) na hladinu 28 % (nejvice
blactxm1 pozitivnich izolatl), zatimco izolaty ze slepych stfev brojleri kura domaciho
vykazovaly spiSe stagnaci prevalence vyskytu producentt beta-laktamaz (okolo 37 %).

Ve 13 % byly zjistény kmeny produkujici AmpC beta-laktamazy.

Ve vztahu k chinolontim je vSak zasadni zjiSténi, ze u vice neZ 85 % izolath byla detekovana
pfitomnost genti a mutaci zodpoveédnych za rezistenci k chinolontim, kde hlavni pfi¢inou je
mutace chromozomalnich genti tzv. QRDR, coz lze brat jako priikkaz zmény populace

v disledku selekéniho tlaku po podévani fluorochinolont ¢i chinolont.

Situace a trendy AMR u patogenni E. coli izolované z driibeze

Zvlastni pozornost je tfeba vénovat rezistenci vii¢i fluorochinolontim a chinoloniim u cilovych
patogeni — zejména kment APEC (aviarni patogenni E. coli), kdy rezistence
k (fluoro)chinoloniim jak v nizké urovni, tak ve vysoké urovni s mechanizmy zaloZzenymi na
chromozomalnich mutacich ¢i tfemi moZnymi mechanismy, které jsou znamy jako PMQR
(plazmidy pienasena chinolonova rezistence) ¢ini ve vysledku mnohdy i terapeuticky problém
— selhani ucinnosti, zejména jsou-li podany davky na hranici, ¢i dokonce pod hranici minimalni
inhibi¢ni koncentrace finalné dosazitelné v tkanich invadovanych E. coli. V CR (Pratova, 2020)
ve vzorcich E. coli jak z vnitinich organd, tak z GIT (N=124) bylo 51 % citlivych, 20,2 %
intermediarnich a 28,2 % rezistentnich vi¢i fluorochinoloniim (hrani¢ni koncentrace citlivy
<0,25 mg/l; intermediarni (citlivy za zvySené expozice) = 0,5-1 mg/l; rezistentni >2 mg/l).
Dalsi studie Nedbalcové et al. (2020) APEC (PCR potvrzené geny virulence iutA, hlyF, iss,
iroN, ompT a fimC) vykazovaly 53,75 % rezistentni, 28,75 % intermediarni (citlivy za zvySené
expozice) a 17,5 % rezistentni izolaty na fluorochinolony. Posledni dostupna data za CR z roku
2022 ziskana ze 60 izolati E. coli z monitoringu cilovych patogent ziskanych ze vzorku
nemocnych jedincl kura doméciho ukazovala na 65% citlivost, 16,7% intermediarni citlivost a

18,3 % na rezistenci.
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5. ZAVERY

Z vysledki realizovaného funkéniho ukolu vyplyva nékolik dulezitych zavéra tykajicich se

prukazu geni PMQR na farméch drtibeze a jejich piezivani v pfirodnim prostiedi:

e Vyskyt geni PMQR na farmach driabeze: Na zaklad¢ sledovani bylo zjisténo, ze
geny gnrB a gnrsS jsou nejcastéji detekovany jak u vzorkt kufat, tak v prostiedi farmy.
Tyto vysledky naznacuji, ze PMQR geny jsou v produk¢nich chovech brojlert a jejich
prostiedi hojné rozsifeny. V zadném z testovanych vzorka nebyl zjistén gen gnrA a
mcrl, které byly zvoleny jako markery modelové kontaminace.

e Shoda s mezinarodnimi vyzkumy: Vysledky naSeho vyzkumu jsou v souladu
s vysledky mezinarodnich studii, které ukazuji, ze geny PMQR jsou u driibeze
a v prostiedi farem dribeze celosvétove rozsiteny. Tyto geny mohou hrat vyznamnou
roli v rezistenci k chinoloniim v tomto prostredi.

e Persistence genii PMQR v prostiredi: V modelovém pokusu bylo zjisténo, ze kmeny
E. coli s geny PMQR mohou pfetrvavat v podestylce dlouhodobé, a to i béhem
fermentace podestylky. Pritomnost PMQR genti byla detekovana i po nékolika tydnech
fermentace (55 dni).

e Vliv prostredi na prezivani genit PMQR: Dulezitym faktorem ovliviiujicim pfezivani
genil PMQR v prostiedi farem je teplota. Vyssi teploty, zejména béhem fermentace,
vedou k G€innéjSimu sniZovani poctu bakterii 1 genl rezistence.

e Vliv aplikace farmarskych postupii: Dulezité je také brat v Givahu vliv farmatskych
postupt, jako je aplikace driibezi podestylky na pole, na pienos geniit PMQR do pidy.
Tyto geny mohou pfetrvavat v pidé a mohou ovlivnit bakteriom ptidy a zvysit rezistenci
bakterii v prostiedi.

e Pokles koncentraci rezidui ENR a CIP v prubéhu fermentace podestylky:
Z analyzy rezidui ciprofloxacinu a enrofloxacinu ve vzorcich podestylky bylo
prokazano, ze fermentace podestylky sniZila jejich koncentraci ptiblizné o 80 %. Pfesto
se hodnota koncentrace enrofloxacinu v podestylce pied aplikaci do pidy blizila
k 1 mg/kg.

e Persistence rezidui ENR a CIP v pudé: Po aplikaci podestylky do pidy se v prvnim
mésici koncentrace ciprofloxacinu a enrofloxacinu snizila asi na 25 % pivodni
koncentrace, ovSem dale uz byly zjisténé detekovatelné hodnoty konstantni a byla
prokazéano jejich setrvani v pide po dobu delsi nez 4 mésice, coz je v souladu s nasi
pfedchozi zpravou z roku 2021, ale také odbornou literaturou, jelikoZ fluorochinolova
antibiotika maji polocas rozpadu delsi nez 100 dni.

e Spotieba fluorochinolonii ve veterinarni mediciné v CR: V priibshu let 2010 az 2022
se spotieba zvysila z 1,31 mg/PCU na 1,56 mg/PCU (V roce 2010 byly v§ak pouzivany
i chinolony 0,22 mg/PCU, v roce 2022 jiz nikoliv). Spotieba vsech fluorochinolonti
(FQ) od minima (suma FQ+Q) 1,53 mg/PCU v roce 2010 po maximum (pouze FQ) 1,94
mg/PCU zaznamenané v roce 2020, a dale pokles na 1,56 mg/PCU (2022) ukazuje, Ze
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mira pouzivani FQ v chovech v CR vykazuje fluktuace, ale ma v poslednich dvou letech
sestupny trend.

e Srovnani sumy spotieb FQ a Q v CR a zemich EU/EEA: I kdy? fada stati EU ma
stale spotieby nasobné¢ vyssi, existuje i fada jinych EU zemi, které¢ dokéazaly spotieby
minimalizovat az k hodnotam 0,1 mg/PCU. Snizeni pouzivani by napomohlo snizit tlak
na rozvoj a Sifeni rezistence a také snizit hladinu rezidui, které mohou byt dale
pfenaseny do pudy. Takto by byl minimalizovan dopad na nasledny kolob¢h jak rezidui,
tak determinant rezistence a rezistentnich bakterii v zivotniho prostiedi.

e Srovnani spotieb FQ humanni a veterinarni medicina: V ramci Evropy (jako celku)
i CR pievazuji spotieby FQ v humanni oblasti nad spotiebami veterindrnimi, nicméné
existuji staty, kde se dafi pouzivani FQ snizit v obou sektorech, coz by napomohla
I snizeni zatéze zivotniho prostfedi jak v oblasti kontaminace povrchovych vod, tak

pudy.

Zavéry studie ukazuji na vyznam sledovani genlit PMQR a jejich persistence v prostiedi farmy,
zejména s ohledem na jejich potencidlni vliv na Sifeni rezistence k fluorochinoloniim
a antibiotikim viibec. Je dilezité provadét dal§i vyzkumy a monitorovani, abychom Iépe

porozuméli této problematice a piijali opatifeni k omezeni jejich Sifeni.
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Cerpani finan¢nich prostitedki k funkénimu tikolu ,,AMR v pidé a p¥ipadné dalSich
¢astech Zivotniho prostiedi” za rok 2023

Stanoveni fluorochinolont v redlnych vzorcich dribezi podestylky

a pudy po aplikaci podestylky (FCH VUT) 200000 K&

Analyza poslednich dostupnych dat o spotiebach enrofloxacinu v CR
ReserSe recentné publikovanych dat k
- moznému vlivu enrofloxacinu na bakterie,
- rezistenci k fluorochinolontim (zejména ENR/CIP) a
- ko-selekci rezistence k dalsim antimikrobikam, 40 000 K¢
- plasmidové pfenosné rezistenci (PMQR),
perzistenci ENR/CIP v Zivotnim prostiedi a jejich dalsimu
potencialu ovlivitovat ekosystémy a jejich mikrobiotu)
(USKVBL)

Detekce perzistence bakterii s plasmidoveé vazanou rezistenci (PMQR)
genu a mikrobioty (MU)

- Analyza ptezivani Escherichia coli rezistentnich k
fluorochinolonim (PMQR) v podestylce, fermentované
podestylce a v pudé

- Spotiebni material

349 890,32 K¢

Nakup ostatniho materialu (UKZUZ)
- DDHM do 3 000 K¢
- ochranné pomtcky
- nahradni dily a pfisluSenstvi

, 60 000 K¢
- hovorné
- PHM
- Cestovné
- ostatni materidl jinde nezatazeny
Celkem 649 890,32 K¢
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Priloha 1. Shlukova analyza a heat mapa metagenomu vzorkii podestylky v pribéhu
fermentace a pud podle detekovanych kmenii

66






		2023-11-13T08:49:08+0100
	Mgr. Šárka Poláková, Ph.D. eaba22ef83f1c735bbb31c80fd93e1df10dd91e0




