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Abstrakt

Diplomova prace se zaméfuje na analyzu tulathromycinu v chlévské mrvé a pdé pomoci
LC-MS/MS. V teoretické ¢asti jsou popsana makrolidova antibiotika se zvlastnim dlirazem
na tulathromycin, vyskyt antibiotik v Zivotnim prostfedi a environmentalni osud téchto la-
tek. Pozornost je vénovana také prirozenym a antropogennim degrada¢nim procesim a me-
toddm stanoveni antibiotik v matricich Zivotniho prostfedi. Experimentalni ¢ast zahrnuje
optimalizaci pfipravy metabolitu tulathromycinu M1 a optimalizaci metody pro stanoveni
rezidui tulathromycinu v chlévské mrvé a pldé. Optimalizované metody byly validovany
a aplikovany na realné vzorky chlévské mrvy, fermentované chlévské mrvy a pldy z mode-
lového experimentu. Ziskana data umoznila zhodnotit vliv ¢asu od podani léCiva, efektivitu
fermentace jako mozného degradacniho postupu a vliv srazek na pretrvavani tulathromy-
cinu v pldé. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny s cilem posoudit chovani a perzistenci
tulathromycinu v agroekosystému.

Abstract

This thesis focuses on the analysis of tulathromycin in manure and soil using LC-MS/MS.
The theoretical part provides an overview of macrolide antibiotics, with a particular em-
phasis on tulathromycin, occurrence of antibiotics in the environment, and its environmental
fate. Additionally, natural and anthropogenic degradation processes and analytical methods
for detecting antibiotic residues in environmental matrices are discussed. The experimental
part includes the optimization of synthesis of the tulathromycin metabolite M1, as well
as the optimization of methods for determining tulathromycin residues in manure and soil.
The optimized methods were validated and applied to real samples of manure, fermen-
ted manure, and soil from a model experiment. The collected data enabled the evaluation
of the influence of the time elapsed since drug administration, the e [edtiveness of fermen-
tation as a potential degradation process, and the impact of precipitation on the persis-
tence of tulathromycin in soil. The results were statistically analyzed to assess the behavior
and persistence of tulathromycin in an agroecosystem.
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1 Uvod

Antibiotika jsou latky, které se vyu®ivaji k potlaEeni r-stu nebo usmrceni bakterii. Dnes
se b¥°n¥ pouCivaji ve veterinarni medicin¥ k |é£b¥ bakterialnich infekci u hospoda°skych
zvi°at. Jejich aplikace v2ak nevyhnuteln¥ vede k vyluEovani rezidui do °ivotniho prost°edi,
p°edevzim prost°ednictvim exkrement-. Mezi veterinarn¥ vyznamna antibiotika pat°i tu-
lathromycin, makrolidové antibiotikum, které se 2iroce vyuliva k I€Eb¥ respiraEnich one-
mocn¥ni skotu a prasat. Po podani je metabolizovan jen £4ste£n¥ a vyznamna £4ast U£inné
latky je vyluEovana v nezm¥n¥né podob¥ nebo jako metabolit prost®ednictvim exkrement-.
Bylo zji2t¥no, °e se v jatrech, °lu£i, mo£i a stolici nachazi mén¥ jak 8 %; 3 %; 3,2 % a 8,8 %
celkovych metabolit-, co® znamena, °e se vylou£i a® 77 % podané davky tulathromycinu [1].

Chlévska mrva, ktera obsahuje exkrementy hospoda®skych zvi°at, se b¥°n¥ pouCiva jako
hnojivo v zem¥d¥Istvi za Ufelem nahrazeni mineralnich hnojiv, ca® je v ramci cirkularni
ekonomiky podporovano Evropskou unii. P°i jejim aplikovani na p-du dochazi k p°enosu
rezidui antibiotik do p-dniho ekosystému, kde mohou ovlivnit mikrobialni slo®eni a potenci-
aln¥ prispivat k selekci rezistentnich bakterialnich kmen-, respektive rozvoji antimikrobialni
rezistence. Antibiotika v p-d¥ mohou byt p°ijimana rostlinami £i p-dnimi organismy, nebo
se mohou dale 2i°it vodnimi toky, byt splavovany do podzemnich a povrchovych vod, co® vy-
volava obavy ohledn¥ jejich dlouhodobého dopadu na Civotni prost°edi a lidské zdravi.

Makrolidova antibiotika, vEetn¥ tulathromycinu, jsou znama svou relativn¥ vysokou per-
zistenci v organickych matricich a p°edevim v p-d¥. Jejich osud v %ivotnim prost°edi zavisi
na °ad¥ faktor-, jako je slo®eni p-dy, pH, p°itomnost organické hmoty £i mikrobialni ak-
tivita. Pochopeni mechanism- rozkladu a transportu t¥chto latek je klifové pro hodnoceni
jejich environmentalnich dopad-, posouzeni zdravotnich rizik pro lidskou populaci a tedy
obecn¥ pro navrh opat°eni pro minimalizaci rizik spojenych s jejich p°itomnosti v ekosys-
témech.

Vzhledem k nar-stajicim obavam z 2i°eni antimikrobialni rezistence je stale d-le°it¥j2i
sledovat p°itomnost a osud rezidui antibiotik v °ivotnim prost°edi. Chlévska mrva a p-da
maji klifovou roli v tomto procesu, proto®e slou®i jako hlavni p°estupni misto pro 2i°eni
rezidui antibiotik do dal?ich slo®ek °ivotniho prost®edi. Studium p°itomnosti tulathromy-
cinu v t¥chto matricich pomaha pochopit jeho potencialni vliv na mikrobialni spolefenstva
a riziko dal?i kontaminace prost®edi. Proto bylo cilem prace zanalyzovat rezidua tulathro-
mycinu, tulathromycin jako nezm¥n¥nou sloufeninu a jeho metabolit, v exkrementech, fer-
mentované mrv¥ a p-d¥. Porovnanim nam¥°enych dat s vysledky z PCR analyzy potencialn¥
p°itomnych rezistentnich bakterii, které byly nam¥°eny na Masarykov¥ univerzit¥, mohl byt
zhodnocen cely proces od vstupu tulathromycinu a° po jeho perzistenci v p-dnim prost°edi
v rdmci vice ne® sto dn-.



2 Teoreticka £4st

2.1 Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika jsou latky izolované z hub nebo jejich semi-syntetické derivaty.
P-sobi proti v¥t2in¥ aerobnim a anaerobnim gram-pozitivnim bakteriim. Makrolidy jsou
p°evaln¥ bakteriostatické, nicmén¥ vysoké koncentace jsou pomalu baktericidni proti vice
sensitivnim organism-m [2]. Pou®ivaji se p°i IéEb¥ pneumonii(Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus in uenzae, Moraxella catarrhalis a atypické bakterie Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniag)yexuéln¥ p°enosnych chorolfNeiserria
gonorhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitaliuma shigel6zy £i salmonel6zy [3].

Makrolidy se podavaji i ve veterinarni medicin¥, a to v r-znych davkach zahrnujici
medikované krmivo, ve vod¥ rozpustny pra2ek pro p°idani do pitné vody, tablety a také
injekEni formu pro Ié£bu systémovych nebo lokalnich onemocn¥ni zvi°at.

Mezi nejznam¥j2i makrolidova antibiotika se °adi nap°iklad azithromycin, karbomycin,
erythromycin A, kitasamycin (leukomycin A), neospiramycin, oleandomycin, roxithromycin,
spiramycin, tilmicosin, tulathromycin, tylosin a tylvalosin [2].

Makrolidy tvo°ily v roce 2022 8,5 % souhrnného prodeje antibiotik pro zvi°ata urEenych
k produkci potravin ve 31 evropskych zemich. V feské republice se prodalo v roce 2022
2,2 mg/PCU* makrolidovych antibiotik a celkovy prodej makrolidovych antibiotik pou®i-
tych p°eva®n¥ pro zvi®ata urfend k produkci potravin £inil v feské republice roce 2022
1,5 tuny a v 31 zemich Evropy 377,8 tun makrolidovych antibiotik. Vyvoj prodeje antibio-
tik, vEetn¥ makrolid- (oranfova barva v grafu), v letech 2011 2022 ve 25? zemich Evropy
je zobrazen v grafu na obrazku 2.1. Dle grafu lze konstatovat, °e prodej makrolidovych
antibiotik v letech 2011 2022 poklesl [4].

YPopulation correction unit = populagni korekeni jednotka (pofet zvi°at  vaha zvi°ete p°i Ié£bY)
2Belgie, Bulharsko, fesko, Dansko, Estonsko, Finsko, Francie, Irsko, Island, Italie, Kypr, Litva, Loty?sko,
Maoarsko, N¥mecko, Nizozemsko, Norsko, Polsko, Portugalsko, Rakousko, Slovensko, Slovinsko, Spojené

kralovstvi, 'pan¥lsko a 'védsko



Obrazek 2.1: Prodej antibiotik ve 25 zemich Evropy v letech 2011 2022, upraveno z [4]

2.1.1 Fyzikaln¥ chemické vlastnosti makrolidovych antibiotik

Makrolidova Ié£iva jsou komplexni sm¥si Gzce p°ibuznych antibiotik, které se od sebe navza-
jem lizi substituenty na r-znych uhlikovych atomech a také v aminocukrech a neutralnich
cukrech. Jejich struktura je charakteristicka 12-16ti atomovym makrocyklickym laktamo-
vym kruhem na ktery jsou p°ipojeny cukry pomoci glykosidické vazby [2]. Makrolidy jsou
lipo Ini molekuly. Jejich p K, se pohybuji od 7,1 do 9,9. N¥které z nich jsou citlivé na pH
a v kyselém prost°edi mohou degradovat [5].

Jejich antimikrobiélni aktivita spofiva zejména v inhibici proteosyntézy. Makrolidy
se va°ou na 23S rRNA ve velké podjednotce prokaryotniho ribosomu 50S za peptidyl tran-
sférazovym centrem (katalytickym mistem pro formovani peptidovych vazeb). Tak zabra-
=uji pr-b¥hu transpeptida£nich nebo transloka£nich reakci, a tak inhibuji samotny bun¥£ny
r-st. Mohou také zp-sobovat posuny ramc- p°i proteosyntéze, co® vede k aberantni syntéze
protein- [2, 3].

2.1.2 Tulathromycin

Tulathromycin je pom¥rn¥ nové semi-syntetické makrolidové antibiotikum [5]. Jako veteri-
narni Ié£ivo je na trhu dostupné od roku 2004. Je to 2irokospektralni antibiotikum sin vitro
aktivitou proti n¥kterym gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim, vEetn¥ bakterial-

nich patogen-. Stejn¥ jako ostatni makrolidova antibiotika zabra-uje r-stu bakterii tim,

% se va®e na velkou podjednotku 50S bakterialniho ribozomu, a tim znemo®-uje pr-b¥h
proteosyntézy. Setkame se s nim nejEast¥ji p°i I6éEb¥ respiraEnich onemocn¥ni skotu a pra-
sat [6, 7].



Tulathromycin se sklada z regioizomerické rovnova®né sm¥si 15-ti £lenného makrocyk-
lického kruhu (izomer A) a 13-ti £lenného makrocyklického kruhu (izomer B). Ve struktu®e
obou izomer- se také vyskytuji t°i polarni aminové skupiny [5, 7]. Strukturni vzorce izo-
mer- zobrazuje obrazek 2.2. Tyto izomery se vyskytuji v pom¥ru 90 % izomeru A a 10 %
izomeru B [7]. Ve vodném roztoku se jejich rovnovaha ustali b¥hem 48 hodin [8]. Co se tyka
kvantitativni analyzy, ta se v¥tZinou zam¥°uje na izomer A [5].

Obrazek 2.2: Strukturni vzorce izomer- tulathromycinu, upraveno z [1]

Tulathromycin je bila pevna latka, ktera existuje v bezvodé, monohydratové a seskvi-
hydratove form¥. Je rozpustny ve V¥t2in¥ organickych rozpou?t¥del a je dob°e rozpustny
ve vod¥ p°i pH < 8 (400 g/L), p°i pH = 9 jeho rozpustnost klesa (19 g/L). Hodnoty p K4
(8,49; 9,28 a 9,80) naznafuiji, °e s vyjimkou alkalického roztoku nebo p-dy je tulathromy-
cin pravd¥podobn¥ ionizovany a relativn¥ mobilni [1]. Vybrané fyzikaln¥-chemické vlastnosti
tulathromycinu jsou zobrazeny v tabulce 2.1.
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Tabulka 2.1: Fyzikaln¥-chemické vlatnosti tulathromycinu [1, 9, 10]

(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-11-
[(2S,3R,4S,6R)-4-(dimethylamino)-3-hydroxy-6-
IUPAC nazev methyloxan-2-ylJoxy-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-

izomer A [(2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyl-5-

(propylaminomethyl)oxan-2-ylloxy-3,5,8,10,12,14-
hexamethyl-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-on
(2R,3R,6R,8R,9R,10S,11S,12R)-2-[(2R,3R)-2,3-
dihydroxypentan-2-yl]-9-[(2S,3R,4S,6R)-4-(dimethylamino)
IUPAC nazev -3-hydroxy-6-methyloxan-2-yljoxy-8-hydroxy-11-
izomer B [(2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyl-
5-(propylaminomethyl)oxan-2-yljoxy-3,6,8,10,12-
pentamethyl-1-oxa-4-azacyclotridecan-13-on

CAS registraEni £islo

_ 217500-96-4
izomer A
CAS r_eglstra£n| £islo 280755-12-6
izomer B
Sumarni vzorec C41H79N3012
Vzhled Bily prazek
Molekulova hmotnost 806,1
[g/mol]
pKa 8,49
K a2 9,28
K a3 9,80

2.1.3 Farmakokinetika a metabolity tulathromycinu

Tulathromycin je po intramuskularni injekEni aplikaci tém¥° kompletn¥ vst°eban z mista
aplikace a maximalnich sérovych koncentraci dosahuje u® b¥hem p-l hodiny. Studie [11]
uvadi, °e systémova biologickad dostupnost po intramuskularnim podani dosahuje vice jak
87 %. Tulathromycin je 2iroce distribuovan a kumuluje se v plicni tkani prasat [11].

P°i pouCiti radioaktivn¥ znafEeného tulathromycinu, bylo zji2t¥no, °e v p°ipad¥ skotu,
prasat, potkan- a ps-, jejich® metabolismus je podobny, se v¥t2ina tulathromycinu vylou£i
ve stolici v podob¥ nezm¥n¥ného Iéfiva. V p°ipad¥ metabolit- se v jatrech, °lufi, mo£i
a stolici nachazi mén¥ jak 8 %; 3 %; 3,2 % a 8,8 % celkovych metabolit- [1]. Metabolismus
tulathromycinu u zmin¥nych zvi°at zahrnuje procesy jako:

~

N-depropylaci modi kované kladin6zové £asti (M5)

primarni a sekundarni demetylaci desosaminové £asti (M9 a M8)
tvorbu N-oxidu na desosaminové £4asti (M10)

~  ztrata modi kované kladinézové £asti (M1; CP-60, 300)

" kombinace oxidaEnich a/nebo dealkylaEnich proces- (M2, M3, M4, M6 a M7)
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Obrazek 2.3: Metabolismus tulathromycinu, upraveno z [1]

Mo°né produkty metabolismu jsou znazorn¥ny na obrazku 2.3. NejEast¥ji byly pozo-
rovany dva metabolity. Prvni metabolit M1 byl detekovan po N-despropylacy kladin6zové
£asti ve °lufi skotu a druhy nejEast¥ji detekovany metabolit M10 byl identi kovan jako
N-oxid desoaminu v k-%i/tuku skotu [1].

Konkrétn¥ metabolit M1 (ozna£ovany takté® jako TLM [6]) je také zapsan na seznamu
maximalnich limit- rezidui veterinarnich Ié£ivych p°ipravk- v potravinach °ivo£izného p--
vodu [12]. Metabolit M1 vznika od2t¥penim modi kované kladin6zové £4asti. Konkrétni
produkt hydrolyzy je znamy také jako CP-60,300 [6, 12, 8]. Tento metabolit vznika kon-
krétn¥ podle reakce znazorn¥né na obrazku 2.3). Stejn¥ jako tulathromycin se vyskytuje
ve dvou izomerech TLM-A (15-Elenny makrolidovy kruh) a TLM-B (13-ti £lenny makroli-
dovy kruh). Vzorce izomer- metabolitu tulathromycinu (TLM-A a TLM-B) jsou zobrazeny
na obrazku 2.4 [6].
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Obrazek 2.4: Strukturni vzorce izomer- TLM, upraveno z [6]

2.2 Antibiotika v °ivotnim prost°edi

Rezidua Ié£iv a antibiotik, vEetn¥ makrolidovych antibiotik, se do °ivotniho prost®edi 2i°i
p°edevzim z lidskych a zem¥d¥Iskych zdroj-. Studie ukazuji, °e a° 90 % (v p°ipad¥ tulathro-
mycinu a® 77 % [1]) podanych davek |é£iva m-°e byt vylouEeno mo£i a exkrementy a tato
rezidua se mohou dostavat a p°etrvavat v °ivotnim prost°edi [13].

2.2.1 Vstupy antibiotik do °ivotniho prost°edi

Lidskymi zdroji antibiotik v ivotnim prost®edi m-°e byt likvidace starych |ék-, zdravot-
nicky odpad a p°edev?im jejich vyluEovani z lidského t¥la v nemetabolizované podob¥ nebo
vyluEovani jejich metabolit-. Hlavnimi lidskymi zdroji jsou £istirny odpadnich vod (fOV).
B¥hem £i2t¥ni odpadnich vod ma mnoho Ié£iv omezenou biologickou odbouratelnost, co®
vede pouze k £asteEnému odstran¥ni [14, 15]. Nasledn¥ m-%e byt zdrojem kontaminace jak
vy£it¥na odpadni voda (oznafovana jako regenerovana nebo recyklovand), tak £istirenské
kaly. WEi2t¥na odpadni voda m-°e kontaminovat p°imo recipient, do kterého vtéka nebo
také p-du, pokud se vyuliva na zavla®ovani. V p°ipad¥ £istirenskych kal- vznika riziko
kontaminace pokud jsou tyto kaly vyva®eny na zem¥d¥lska pole za U£elem obohatit p-du
0 organickou hmotu [14, 15, 16, 17, 18].

Jeliko® se poucivani veterinarnich |é£iv stalo nedilnou sou£asti rozr-stajiciho se potra-
vina°ského pr-myslu, zem¥d¥lstvi nezanedbateln¥ pispiva k vyskytu antibiotik v °ivotnim
prost°edi. PouCivani antibiotik poméaha zajistit kvalitni °ivotni podminky zvi°at a eko-
nomickou Civotaschopnost velkych zem¥d¥Iskych podnik-. Blizkost velkého poftu zvi°at
v za’izenich pro jejich chod a mo°nost rychlého 2i°eni nakaz zp-sobily, °e pro udr®eni °ivo-
taschopnosti jejich provoz- bylo nutné rutinni pou®ivani |é£iv. Z 1ék- schvalenych pro ze-
m¥d¥Istvi pat®i antibiotika k nejEast¥ji podavanym Iék-m pro zdravi zvi°at a jejich |é£bu.
Proto®e v¥t2ina antibiotik je rozpustna ve vod¥, m-%e byt a°® 90 % jedné davky vyloufeno
mo£i a a® 75 % vykaly zvi®at. Je tedy pravd¥podobné, e kdy° se statkova hnojiva apli-
kuji na zem¥d¥lIskou p-du, mohou se antibiotika dostat do ivotniho prost°edi. Tam mohou
byt p°itomna bue jako metabolity, nebo jako mate°ské sloufeniny [13, 18]. Dal2im zdrojem
mohou byt Uniky ze septik- nebo zem¥d¥Iskych sklad- statkovych hnojiv [13].
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2.2.2 Nasledky vyskytu antibiotik v °ivotnim prost°edi

Pokud nejsou antibiotika v ®ivotnim prost°edi UEinn¥ odbouravana, je mo°né, °e tato re-
zidua mohou napomahat k udrovani nebo rozvoji mikrobialnich populaci rezistentnich
v-£i antibiotik-m [5, 13]. V soufasné dob¥ je antibioticka rezistence pova®ovana za jednu
Z nejv¥t2ich sv¥tovych hrozeb pro ve°ejné zdravi [19].

Vyskyt antibiotik p°edstavuje také riziko pro organismy Cijici v prost°edi, kde se tyto
Ié£iva p°imo vyskytuji, jako jsou vodni organismy nebo organismy Cijici v p-d¥. Antibio-
tika mohou ovliv-ovat stabilitu p-dniho ekosystému [20, 21]. V p-d¥ se mohou antibiotika
akumulovat také v °i°alach. P°itomnost Ié£iv v jejich t¥lech m-°e ohrozit také malé savce,
pro n¥° jsou °i®aly d-le®itou slo®kou potravy. Tento p°enos kontaminant- potravnim °et¥z-
cem tak zvy2uje riziko sekundarni otravy u vy2ich Civo£ich- [22, 23].

Antibiotika se mohou také akumulovat v rostlinach p¥stovanych na polich zavla®ovanou
odpadni vodou nebo polich hnojenymi biosolidy £i statkovymi hnojivy. Ve v¥t2in¥ p°ipad-
se rizika spojena s expozici £lov¥ka IéEiv-m prost°ednictvim konzumace potravin odhaduji
na zéaklad¥ peijatelného denniho p°ijmu jako nizka. U£inky chronické expozice sm¥si bio-
aktivnich Ié£iv v nizkych koncentracich jsou v2ak stale nejasné [18]. N¥které studie ov2em
hovo°i také o ma°nosti kombinované expozice, vzhledem k tomu, °e lidé konzumuji p°i-
bli°n¥ 200 druh- rostlin a nap®iklad ve Spojeném kralovstvi je povoleno pouCivat p°ibli®n¥
2 000 ufinnych farmaceutickych latek. Studie rizik proto nemusi poskytnout komplexni
nebo p°esné posouzeni skute£nych rizik pro lidské zdravi [24]. W?2i riziko m-°e nastavat
pokud se jedna o osoby alergické na antibiotika [25].

2.2.3 Antibioticka rezistence bakterii

Za vznik antibiotické rezistence bakterii (AMR) mohou p°edevZim geny antibiotické re-
zistence (ARGs). Geny rezistence se nachazeji na chromozomalnich a stale £ast¥ji i na p°e-
nosnych extrachromozomalnich elementech [19]. Nap®iklad rezistence bakterii v-£i makro-
lid-m je vysledkem zm¥n ve struktu®e ribozom- se ztratou vazebné a nity k makrolid-m.
Strukturalni zm¥na velmi £asto zahrnuje metylaci ribozomalni RNA a p°ipisuje se enzy-
matické aktivit¥ exprimované plazmidy. Zk°i°en& rezistence mezi makrolidy, linkosamidy

a streptograminy vznika v d-sledku toho, °e tato Ié£iva sdileji spoleEné vazebné misto
na ribozomu [2].

Antibiotick&4 rezistence tedy vznika jako d-sledek mutaci mikrob- a selekEniho tlaku
zp-sobeného ucivanim antibiotik, ktery poskytuje konkuren£ni vyhodu mutovanym kme-
n-m. Podobn¥ jako v¥tZina antibiotik jsou ARGs prastaré a p°irozen¥ se vyskytujici latky.

V soufasné dob¥ se v2ak hromadi v prost°edi, které je ovlivn¥no £lov¥kem. To Ize do zna£né
miry p°i£ist intenzivnimu antropogennimu u®ivani antibiotik v poslednich n¥kolika dese-
tiletich. Suboptimalni davky antibiotik napomahaji postupné selekci rezistence. Jakmile
se antibiotika dostanou do °ivotniho prost°edi, existuje riziko, °e rezidua antibiotik mohou

na kontaminovaném mist¥ zp-sobit selekEni tlak na mistni bakterie a vyvolat v prost°edi
vyvoj a p°enos ARGs na lidské patogeny [26, 19]. Bylo zji2t¥no, °¢ mnoPstvi rezistentnich
bakterii, a p°edev2im ARGs v m¥stskych odpadnich vodach jsou vyrazn¥ vy23i ne® v p°i-
rodnich nebo mén¥ posti®enych vodnich plochach [27].

14



Chovy pro produkci zvi®at jsou sloité ekosystémy, kde se bakterie pochazejici z chov-
nych zvi®at nebo lidi (pracovnik- na farmach) a prost°edi farem neustale misi kv:li aplikaci
hnoje na zem¥d¥Iskou p-du a krmeni zvi°at sklizenou pici z poli, kam byl hn:j aplikovan.
Krom¥ toho se ARGs z hospoda®skych zvi°at, kter4 dostavaji antibiotika, mohou p°ena-
2et na £lov¥ka také p°imo prost°ednictvim hospoda°®skych zvi°at, pokud dojde ke kontaktu
s lidmi nebo nep°®imo cestou zvi°e-prost°edi-Elov¥k. Tyto cesty mo°ného p°enosu bakterii
s ARG zobrazuje obrazek 2.5 [19].

Vysledné rezistentni klony se rychle diseminuji po celém sv¥t¥. Toto 2i°eni je usnadn¥no
mezidruhovym p°enosem gen-, 2patnou sanitaci a hygienou v komunitach a nemocnicich
a stale £ast¥j2im globalnim, cestovnim a obchodnim ruchem a p°enosem nemoci [26, 19].

Obrazek 2.5: Cesty mo°ného p°enosu bakterii rezistentnich na antibiotika, upraveno z [19]
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Néasledky AMR

Odhaduje se, °e v roce 2014 zem®elo p°ibli°n¥ 700 tisic lidi v d-sledku rezistence v-£i an-
tibiotik-m u b¥°nych bakterialnich infekci, HIV, tuberkulozy a malarie. Toto £islo v2ak
pravd¥podobn¥ podce-uje skuteEny rozsah problému kv:li nedostateEnému hla2eni a mo-
nitorovani. Jen multirezistentni a extrémn¥ rezistentni tuberkul6za si ka®doro£n¥ vy°adala
tém¥° 200 tisic ob¥ti. Pokud nebudou p°ijata opat°eni, podle p°edpokladanych scéna®- na-
r-stu rezistence u 2esti patogen- by mohla amrtnost vzr-st v roce 2050 a® na 10 milion:
lidi ro£n¥ [28].

Podle Evropské environmentalni agentury (EEA) je AMR také hrozbou pro ve°ejné
zdravi. Odhaduje, °e infekce rezistentni v-£i antimikrobialnim latkAm zp-sobuji v Evrop-
ském hospoda°ském prostoru vice ne® 35 tisic Umrti ro£n¥. K prozkoumani podilu veteri-
narniho pou®iti antimikrobialnich latek na této zat¥°i onemocn¥ni je ov2Zem zapot°®ebi vice
informaci. Zem¥, které sniCily celkovou spot°ebu antimikrobialnich latek, v2zak zaznamenaly
sni®eni vyskytu rezistentnich bakterii [29].

2.2.4 Osud antibiotik v °ivotnim prost°edi

Jakmile se antibiotika dostanou do Civotniho prost®edi, zavisi jejich UEinnost stejn¥ jako
u jinych organickych chemickych latek na jejich fyzikaln¥-chemickych vlastnostech, p°e-
vladajicich klimatickych podminkach, typech p-dy a °ad¥ dalich faktor- prost°edi [13].
Vysledné obsahy farmaceutickych latek v p-d¥ se pohybuji od g/kg a® po nizké jednotky
mg/kg [18]. V p°irodnich vodach bylo nap°iklad celosv¥tov¥ detekovano 68 r-znych residui
veterinarnich Ié£iv v koncentracich od ng/L po n¥kolik mg/L [30]. B¥°né koncentrace an-
tibiotik v mrv¥ se pohybuji mezi 1 a 10 mg/kg (mg/L) [31]. V fin¥ na prase£i farm¥ byly
ov2em nalezeny a° stovky mg/kg [32].

Antibiotika a p-da

Jakmile se antibiotika dostanou do p-dy podléhaji transportu a degradaci [14]. Aerobni
biodegradace v p-d¥ je hlavnim d-vodem rozkladu veterinarnich lé£iv v p-d¥. R-zna lé-
£iva se v p-d¥ rozkladaji v r-zné mi°e a jejich polofas rozpadu (;-,) se m-°e pohybovat
v rozmezi dn- a® m¥sic.. Mezi faktory prost°edi, které ovliv-uji degradaci veterinarnich
Ie£iv, pat°i teplota, pH, typ p-dy, p-dn¥-organicky uhlik, °ivné podminky a p°itomnost
degrada£nich bakterii, které se vyvinuly k ni£eni r-znych t°id I1é£iv. Vyznamné mohou byt
i dal?i zp-soby rozkladu, jako je fotolyza a hydrolyza v p-d¥. Ve svrchnich vrstvach p-dy
mohou vedlej?i produkty fotolytického i hydrolytického postupu rozkladu prochazet aerobni
biodegradaci [33].

Veterinarni 1é£iva se tedy v p-d¥ mohou degradovat, vyplavovat do podzemnich vod,
p°echazet do povrchovych vod nebo se adsorbovat na p-dni £astice. Na chovani bude mit
vliv pof£asi v dob¥ aplikace [33].
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P°edpoklada se, °e p-dni pérova (intersticialni) voda funguje jako rozpou2t¥dlo, které
desorbuje IéEiva z p-dy, a jako nosi£, ktery je p°endzi do plodin. Z toho vyplyva, °e voln¥
rozpu2t¥na léfiva v p-dni pérové vod¥ jsou biologicky dostupna pro ko°eny rostlin. Na roz-
dil od mnoha lipo Inich organickych kontaminant.- obsahuje v¥t?ina Ié£ivych latek vice
polarnich a/nebo iontovych funk£nich skupin, jsou tedy relativn¥ hydro Ini (log Kow < 3)
a snadno se rozpou?t¥ji v p-dni poérové vod¥. Chemickeé latky v p-dni porové vod¥ jsou
ji° °adu let pova®ovany za biologicky dostupnou frakci pro p°ijem rostlinami z p-dy [18].
P°ijem a transport antibiotik rostlinami zavisi jak na fyzikaln¥-chemickych vlastnostech
antibiotika, tak na druhu rostliny [16]. Pro kvantitativni objasn¥ni zakladniho p°edpokladu
v2ak stale existuji velké mezery v datech, proto®e koncentrace chemickych latek v p-dni
porove vod¥ byla ve v¥t2in¥ studii p°ijmu rostlinami m¥°ena jen z°idka. Desorpce nebo bio-
logicky dostupna frakce Ié£iv se v p-dach s r-znymi vlastnostmi li2zi. Pro hodnoceni vztahu
mezi fyzikaln¥-chemickymi vlastnostmi Ié£iv a jejich akumulaci v rostlin¥ je vhodn¥j?i fak-
tor koncentrace v ko°enech zalo®eny na porové VOdRCF yorewater (pOre water-based root
concentration factor) ne® RCF4; (reported soil-based root concentration factor). Sorp£ni
proces °idi distribuci Ié£ivych latek mezi p-dou a pérovou vodou. Pro dané Ié£ivo se m-%e
distribu£ni koe cient p-da-voda ( Kg) v r-znych typech p-d lizit o 1 2 °ady. P-dy s r-z-
nou mineralogii, organickou hmotou, kationtovou vym¥nnou kapacitou nebo pH mohou
mit za nasledek 2iroky rozsah a nity k |é£iv-m. Bioticka a abioticka transformace [é£iv
rovn¥° ovliv-uje perzistenci I€£iv v p-d¥. Sorpce-desorpce a transformace Ié£iv v p-dnich
systémech jsou dynamické procesy, které spole£n¥ reguluji dostupné mno°stvi Ié£iv v p-dni
porové vod¥ pro p°ijem rostlinami [18].

Schopnost veterinarnich |é£iv vazat se na p-du se zna£n¥ li2i. V d-sledku toho existuji
vyznamné rozdily v mobilit¥ [é£iv. Rozdily v p-dnim organickém uhliku nemohou vysv#tlit
velké rozdily v distribuci chemické latky v r-znych p-dach. Skutef£nost, °e n¥kolik vete-
rinarnich 1é£iv je ionizovatelnych kolem svych hodnot K, a p°irozeném rozsahu pH p-d,
pomaha vysv¥tlit tyto zna£né rozdily v sorp£nim chovani. Lé£iva se tedy mohou v ®ivotnim
prost®edi vyskytovat jako z&porn¥ nabité, neutralni, kladn¥ nabité nebo jako zwitteriony
(am onty). V zavislosti na druhu mohou mit r-zné interakce s p-dou v podob¥ hydrofob-
nich interakci, vodikovych vazeb na povrchu, elektrostatické peitallivosti nebo povrchového
p°eemost¥ni [33].

Z vy?e uvedenych d-vod- je predikce chovani, mobility a biokumula£nich proces- anti-
biotik a jejich metabolit- v p-d¥ velmi slo®ita.
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2.3 Prirozena degradace antibiotik

V r-znych prost°edi podléhaji antibiotika biologickému a nebiologickému rozkladu. P°ikla-
dem biologického rozkladu je rozklad pomoci mikroorganism-, °as, hub a rostlin. P°ikladem
nebiologického rozkladu je potom fotolyza, hydrolyza, oxidativni degradace a degradace io-
nizujicim za°enim [34, 35].

2.3.1 Biologicky rozklad antibiotik

Obecn¥ °ivé organismy, jako jsou bakterie, houby, °asy a rostliny, Ize pou®it pro Usp¥2né
odstran¥ni antibiotik. Ne v2echna antibiotika jsou v2ak degradovana pomoci jediného or-
ganismu. Jeliko® ka°dé veterinarni farmaceuticka sloufenina, nevyjimaje antibiotik, se vza-
jemn¥ lizi ve svych molekularnich a°® biologickych vlastnostech, také r-zné kmeny (mi-
kro)organism- vy®aduji odliZné podminky. Mnohé studie nazna£uji, °e U£inn¥j2iho odstra-
n¥ni antibiotik Ize dosahnout pomoci kombinaci r-znych proces- [33].

Rozklad antibiotik pomoci mikroorganism-

Mikroorganismy mohou zm¥nit strukturu a fyzikaln¥-chemické vlastnosti antibiotika. Anti-
bioticka rezidua mohou byt pomoci mikroorganism- rozlo®ena z makromolekularnich latek
na men2i molekuly a nakonec a° na HO a CO,. Intracelularni i extracelularni enzymy
produkované bakteriemi, které jsou rezistentni proti antibiotik-m, mohou degradovat nebo
inaktivovat strukturu antibiotik mechanismem zahrnujicim hydrolyzu, transfer skupin a re-
doxni reakce [35]. V %ivotnim prost°edi bylo ji° detekovano mnoho mikrobialnich kmen.,
které jsou schopny degradovat antibiotika. Jsou to kmeny jako nap°iklad fotosyntetické
bakterie, bakterie mléEného kvaZeni, aktinomycety, kvasinky, fermenta£ni vidknité bakte-
rie, Bacillus subtilis a dusikaté bakterie [36]. Nejv¥t2i vliv prost°edi na mikrobiologickou
degradaci antibiotik p°estavuje pH, teplota, koncentrace kysliku nebo dostupnost °ivin [34].

Rozklad antibiotik pomoci rostlin

Rozklad za pomoci rostlin zahrnuje p°edev2im degradaci, transformaci, absorpci, meta-
bolismus a detoxikaci zne£fi? ujicich latek za Ufelem obnovy kontaminované p-dy, vody
a ovzdu?i [34]. Obecn¥ se na degradaci antibiotik v rostlinach podileji t°i mechanismy [37].

Za prvé, rostliny p°imo absorbuji organické polutanty a p°em¥-uji je na metabolity,
které se hromadi v rostlinnych tkanich [34]. Bylo zji2t¥no, °e kulturni rostliny ( Cucumis
sativus, Lactuca sativa a Phaseolus vulgari$ jsou schopny metabolizovat enro oxacin na ci-
pro oxacin a p°em¥nit asi £tvrtinu ulo°eného enro oxacinu [38].

Za druhé mohou rostliny degradovat organické polutanty na mén¥ toxické nebo dokonce
nezkodné malé molekuly pomoci uvol-ovani sekret: k rozkladu organickych zne£i? ujicich
latek. To je realizovano prost®ednictvim velkého mnaoP®stvi organickych kyselin a aminokyse-
lin vyluEovanych jejich ko°eny. Mohou také poskytnout vhodn¥j?i %ivotni prost°edi pro rhi-
zosferni mikroorganismy, aby podpo?°ily jejich r-st a rozmno®ovani prost°ednictvim p°isluz-
nych biologickych proces:, jako je uvol-ovani ko°enovych exudat- a vyluEovani kysliku,
a tim zlepzily degrada£ni schopnost mikroorganism- [39].

A za t°eti, rostliny podporuji absorpci, vyuCiti a transformaci organickych polutant-
mikroorganismy rhizosféry [40].
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2.3.2 Nebiologicky rozklad antibiotik
Fotolyza antibiotik

Fotolyzu v p°irodnim prost°edi Ize rozd¥lit na p°imou, nep®imou a autosenzitivni.

P°ima fotolyza oznafuje proces, p°i kterém antibiotika p°imo absorbuiji fotony, co® zp--
sobuje excitaci molekul p°enosem sv¥telné energie a vede k tvorb¥ produkt- rozpadem vazeb
nebo strukturni p°estavbou. K tomuto typu fotolyzy obvykle dochazi u molekul antibiotik
se skupinami schopnymi absorbovat fotony.

P°i nep°imé fotolyze sv¥tlo absorbujici materidly existujici v prost°edi, neboli foto-
senzitizér jako nap°®. kyslik, hydroxyl a peroxid vodiku, absorbuji sv¥telnou energii, co®
vede k excitaci a produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), které pak excituji a degra-
duji antibiotika. Fotosenzitizér m-°e zm¥nit fotostabilitu slou£enin a urychlit tak fotolyzu.
Silné fotosenzitizéry mohou urychlit fotolyzu antibiotik tim, °e zachycuji volné radikaly
(nap°. O, a OH). V prirodni vod¥ je tento proces doprovazen ubytkem vodikovych iont-,
zvy?enim pH, zvy?enim rychlosti deprotonace radikalovych kationt- a posunem protona£ni
rovnovahy k deprotonovanym druh-m. Fotosenzitizatory jsou v p°irod¥ 2iroce rozzi°ené, na-
p°iklad rozpu2t¥né organické latky (humus a ribo avin), NO 5, NO, , Fe**, Fe?* a NaCl.
Vedlej?i produkt O, p°i interkonverzi Fe3* /F €% m-%e zvy2it U£innost indukce ROS ( OH
a 10,) fotosenzibilizatory.

K autosenzitivni fotolyze dochazi, kdy° antibiotika sama absorbuji fotony, aktivuji
se a nasledn¥ p°edavaji energii jinym slouf£eninam, zatimco se vraceji do p-vodniho stavu.
B¥hem tohoto procesu vznikaji ROS a antibiotika jsou degradovana reakcemi s ROS [34].

Vzhledem k tomu, °e fotodegradace pravd¥podobn¥ probiha pouze ve svrchni vrstv¥
p-dy, budou mit zem¥d¥Iské postupy vEetn¥ hloubky a doby orby vliv na to, jak dlouho
fotodegradovatelné sloufeniny v prost°edi p°e®iji [33].

Hydrolyza antibiotik

V¥t2ina antibiotik, kterd mohou podléhat hydrolyze, jsou rozpustna ve vod¥ a stupe- hyd-
rolyzy zavisi na vlastnostech daného antibiotika. Tetracykliny, -laktamy a makrolidova
antibiotika jsou pom¥rn¥ snadno hydrolyzovany, zatimco chinolony a sulfonamidy ne. Pr--
b¥h hydrolyzy je zavisly na pH a teplot¥ prost°edi. Nap®iklad u makrolidovych antibiotik
se v kyselém prost®edi 2t¥pi glykosidicka vazba mezi cukry i mezi cukrem a makrolidovym
kruhem a v alkalickém prost°edi dochazi k hydrataci esterové vazby v laktamovém kruhu,
a to m-%e zp-sobit otev°eni makrolidového kruhu [34, 41].
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2.4 Antropogenni degradace antibiotik

Jeliko® soufasné technologie nejsou schopny odstranit antibiotika kompletn¥, je v fivotnim
prost°edi stale vysoka koncentrace antibiotickych rezidui. Proto je nutné vyvinout speci cké
techniky pro odstran¥ni t¥chto antibiotik p°ed vstupem t¥chto rezidui do p-dniho ekosys-
tému. Odstran¥ni antibiotik p°ed vstupem do p-dy je jednak technologicky mén¥ naro£né,
z d-vodu slo®itosti p-dy jako matrice pro odstran¥ni oproti nap®iklad vod¥, a zadruhé tak
Ize p°edchazet potencialnim rizik-m, které by mohly nastat p°i 2i°eni antibiotickych rezidui.

Byla ji° vyvinuta °ada technik specialn¥ pro odstran¥ni antibiotik, vEetn¥ biologickych,
chemickych a fyzikaln¥-chemickych metod [34].

Biotechnologie

Biotechnologické techniky vyu®ivaji pro odstran¥ni antibiotického zne£i2t¥ni organismy, p°e-
devzim bakterie a houby, a mohou byt doprovazena také adsorpci, hydrolyzou a fotolyzou
[42]. Odstra—~ovani zavisi p°edev2im na degradaci nebo transformaci antibiotik anaerob-
nimi nebo aerobnimi mikroorganismy [43]. Mezi anaerobnimi a aerobnimi mikroorganismy
existuji vyznamné rozdily v mi°e odstra-ovani antibiotik, a je pravd¥podobné, °e jejich
kombinace by byla UEinn¥j3i [34].

Biologicka Uprava je nakladov¥ efektivni a b¥°n¥ se pou®iva k odstra—ovani n¥kterych
zne£i? ujicich latek, ale neni schopna zcela odstranit antibiotika z odpadnich vod (OV).
Nizké koncentrace antibiotik v prost°edi zt¥°uji jejich eliminaci tradiEnimi metodami £i2-
t¥ni, p°iEem°® hydrofobni zbytky se hromadi v £istirenském kalu. Adsorpce jako hlavni me-
chanismus odstra—ovani zp-sobuje, e rezidua antibiotik a ARG p°etrvavaji a akumuluji se.
Proto je nutné kombinovat biologické £i2t¥ni s dal2imi technologiemi pro U£inn¥j2i odstra-
n¥ni antibiotik z OV [34].

Dal?i mo®nou biotechnologickou technikou pro odstra—ovani antibiotik je anaerobni fer-
mentace. Ve studii [44] bylo zji?t¥no, °e antibiotika jako sulfadiazin a sulfamerazin jsou
tém¥° UpIn¥ eliminovana po 2 tydnech. Trimethoprim a sulfametoxazol jsou eliminovany
okam?Cit¥ b¥hem 1 tydne. Sulfametoxypyridazin vykazoval po 34 dnech menzi eliminaci na
detekovatelny zbytek p°ibli°n¥ 30 %. Na druhé stran¥ po 34-denni fermentaci bylo stéle
ma°né detekovat 100 % p-vodn¥ nam¥°ené koncentrace sulfathiazolu a sulfamethazinu. Ve
studii byly provedeny dva experimenty s po£ate£nimi koncentracemi 2 mg v2ech sulfonamid-
a 2,8 mg trimetoprimu na kg prase£iho hnoje a 10 mg v2ech sulfonamid- a 14 mg trimetho-
primu na kg prase£iho hnoje. Fermentace probihala v obou experimentech p°i 3T [44].

Dal?i studie [45] zkoumala degradaci oxytetracyklinu (OTC) b¥hem anaerobniho roz-
kladu hnoje medikovanych telat p°i 35 °C. Hladiny OTC se b¥hem 11 dn- sni®ly o 30 %
(z 9,8 na 6,8 mg/L), poté z-staly relativn¥ konstantni a°® do £tvrtého tydne, poté se koncen-
trace OTC sni%la na 4,0 mg/L do 64. dne. Celkov¥ tedy bylo b¥hem 64 dn- anaerobniho
rozkladu dosa®eno 59% odstran¥ni OTC [45].

Ve studii [46] pozorovali degradaci erythromycinu p°i anaerobni fermentaci kuku®iEnych
stébel a kravského hnoje po dobu 31 dni a p°i 37C. Erytromycin byl b¥hem fermentace
U£inn¥ odstran¥n. Mira odstran¥ni erytromycinu byla ve v2ech zkoumanych koncentraci
(1; 20; 40 mg/L) vy22i ne® 90 %. U£innost odstra—~ovani erytromycinu se nejprve zvy2ovala
a poté klesala, kdy nejvyi byla 7. den [46].
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Pokud bychom se zam¥°ili na ARGs, tradi£ni biologické £i2t¥ni na fOV, které zahrnuje
anaerobn¥-anoxicko-aerobni a dezinfekEni procesy k odstran¥ni organickych latek, dusiku
a fosforu z OV, neni schopné odstranit ARGs [47]. Ve studii [48] je uvedeno, °e nelze obecn¥
ur£it, zda se po anaerobni digesci koncentrace ARGs sni°uji. Vysledné p-sobeni anaerobni
digesce na ARGs zavisi na mechanismu p-sobeni konkrétniho ARG a nap°®iklad na teplot¥,
p°i které digesce probiha [48].

Membranova ltrace

Membranova Itrace m-°e UEinn¥ odstranit makromolekularni slouf£eniny i antibiotika [49].
U£innost membranové ltrace zavisi na fyzikaln¥-chemickych vlastnostech roztoku i sloufe-
nin a na vlastnostech materialu membrany [50]. Pokud ov2em hovo°ime o Uplném odstran¥ni
antibiotik, je pou®iti samotné membranové ltrace £asto nedostate£né, zejména diky perzis-
tentni povaze antibiotik. Ovzem kombinace membranové Itrace s pokro£ilymi oxidaEnimi
procesy (AOP) p°edstavuje slibny p°istup, proto®e vyu®iva silné stranky obou technik, °e?i
jejich individualni problémy a umo®-uje efektivn¥j2i odstran¥ni t¥chto kontaminant.. Tato
hybridni metoda se vyznafuje technickou exibilitou a lep2i G£innosti p°i Uprav¥ vody ob-
sahujici nové zne£i? ujici latky, jako jsou antibiotika [49].

Membranova lItrace m-°e také UEinn¥ odstra-ovat ARGs v OV. Nap°®iklad p°i pouCiti
kombinace ultra ltrace a dvoustup-ové reverzni osmozy k £i2t¥ni OV z vep®in., kter& nejen
odstranila zne£i? ujici latky, jako je dusik a fosfor, ale do2lo také k zachyceni 72,64 % ARGs,
£im° se UEinn¥ sniClo riziko ARGs kontaminace pro p°irodni vodni prost°edi [47].

Adsorpce

Pomoci adsorpce se antibiotika adsorbuji z OV p°edeviim pomoci elektrostatickych inter-
akci, vodikovych vazeb, interkorporace do por- a hydrofobniho p-sobeni [51]. Efektivita ad-
sorpce je ovlivn¥na fyzikalnimi vlastnostmi adsorbentu, fyzikaln¥-chemickymi vlastnostmi
prost°edi, ze kterého je latka adsorbovana, a fyzikaln¥-chemickymi vlastnostmi samotné
adsorbované latky [52].

Velky vliv m-°e mit nap®iklad pH prost°edi. Ve studii [53] byl pouity synteticky vy-
robeny magneticky kompozit MnFe,Og4/aktivni uhli, a bylo pozorovano, °e odstra-ovani
tetracyklinu z vody je siln¥ zavislé na pH a klesa z 95,2 % p°i pH 3,0 na 64,6 % p°i pH 1,0 [53].

N¥které z adsorbent: navic vy°aduji p°edb¥°nou aktivaci, aby se zv¥t?ila plocha jejich
povrchu a zlepzila rychlost adsorpce [52].

Afkoli jsou adsorbenty Ufinné p°i odstra-ovani antibiotik za speci ckych podminek,
maji svoje nevyhody, jako jsou vysoké po°izovaci néklady, pot°’eba regenerace p°i nasy-
ceni, obti°®na Uprava po pouCiti nebo v p°ipad¥ biocharu mo°né uvoln¥ni toxickych latek
jako PAU a t¥°kych kov-. K vy°e2eni problému s naklady se mnoho vyzkumnik- zam¥°ilo
na p°ipravu levnych modi kovanych adsorbent:, jako jsou biochar, kuku®i£né listy a ce-
luléza [54, 55]. Dal?i nevyhodou m-°e byt fakt, °%e p°i adsorpci nejsou antibiotika p°imo
degradovana a m-°e dochazet k jejich kumulaci a také k nasledné kumulaci ARGs [34, 55].
Pokud jsou ov2zem na povrchu biocharu p°itomny mikroorganismy, proces degradace by tak
mohl byt vice efektivni, proto®e adsorpce na biochar zvy?i dostupnost pro tyto mikroorga-
nismy a prodluuje dobu kontaktu [55].
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Pokro£ilé oxidaEni procesy

Pokro£ilé oxidaEni procesy AOP jsou pova®ovany za ekologicky 2etrné, proto®e mohou do-
sahnout vyznamného odstran¥ni h-°e odstranitelnych zne£i?"ujicich latek, které jsou £asto
odolné v-£i konven£nim metodam £i2t¥ni. Vyhodou AOP je zejména mo°nost integrovat
proces s dal?imi technikami £i2t¥ni, jako je membranova ltrace, a déale tak zvy?it G£innost
odstra~ovani 2kodlivych latek z vodnich systém- [49].

Pokro£ilé oxida£ni procesy vytva©ejin situ vysoce reaktivni formy, zejména hydroxylové
radikaly ( OH), které jsou schopny oxidovat a rozkladat sloCité organické molekuly, vEetn¥
antibiotik. AEkoli hydroxylovym radikal-m chybi selektivita p-sobeni, maji vysoky redoxni
potencial a jsou schopné silné neselektivni oxidace, diky ni® mohou oxidovat r-zné skupiny
v molekularni struktu®e antibiotik [34, 49]. Mnoho AOP je zalo®eno na kombinaci p-sobeni
silnych oxidant- nap°®. ozonu, peroxidu vodiku, siranovych radikal- (SO?1 ) s katalyzatory
nap°®. fotokatalyzatory, jako je perovskit, nebo s ultra alovym z&°eni £i ultrazvukem [34].

Efektivita AOP proces- je ovlivn¥na n¥kolika faktory, jako je schopnost oxidace oxidag-
nich £inidel, jejich davka, p-sobeni katalyzator-, hodnota pH a koncentrace zne£i? ujicich
latek. Nezanedbatelny vliv maji také dal?i latky p°itomné v £i2t¥né vod¥, jako jsou orga-
nické latky nebo anorganické ionty. Obecn¥ vodni matrice m-°e mit t°i negativni U£inky
na efektivitu AOP. Zaprvé sout¥°i s prekurzory radikal- tim, °e nap°iklad pohlcuji fotony
nebo spot°ebovavaji ozon, p°iEem® n¥kdy vznikaji sekundarni reaktivni formy. Za druhé,
slo®ky matrice p-sobi jako lapafe radikal- a ukon£uji radikalové °et¥zové reakce neproduk-
tivnim zp-sobem. Za t°eti, odstra-~ovani vysoce reaktivnich radikal- m-°e vést k tvorb¥
mén¥ reaktivnich, ale déle C%ijicich radikal- (nap°®. uhlifitanovych radikal-, superoxidu),
které mohou stale p°ispivat k degradaci cilové sloufeniny. Vliv t¥chto matricovych U£ink-
zavisi na parametrech kvality vody [34, 56, 57].

P°i vyuliti AOP proces- v2ak nemusi vedy dochazet k Uplné degradaci antibiotik.
V n¥kterych p°ipadech dochazi pouze k transformaci mate°ské sloufeniny na degradaEni
produkty s jinou strukturou (metabolity). U t¥chto degrada£nich produkt- je slo®ité poro-
Zum¥t jejich toxikologii a potencialn¥ nesoucim rizik-m [34].

Ko°enoveé £istirny

Technologie vyvinuta pro degradaci antibiotik jsou také ko°enové £istirny (KfOV). Ty od-
stra-uji kontaminanty spojenim mikrobialni degradace, adsorpce matrice a sorpce rostli-
nami. Klifovou roli hraji mikrobi rozkladajici zne£i? ujici latky, zatimco substrat zvy2uje
adsorpci a poskytuje plochu pro r-st mikrob-. Rostliny p°ispivaji absorpci kontaminant-,
okyslifovanim systému a podporou mikrobialnich spolefenstev. Kf OV jsou nakladov¥ efek-
tivni a produkuji vysoce kvalitni OV, ale vy°aduji velké plochy a dlouhou dobu £i2t¥ni.
U£innost KfOV zavisi na typu matrice, druhu rostlin, Grovni kysliku, teplot¥ a pH [34].
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Dal2i metody antropogenni degradace antibiotik

Dal2imi metodami odstra—ovani antibiotik mohou byt mikrobialni elektrochemické systémy
vyu®ivajici mikroorganismy k vyrob¥ elekt®iny z chemické energie pomoci rozkladani konta-
minant- v OV [34]. Déle technologie s mikro®asy, ktera vyu®iva fotosyntetickych schopnosti
mikro°as nejen absorbujicich Civiny, ale také produkujicich kyslik. V kombinaci s dal2imi
systémy, jako jsou mikrobialni palivové £lanky, mohou mikro°asy zvy?2it UEinnost odstra-o-
vani zne£i? ujicich latek pomoci kooperace s bakteriemi [34]. Nap®. v hybridnich systémech
s kaly aktivovanymi mikro°asami byla zaznamenana vyznamna mira odstra-~ovani ATB
s U£innosti a® 97,91 %. Krom¥ toho mohou mikro°asy podporovat r-st prosp¥2nych mikro-
bialnich druh- a p°ispivat k procesu udrliteiného £i2t¥ni OV a ziskavani energie [58, 59].

fasto se vyulivaji hybridni metody, které kombinuji vice metod odstran¥ni antibiotik
v jedné spole£né technologii [34].
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2.5 Postoj Evropské unie

Co se tykd postoje Evropské unie (EU) na p°itomnost rezidui Ié£iv a k AMR, poslednim
krokem Evropské unie v postupnému vy°azovani antibiotik pouCivanych k neléka®skym
U£el-m byl zakaz pouCivani antibiotik jako stimulator- r-stu v krmivech pro zvi°ata v celé
EU. Tento zakon (£. 1831/2003) vstoupil v platnost od 1. 1. 2006 [60].

EU se dnes legislativn¥ zam¥°uje zajmena na odpadni vodu (OV). Ve sm¥rnici 2024/3019
ze dne 27. listopadu 2024 [61] je nap®iklad uvedeno, °e u aglomeraci s populaEnim ekviva-
lentem 100 000 PE a vy22im budou muset zajistit, aby byla v m¥stskych OV monitorovana
AMR. Uvadi tak, % od 2. 7. 2026 p°ijme Komise provad¥ci akty s cilem stanovit mini-
malni £etnosti odb¥ru vzork- a harmonizované metodiky m¥°eni antimikrobialni rezistence
v m¥stskych OV, p°iEem° zohledni minimaln¥ ve2keré dostupné Udaje od vnitrostatnich
organ- ve°ejného zdravi a vnitrostatnich organ- odpov¥dnych za monitorovani AMR [61].

Sm¥rnice také uvadi po®adavky na kvartérni £i2t¥ni OV v m¥stskych fOV nebo v m¥st-
skych fOV sloulicich aglomeracim. Jsou zde uvedeny latky, které mohou zne£i? ovat vodu
i p°i nizkych koncentracich. U t¥chto latek je uvedeno minimalni procento ubytku ve vztahu
k zati®eni na vtoku, kde sm¥rnice uvadi minimum 80 %, v zavislosti na kategorii odstra-
—ované latky. Sm¥rnice se tyka nap°iklad i Ié£iv jako je klarithromycin, karbamazepin,
diklofenak a dal?i [61].

Z pohledu legislativy neexistuji doposud na°izeni monitoringu residui antibiotik v bio-
solidech nebo statkovych hnojivech, které jsou vyva®eny na pole za U£elem obohaceni p-dy
0 organickou hmotu. Je zde pouze nap°iklad na’izeny monitoring t¥°kych kov- v kalech
Z fOV poulivanych v zem¥d¥lstvi [62]. Co se tyk& statkovych hnoiji, je zde limitni mno°stvi
dusiku, které Ize dodavat pomoci statkovych hnojiv, a tim je tedy limitovano i mnao°stvi
statkovych hnojiv vyv&°enych na pole za U£elem hnojeni konkrétnich plodin [63].

Afkoli tedy existuje pouze na’izeni monitoringu lIé£iv v OV, Evropska unie si je v¥doma
rizik spojenych s AMR a bojuje proti AMR také v ramci Farm to Fork strategy, ktera
je soufasti European Green Deal. Farm to Fork strategy se zabyva opat’enimi v ramci
antibiotické rezistence bakterii. Hlavnim cilem této strategie je zajistit, aby potravinove
systémy byly spravedlivé, zdravé a 2etrné k ivotnimu prost®edi [64]. N¥kolik konkrétnich
cil- strategie Farm to Fork, spo£iva v:

Snini celkového prodeje antimikrobialnich latek v EU o0 50 % u hospodéa’skych zvi°at
a v akvakultu®e do roku 2030, a to prost°ednictvim velmi konkrétnich opat°eni, jako
je zakaz preventivniho pouCivani antibiotik u skupin zvi°at

Omezeni metafylaktického pouCivani antimikrobialnich latek (kontrolni Ié£ba zabra-
—ujici dalkimu 2i°eni infekce) u zvi°at

Zesileny zékaz pouCivani antimikrobialnich latek na podporu r-stu a zvy2ovani uCit-
kovosti (vedle zakazu poulivani antibiotik jako stimulator- r-stu v krmivech z roku
2006)

Ma°nost vyhradit n¥ktera antimikrobialni |é£iva pouze pro lidi

Povinnost £lenskych stat- shromafaovat idaje o prodeji a pouCivani antimikrobiélnich
latek u zvi°at [29, 65]

Mezi vyhrazenymi antimikrobialnimi latkami nebo skupinami antimikrobialnich latek
pro l1é£bu n¥kterych infekci u lidi jsou nap®iklad i n¥ktera makrolidova antibiotika jako
je azithromycin a clarithromycin. Ta proto pat®i mezi ty kriticky d-leita antibiotika [66].
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2.6 Analytické stanoveni rezidui antibiotik v ivotnim pro-
st’edi

S ohledem na ji° publikované metody pro analyzu rezidui antibiotik Ize obecn¥ °ici, °e ana-
lyzy maji n¥kolik spoleEnych krok-. Jednim z prvnich a nejobti°n¥jich krok- nutnych
pro analyzu antibiotik nebo jakéhokoli |é£iva je extrakce a p°efi2t¥ni vzorku od mat-
rice [67]. Nap°iklad chromatogra cké nebo spektrometrické analyzy, zejména rezidui ve slo-
%itych tkd—ovych nebo environmentalnich matricich, jako je nap®iklad p-da, vy®aduji roz-
sahlé zpracovani extrakt- p°ed tim, ne® jsou pcipraveny k analyze [68]. Obecn¥ p°iprava
vzork- pro analyzu rezidui antibiotik v r-znych matricich vzork- zahrnuje extrakci, £i2t¥ni

a koncentraci pomoci r-znych technik p°ed analyzou LC-MS [5].

Pro stanoveni antibiotik v r-znych matricich se nejast¥ji pouCivaji metody jako je kapa-
linova chromatogra e (LC) s ultra alovou (UV), uorometrickou a elektrochemickou detekci
a také kapalinova chromatogra e s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) [69, 70, 71]. T¥kavé
slouf£eniny Ize m¥°it také pomoci plynové chromatogra e (GC) s plamenovou ionizaci (FID),
detektory elektronového zachytu (ECD) nebo detektory speci ckymi pro jednotlivé prvky.
Zvy2ena dostupnost a spolehlivost p°istroj- GC-MS a zejména LC-MS vedla k nar-stu
po£tu kvantitativnich metod stanoveni rezidui, které tyto technologie vyu®ivaji [71]. Proto
je také LC-MS relevantni instrumentaci pro stanoveni tulathromycinu v mrv¥ a p-d¥.

Pokud vyu®ijeme pro analyzu LC se spektrofotometrickou detekci, kterd4 zahrnuje UV,
DAD (Diode array detection neboli detektor diodového pole) nebo uorescen£ni detektory,
spofivaji jeji vyhody zejména v jednoduchosti instrumentace, jeliko® maji jednodu2?i p°i-
strojové vybaveni, ni®?i po£ate£ni investice, rychlost analyzy a 2ir2i pouCitelnost, jeliko®
ji 1ze pouCit pro 2r?i 2kalu analyt- a je dob°e zavedena v mnoha laborato®ich. Nevyhody
UV £i DAD spo£ivaji zejména v nizké citlivosti, men2i speci £nosti, omezeném dynamic-
kém rozsahu a také se objevuje ru2eni vzorku vlivem matrice a tak dochazi k nep°esnostem
v kvanti kaci a nebo dokonce zcela chybné kvanti kaci, jeliko® chybi kvalitativni potvrzeni
analyzované latky. Pokud se vyuCije LC se spektrofotometrickym detektorem p°i multire-
zidudlni analyze, mohou se tyto nevyhody je2t¥ vice projevit v d-sledku p°itomnosti vice
analyt., které mohou b¥hem analyzy koeluovat. U uorescen£nich detektor- jsme omezeni
rozsahem latek, které Ize timto detektorem zaznamenat [70].

Elektrochemické detektory se vyzna£uji vysokou citlivosti, ktera umo®-uje detekci velmi
nizkych koncentraci analyt-, a zarove— poskytuji vysokou selektivitu, co® minimalizuje in-
terference jinych latek. Dal?i vyhodou je rychla odezva, kterd umo®-uje efektivni a £asov¥
Usporné analyzy. Elektrochemické detektory jsou také nakladov¥ efektivni, proto®e jejich
p°istrojové vybaveni je obecn¥ levn¥j2i ne® nap°iklad hmotnostni spektrometry, co® z nich
£ini dostupn¥j?i alternativu pro mnoho laborato®i. Na druhou stranu vyvoj a optimalizace
elektrochemickych detektor- m-°e byt slo®ita a vy°aduje rozsahlou validaci. P°esnost m¥-
°eni m-%e byt ovlivn¥na ru2ivymi latkami ve vzorcich, co® klade d-raz na pe£livou p°ipravu
vzork-. Dynamicky koncentra£ni rozsah t¥chto detektor- m-°e byt omezeny, co® znamena
nutnost d-kladné kalibrace. Dal2im problémem je mo°nost zana2eni elektrod, co® vy®aduje
pravidelnou udrbu a rekalibraci pro zachovani p°esnosti m¥°eni [70].

Proto®e ji° zmin¥né detektory maji znaEné nevyhody zejména p°i analyze rezidui antibi-
otik ve sloCitych matricich, pro detekci je nejlep2i volbou vyu®iti hmotnostni spektrometrie.
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Krom¥ urfeni mno®stvi rezidui |é£iva je pro Uplné analytické vyhodnoceni nutné také
potvrzeni identity. MS je pro tuto kvalitativni analyzu idealni diky své p°irozené selektivit¥
a citlivosti. Metody MS jsou vyhodné také v tom, °e je mo°né navrhnout postup, ktery
doka®e v ramci jedné analyzy vzorku soufasn¥ provest screening, potvrzeni a kvanti kaci
vice rezidui lé£iv [71].

Konkrétni vybrané studie, které se zam¥°ovaly na analyzu rezidui antibiotik s detailn¥j-
2im nahledem na jejich postup jsou uvedeny v tabulkach 2.2 a 2.3.
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2.6.1 Priprava vzork- pro analyzu rezidui antibiotik

Peiprava vzork- hraje v analyze rezidui antibiotik d-le®itou roli. Farmaceutické slou£eniny
maji velmi rozdilnou polaritu a pK 5, tak®e vyb¥r extrakEnich podminek je £asto rozhodujici
[79]. Typ extrakEnich technik zavisi p°edev2im na jednotlivych analytech a studovanych
matricich [5].

Pro extrakci analytu z matrice se vyu®ivaji extrakEni metody jako extrakce pomoci
ultrazvuku (UAE, USE), extrakce za zvy2?eného tlaku (PSE, PLE), extrakce pomoci mik-
rovin (MAE) [5, 79, 80].

K dosaeni vy2ich extrakEnich vyt¥°k- se pou®ivaji sm¥si vody s arganickymi rozpou2t¥-
dly. Jako vodna faze jsou £asto pouCivany pufry kyseliny citronové, fosforeEnanu draselného
nebo Mcllvainovy pufry. Pufry se p°i extrakci makrolid- pouCivaji k udrPeni speci ckého
pH b¥hem extrakEniho procesu, co® m-%e zvy?2it rozpustnost slouf£enin a zlep?it G£innost
extrakce. Nap°®iklad v p°ipad¥ tulathromycinu A je ve fosfatovém pufru p°i pH 6,8 kladn¥
nabity, co® umo®-uje UEinnou retenci na kationtov¥ vym¥nnych SPE kolonkach diky elek-
trostatické pcita®livosti. Jako organicka rozpou2t¥dla se potom nejvice vyuliva metanol,
aceton nebo acetonitril [5, 81].

Po extrakci se obvykle provadi krok £i2t¥ni, zejména p°i analyze slo®itych matric. P°i ex-
trakci organickych kontaminant- z pevnych matric mohou mit na extrakEni podminky vy-
znamny vliv rozdilné fyzikaln¥-chemické vlastnosti sloufenin a matrice. fasto se provadi
£i2t¥ni pomoci SPE [79].

Dal?imi technikami, které kombinuji jak extrakci, tak p°e£i2t¥ni, jsou disperze v pevné
fazi matrice (MSPD), extrakce kapalina-kapalina (LLE), mikroextrakce na pevné fazi (SPME)
nebo metoda QUEChERS [5, 23, 76].

Extrakce pomoci ultrazvuku (UAE)

Extrakce pomoci ultrazvuku (ultrasound-assisted extraction, UAE) se stala d-le®itou roli

v p°iprav¥ a extrakci analyt.. Ultrazvukové za°eni p°i p°enosu médiem vytva°i naruzeni,
které p°i periodickém opakovani tvo°i cykly expanze a komprese. Je-li intenzita ultrazvuku
dostate£n¥ vysoka, vznikaji b¥hem expanzniho cyklu bubliny £i dutiny. Kavitace je proces,
p°i kterém se bubliny vytva°eji a poté podléhaji implozivnimu kolapsu. Nejjednodu??i tech-
nikou extrakce pevné latky a kapaliny je sonikace pevnych vzork- spolu s vhodnym organic-
kym rozpou?t¥dlem. Mechanicky U£inek ultrazvuku vyvolava v¥t?i penetraci rozpou?t¥dla
do pevnych matric a mechanickou erozi pevnych latek, vEetn¥ prasknuti £astic, co® zlep2uje
p°enos hmoty a vede ke zvy2eni UEinnosti extrakce. Sonikace zaji?’uje U£inny kontakt mezi
pevnou latkou a extrahovadlem, co® obvykle vede k dobré vyt¥°nosti analytu [79].

Proces se nejfast¥ji provadi pomoci ultrazvukové lazn¥ nebo ultrazvukové sondy. Ul-
trazvukové sondy maji oproti ultrazvukovym laznim vyhodu, °e soust°eouji svou energii
na lokalizovanou zénu vzorku a tim je kavitace v kapalin¥ UEinn¥j2i. Naopak jejich nevy-
hoda spo£fiva v nutném nasledném £i2t¥ni, jeliko® je sonda v p°imém kontaktu se vzorkem.
Ultrazvukové 1azn¥ ovZem umoC-uji extrakci n¥kolika vzork- najednou jednoduchym a eko-
nomickym zp-sobem [79].
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Extrakce analyt- zavisi p°edev2im na polarit¥ rozpou?t¥dla, povaze a homogenit¥ vzorku,
frekvenci ultrazvuku a dob¥ sonikace. Teplota ovliv—uje U£innost extrakce, proto®e ma vliv
na rozpustnost analyt- v médiu a kavitaEni jev, ca® ovliv-uje p°’enos hmoty. Obecn¥ plati,
%e zvy2eni teploty extrakce zvy2uje prostup rozpou2t¥dla do matrice sni®enim jeho viskozity,
ale zvy2uje se koeluce interferujicich slou£enin a m-°e dojit k degradaci cilového analytu [79].

UAE je levnou a U£innou alternativou ke klasickym extrakEnim technikam, nap°®. k So-
xhletov¥ metod¥, ktera vy°aduje dlouhou provozni dobu 4 24 h, a velké objemy rozpou?t¥-
dla. Dal?i vyhodou UAE oproti Soxhletovi je, °e UAE extrahuje termolabilni analyty, které
mohou byt za pracovnich podminek Soxhleta degradovany. Kavitace navic zvy2uje polaritu
extrakEnich £inidel a analyt-, £im° zvy2uje extrakci. Pokud jde o jiné moderni extrakEni
techniky, nap®. extrakce pomoci mikrovin (MAE) a extrakce tlakovou kapalinou (PLE), je-
jich krat2i extrakeni £asy (5 45 min) a ni®?j spot°eba rozpou2t¥del jsou hlavnimi vyhodami.
Vyhodou UAE oproti t¥mto modernim technikdm je ni®j cena a snadna obsluha. Krom¥
toho Ize UAE pouCit s jakymkoli rozpou2t¥dlem [79].

Extrakce na tuhou fazi (SPE)

SPE se pouliva za Ufelem p°e£i2t¥ni nebo zakoncentrovani stanovovanych latek p°ed analy-
zou. WuCiva se p°edev?im v analyze net¥kavych sloufenin [72, 82]. Princip SPE je zalo®en
na selektivni adsorpci analyt:- z kapalného vzorku na pevny sorbent. P°i tomto procesu
prochazi kapalné vzorky kolonou obsahujici pevny material, ktery ma speci cké vlastnosti
vhodné pro zadrleni urfitych analyt-, zatimco jiné slo°ky mohou projit. Analyty jsou na-
sledn¥ ze sorbentu eluovany pomoci vhodnych rozpou2t¥del. Mezi kliEové aspekty pat°i
vyb¥r sorbentu, ten ovliv-uje parametry, jako je selektivita, kapacita a interakce mezi
analyty, sorbentem a matrici vzorku [83]. Cely postup SPE zahrnuje 4 kroky: kondici-
aci kolonek (conditioning), naneseni vzorku (loading), promyti (wash) a eluci (elution),
viz obrazek 2.6 [79, 82].

U SPE metody Ize optimalizovat parametry, jako je objem a typ kondiciaEniho roz-
pou2t¥dla, objem naneseného vzorku a jeho pH, pr-tok, slo®eni eluEniho rozpou2t¥dla, jeho
objem a dale samoz°ejm¥ také material sorbent- v kolonkach. [84, 83, 85]. Pro extrakci jsou
k dispozici kolonky s navazanymi skupinami styren dyvinylbenzen (SDB), -NH, Cig, Cs,
HLB a iontov¥ vym¥nné sorbenty [79, 82].
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Obrazek 2.6: Kroky extrakce na tuhou fazi, upraveno z [82]

2.6.2 Kapalinova chromatogra e pro analyzu rezidui antibiotik

Chromatogra cka separace makrolidovych antibiotik je obvykle zalo®ena na pouCiti sys-
tému s reverzni fazi. Ve v¥t2in¥ studii byla pou®ita LC se stacionarni fazi z modi kovaného
silikagelu Cig. Dal?i pou®ivanou naplni kolon v LC p°i rezidui analyze antibiotik je modi-
kovany silikagel C g [11, 78]. V posledni dob¥ se pou®iva i ultra-vysokoU£inna kapalinova
chromatogra e (UHPLC) s kolonami C ;g s £asticemi pod 2 m. Zejména ve spojeni s hmot-
nostni spektrometrii schopnou provad¥t vysokorychlostni sb¥r dat nabizi vyznamné vyhody
v rozlizeni, rychlosti a citlivosti [86, 87]. Soufasny trend sm¥°uje k vyu®iti UHPLC nebo
jiné rychlé chromatogra e k provad¥ni analyzy makrolid- v potravinovych, biologickych

a environmentalnich vzorcich [5].

Pro dosaeni optimalni ionizace a chromatogra cké separace je rozhodujici slo°eni mo-
bilni faze (MF), koncentrace soli nebo kyselin a pH. Acetonitril a metanol jsou dv¥ nej-
b¥°n¥j2i organicka rozpou?t¥dla poulivana jako MF. Jako modi kator vodné mobilni faze
se pro zlep2eni ionizace £asto pouCiva bur kyselina mraven£i (FA, 0,1 0,2%), octan amonny
(5-20 mmol/L), mraven£an amonny (5-20 mmol/L) nebo amoniak (0,51,0 mM NH};
50 mM NH40H) [5, 8, 85, 88, 89, 90, 91].
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V analyze rezidui antibiotik se m-%e také vyuCivat chromatogra e hydro Inich inter-
akci (HILIC). V HILIC chromatogra i jsou typickymi mobilnimi fazemi polarni organicka
rozpou2t¥dla misitelna s vodou (p°edevzim ACN) v kombinaci s malym mnao®stvim vody.
NejEast¥ji pou®ivanym rozpou?t¥dlem mobilni faze je acetonitril, ale Ize pou®it i jind apro-
ticka rozpou2t¥dla misitelnd s vodou, nap°iklad tetrahydrofuran. Pomoci HILIC mohou
byt analyzovany antibiotika jako sulfonamidy, chinolony, -laktamy, makrolidy nebo tetra-
cykliny [92].

2.6.3 Hmotnostni spektrometrie pro analyzu rezidui antibiotik
lontové zdroje a matricové efekty v analyze rezidui antibiotik

Nejb¥°n¥j2i ioniza£ni technika, ktera se pouCivaji pro rozhrani LC-MS v analyze antibiotik
je ionizace elektrosperejem (ESI), pro mén¥ polarni latky se v p°ipad¥ pot°eby pou®iva
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Dal?i relativn¥ novou technikou je foto-
ionizace za atmosférického tlaku (APPI). Jejich pouCitelnost v zavislosti na povaze analytu
m-°eme vid¥t na obrazku 2.7 [5].

Obrazek 2.7: AplikaEni rozsah LC-MS rozhrani podle polarity a molekulové hmotnosti
analytu, upraveno z [93]

ESI je proces, p°i kterém se ionty v roztoku kapalného elutatu putujiciho z chromato-
gra cké kolony dostavaji do plynné faze mechanismem odpa°®ovani a desorpce iont-. Je apli-
kovatelny pro polarni a° st°edn¥ nepolarni analyty. Technika ESI je schopna pokryt velky
rozsah hmotnosti analyzovanych latek, proto se stala jednou z nejvice vyuivanou technikou
p°i pouCiti rozhrani LC-MS (viz obrazek 2.7) [93]. Pomoci ESI se mohou tvo°it vicenasobn¥
nabité ionty. A to m-%e byt v n¥kterych p°ipadech vyhodné, umo®-uje nap®. detekci velkych
analyt- na hmotnostnich spektrometrech s omezenym rozsahem m/z. Vlysoké stavy naboje
také usnad-uji disociaci iont- p°i tandemovych MS experimentech [94].

Makrolidy jsou skupinou molekul obsahujici °adu heteroatom-, zejména atomy dusiku,
které se snadno protonizuji za vzniku jedno-, dvoj- nebo trojnasobn¥ nabitych protoni-
zovanych molekulovych iont- v pozitivnim re®imu ESI. Tulathromycin, ktery obsahuje t°i
atomy dusiku, m-%e tvo®it jednonasobn¥- [M + H]* , dvojnasobn¥- [M+2 H]?* a trojndsobn¥-
[M + 3H]®* nabité ionty. Nabojovy stav u makrolid- se p°isuzuje po£tu atom- dusiku p°i-
tomnych v molekule [5, 6].
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ESI m-°e probihat r-znymi mechanismy. U analyt- s nizkou molekulovou hmotnosti
se uplat-uje model odpa°ovani iont- (IEM), zatimco u velkych globularnich forem se uplat-
=uje model nabitych zbytk- (CRM). Pro neuspo®adané polymery byl navren model vytr-
%eni °et¥zce (CEM) [94].

U£inky matrice p°edstavuji p°i analyzach LC-MS problém, zejména pokud se jako roz-
hrani pouliva ESI. Matrice m-°e buz zesilovat, nebo potlafovat ionizaci analyt- a jeji
U£inky se li?i vzorek od vzorku. Nejvice vyuCivany p°istup, jak lze G£inky matrice odhad-
nout nebo urfit, je pomoci porovnani odezvy analyt- v £istém rozpou?t¥dle a v extraktu
z dané matrice [5].

Z kvalitativniho hlediska, kdy m-°eme zjistit pouze, zda se n¥jaké matriEni efekty vy-
skytuji, je nejb¥°n¥jsim p°istupem metoda postkolonové infuze. Tato metodika pou®iva
postkolonovou infuzi analyt- za b¥hu analyzy extrahovaného slepého vzorku nebo vzorku
rozpou2t¥dla. Odezva analyt- je sledovana v pr-b¥hu celého chromatogramu s cilem ziskat
tzv. matricovy efekt pro lu. Poté se porovnaji vysledky ziskané pro slepy vzorek a vzorek
rozpou2t¥dla a hledaji se oblasti ovlivn¥né matricovym efektem. P°esto®e je b¥°né pouCit
postkolonovou infuzi b¥hem vyvoje nebo validace metody, obvykle se nepouiva p°i analyze
realného vzorku nebo rutinni analyze [95].

PouCiti stabilnich izotopicky znafenych standard-, kalibraEnich roztok- p°ipravenych
v odpovidajici (extrahované) matrici a metoda standardniho p°idavku jsou obecné p°istupy
pou®ivané ke kompenzaci matriEnich efekt- a zlep2eni p°esnosti metody. MatriEni efekty
Ize také sniit pomoci separace analytu od matrice poulitim vhodné metody p°efi2t¥ni
a zlep2enim separa£nich chromatogra ckych podminek (polarita a slo®eni MF, pH, pr-tok,
teplota, parametry kolony, objem nast°iku) [5, 96].

Analyzatory MS v analyze rezidui antibiotik

Hmotnostni spektrometry, které se pou®ivaji pro analyzu rezidui antibiotik, vyu®ivaji nej-
£ast¥ji tyto nasledujici analyzatory: jednoduchy kvadrupdl (Q), trojity kvadrupdl (QqQ),
kvadrupélovou iontovou past (QIT), kvadrupélovou linearni iontovou past (QqLIT), analy-
zator doby letu neboli time-of- ight (TOF) a kvadrupdl s analyzatorem doby letu (QqTOF).
Ka°dy typ hmotnostniho spektrometru ma své vyhody a nevyhody s ohledem na jeho po-
ueiti [5].

Trojity kvadrupol je nejpouCivan¥j?i hmotnostni analyzator v analyze antibiotik a je-
jich rezidui, jak je vid¥t také v tabulce 2.3, a to zejména pro cilenou analyzu/kvanti -
kaci diky svému dynamickému rozsahu, vysoké opakovatelnosti a vysoké citlivosti (niz-
kému LoD a LoQ). Sklada se z prvniho kvadrupolu (Q1), kolizni cely (Q2, q) a t°etiho
kvadrupélu (Q3). Monitorovani vicenasobnych reakci (MRM) je nejvyu®ivan¥j2Zim médem
ke kvanti kaci a kvalitativnimu potrvzeni analyzovanych antibiotik na zaklad¥ reten£niho
£asu a pom¥ru sledovanych MRM p°echod-. QqQ v re®imu MRM neni vhodny pro kvalita-
tivni analyzu, vzhledem k povaze médu, kdy jsou sledované p°edem dané MRM p°echody.
Proto zde chybi kvalitativni informace pro objasn¥ni struktury nebo identi kaci neznamé
latky. | p°esto, % je kvadrupol mo°né také pouCivat ve full-sken modu nebo skenu pro-
duktovych iont:, tak neni GpIn¥ vhodny pro necilenou analyzu neznamych latek kv-li své
nizké rychlosti provad¥ni skenu a nizkorozliovaci schopnosti. V d-sledku toho neni mo®né
hledat nové sloufeniny, metabolity nebo degrada£ni produkty, u nich® existuje podez®eni,
%e jsou ve vzorcich p°itomny na zaklad¥ p°ezkoumani zaznamenanych chromatogram- nebo
hmotnostnich spekter [5].

33



Vysokorozlizovaci hmotnostni analyzatory TOF a QqTOF ziskavaji aplné hmotnostni
spektrélni informace o vzorcich s p°esnym m¥°enim hmotnosti, které umo®-uje screening
cilovych analyt-, kvanti kaci vybranych slou£enin, potvrzeni pozitivnich nalez-, identi kaci
neznamych latek nebo metabolit- a retrospektivni analyzu i v p°ipad¥, °e nejsou k dispozici
vhodné standardy. QqTOF navic poskytuje p°esna hmotnostni spektra produktovych iont:,
kterd umoC-uji jednoznag£nou identi kaci nebo potvrzeni sloufenin, které jsou p°edm¥tem
zajmu [5, 97]. Na rozdil od QqQ umo®-uji pracovat ve dvou médech a to DDA (data-
dependent acquisition) a DIA (data-independent acquisition) [98].

Dal?im p°ikladem vysokorozlizovaciho analyzatoru je orbitrap. Orbitrap m¥°i oscilace
iont- zachycenych v elektrostatickém poli, co® umao®-uje ur£it pom¥r jejich hmotnosti a na-
boje. lonty jsou nejprve separovany p°es kvadrupodl a poté akumulovany v C-pasti. Nasledn¥
jsou odeslany do analyzatoru orbitrap, kde jsou zaznamenany frekvence jejich oscilaci. Tato
metoda poskytuje vysoké hmotnostni rozli2eni a citlivost pro analyzu sloCitych sm¥si [99].
Orbitrap Ize charakterizovat vynikajici rozli2zovaci schopnosti, vysokou citlivosti, p°’esnym
m¥°enim hmotnosti a mo®nosti MS'. V n¥kterych aplikacich je lep2i a praktickou alterna-
tivou k hmotnostnim spektrometr-m TOF a QqTOF [5, 85, 100].
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3 Experimentalni £ast

3.1 Pou°ité chemikalie
3.1.1 Rozpou?t¥dla

~ Milli-Q voda

" Voda pro LC/MS, Itrovana na 0,2 m; VWR Chemicals BDH, USA
Acetonitril  LC-MS Chromasolv ® o £istot¥ 99; 9%, VWR, USA

Metanol LC-MS Chromasolv® o £istot¥ 99;9%, VWR, USA

3.1.2 Kyseliny a zasady

~

Kyselina chlorovodikova o £istot¥ 35% Verkona

Kyselina mraven£i o £istot¥ 98% Sigma Aldrich (N¥mecko)

Kyselina citronova monohydrat o £istot¥ 99% Lach-Ner (Neratovice, fR)
Hydroxid sodny o £istot¥ 98% Penta

" Amoniak (25%), VWR chemicals

3.1.3 Soli
" EDTA/Chelaton Ill, o £istot¥ 99,7 %, Lach-Ner (Neratovice, fR)

Dodekahydrat fosforeEnanu disodného o £istot¥ 99%, Lach-Ner (Neratovice, fR)
Hexahydrat dusi£nanu ho°e£natého, VWR chemicals

DodekahydrathydrogenfosforeEnanu sodného, Lach-ner (Neratovice, fR)

3.1.4 Plyny
Argon 5.0 SIAD Czech spol. s.r.o

" Dusik 4.7 SIAD Czech spol. s.r.o.

3.1.5 Standardy Ié£iv
Tulathromycin o £istot¥  99% Sigma Aldrich (N¥mecko)

Tulathromycin A-d7, Toronto Research Chemicals (Kanada)
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3.2

~

PouCité p°istroje a pom-cky
Kapalinovy chromatograf UHPLC 1290 In nity, Agilent Technologies (USA)
- kolona Luna® Omega Polar C18 Phenomenex, (100 x 2,1 mm; 1,6m)
Generator dusiku a vzduchu, Peak Scientic Genius 3045
Hmotnostni spektrometr BRUKER EVOQ LC-TQ
Peistroj pro p°ipravu Milli-Q vody Millipore QGARD, Academic
Laboratorni analyticka digitalni vaha KERN 770
Centrifuga 5804, Eppendorf
Ultrazvukova laze- Kraintex 5
SPE extraktor, SUPELCO, Visiprep spe-12-g Baker
Koncentrator EVATERM, Labicom s.r.o.
pH metr Orion Star A215, Thermo Scienti ¢
ExtractionCatridge (SPE kolony) - HLB (6 ml, 200 mg), Chromservis (fR)
Vortex
Automatické mikropipety
Mikrost°ikafky Hamilton
Plastové centrifugaEni zkumavky 50 ml a 15 ml
St°ikagkové nylonové Itry (0,22 um), Chromservis
St°ikagky na Itrovani (2 ml)

Laboratorni odm¥rné sklo a dal?i sklen¥né i jiné b¥°né laboratorni vybaveni

PouCity software pro zpracovani a interpretaci dat
Bruker Compass HyStar version 5.1.8.1, Bruker Daltonik GmbH 2019
Bruker Daltonics MS Workstation version 8.2.1, Bruker Daltonik GmbH 2017
TASQ version 2.2. 14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018
Microsoft O ce Excel 365 MSO
LaTeX
Origin

BioRender
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3.4 Charakteristika hospoda‘stvi pro odb¥r vzork:

Hospoda°stvi bylo vybrano na zaklad¥ informaci o pou®ivani veterinarnich lé£ivych p°i-
pravk- (VLP) s obsahem tulathromycinu u telat. Jednalo se o hospoda°®stvi s chovem skotu
v kraji Vysofina, s odchovem telat. V ramci odchovu telat byla pro odb¥ry vybrana hala
rozd¥lena na 5 sekci. V ka°dé ze sekci m-%°e byt umist¥no 20 telat po odstavu.

Telata byla postupn¥ odstavena a p°evad¥na na pevnou stravu. V dob¥ studie byla
krmena pevnou krmnou sm¥si. Krmna sm¥s byla michana v mobilnim pojizdném micha&£i,
ktery krmivo zaklada do krmnych °lab-.

Byly provedeny odb¥ry trusu telat (mrvy), p°ed IéEbou a po 1é£b¥ VLP s tulathromyci-
nem v p°isluznych £asovych odstupech a z prost®edi té%e sekce i shodnych zvi°at. V2echny
odb¥ry byly provedeny pod za2titou Ust°edniho kontrolniho a zku2ebniho Gstavu zem¥d¥l-
ského (UKzUZ), pod dohledem Mgr. 'arky Polakové, Ph.D. V dob¥ odb¥r- bylo v sekci
ustajeno 18 telat, kterym byl podan tulathromycin z d-vodu bronchopneumonie. V dob¥ po-
dani VLP obsahujiciho tulathromycin (Draxxin injek£ni, drlitel rozhodnuti o registraci Zoe-
tis) m¥la telata %ivou hmotnost p°ibli°n¥ 80 kg. Davkovani VLP bylo uskuteEn¥no v souladu
s podminkami registrace, tedy dle souhrnu informaci o p°ipravku. Jednalo se o jednorazové
subkutanni podani do oblasti krku, v davce 2,5 mg tulathromycinu/kg °ivé hmotnosti, co®
odpovidalo objemu VLP 1 ml/40 kg °ivé hmotnosti telat, tj. celkem 2 ml na kus (pro 80 kg
tele) [101]. Jedno tele dostalo tedy davku 200 mg tulathromycinu.

3.5 Vzorky a modelovy pokus

Vzorky chlévské mrvy

V polovin¥ dubna (15. 4. 2024) byl na farm¥ zahajen odb¥r vzork- mrvy. V tento den byla
zarove- zahajena Ié£ba, resp. bylo provedeno jednorazové subkutanni podani VLP Draxxin
ustajenym telat-m. Vzorky mrvy byly ulo®eny do PE safk- (viz p°iloha A obrazek A.1),
ulo®eny do chladiciho boxu a v den odb¥ru p°edany do laborato®e. V laborato®i byly vzorky
uchovany v mrazicim boxu p°i teplot¥ -80°C.

Ode dne podani tulathromycinu byly dale odebirany vzorky trusu ke stanoveni rezi-
dui tulathromycinu. Den podani |éfiva byl stanoven jako den 0, vzorky byly odebirany
1.42. den po podani |é£iva. Vzorky mrvy byly odebirany z n¥kolika mist v dané sekci,
z podlahy, p°imo do PE saEku. Nelze tedy vylou£it vyskyt p°im¥si mo£i ve vzorku.

Vzorky fermentované chlévské mrvy

Na farm¥ byl ziskan vzorek mrvy k modelovému pokusu fermentace. Fermentace probihala
od 27. 3. do 28. 5. 2024 (celkem 10 tydn:). Fermentace op¥t probihala pod z&ztitou UKZUZ.

Dne 23. 3. 2024 byla na farm¥ odebrana chlévska mrva urfena k vyzrani a nasledné
aplikaci na pokusny pozemek. Mrva (17,8 kg) byla ulo®ena do sudu a 9. 4. 2024 inokulo-
vana modelovymi kmeny Escherichia coli a Staphylococcus aureugpozitivni na p°itomnost
horizontaln¥ p°enosnych gen- rezistence k makrolid-m (ermB, ermA).

Nasledujici den (10. 4. 2024) byla chlévska mrva spikovana VLP Draxxin; bylo apliko-
vano 1,8 ml [é£iva (180 mg tulathromycinu, 10,11 fw mg/kg' 67,42 dw mg/kg chlévské
mrvy) (viz p°iloha A obrazek A.2) a byl odebran vzorek pro analyzu. Tulathromycin byl
tedy procesu fermentace mrvy podroben po dobu 48 dn-.
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Fermentace probihala od 27. 3. do 28. 5. 2024, zrani mrvy tedy probihalo po dobu
10 tydn-. V pr-b¥hu zrani bylo ze sm¥si odebrano dal?ich 15 vzork-. Vzorky urfené ke sta-
noveni obsahu rezidui tulathromycinu byly ukladany do PE sa£k- nebo plastovych vzorkov-
nic (viz p°iloha A obrazek A.3) a ihned p°edany do laborato°e nebo zamrazeny na -18
a p°edany pozd¥ji. V laborato®i byly vzorky uchovany v mrazicim boxu p°i -80°C.

Modelovy pokus s aplikaci fermentovaného hnoje

Modelovy pokus byl zalo®en na pozemku zku2ebni stanice (ZS) UKzZUZ v Chrlicich (4 m)
dne 28. 5. 2024 a byl proveden pod z&ztitou pracovnik- UKZUZ (viz p°iloha A obrazek A.4).
Wzraly hn-j byl ka2ovité konzistence a mohl byt rovhom¥rn¥ aplikovan na pokusnou
plochu. Celkem bylo aplikovano 12 kg hnoje na 4 rA. Jednalo se o ru£ni aplikaci. Dva tydny
po aplikaci (10. 6. 2024) byla plocha oseta Inifkou setouGamelina sativa). Lnifka bohu®el
nevze?la, a proto byl vysev 8. 7. 2024 opakovan. Z tohoto vysevu vze2lo p°ibli°n¥ 20 % osiva
a na plo2e se zafaly rozvijet plevelné rostliny, p°edev?im 2rucha zelndPortulaca oleraceg)
a laskavec ohnuty (Amaranthus retro exus) (viz p°iloha A obrazek A.5). Vzhledem k tomu,
%e pokus ma simulovat produk£ni plochu, byly plevele ponechany.

Na ZS Chrlice je umist¥na automatickd meteostanice. Podle Udaj- z této stanice £inilo
rozp¥ti teplot od zahajeni (28. 5. 2024) do ukon£eni pokusu (2. 9. 2024) 7,0 365€, p°ifem®
pr-b¥h pr-m¥rnych dennich teplot v jednotlivych tydnech je gra cky zachycen na obrazku
A.6 v p°iloze A. Srd°kové Uhrny £inily od 54 mm v £ervenci po 129,3 mm v £ervnu. Detailni
informace o Uhrnu sralek jsou uvedeny v grafu na obrazku A.7 v p°iloze A. V m¥sicich
kv¥ten a £erven se sra°ky pohybovaly okolo dvojnasobku sra®kového normalu. Dal?i m¥sice
(Eervenec, srpen) se uhrn sra®ek pohyboval okolo b¥°ného sra°kového normalu.

Charakteristika p-dy z modelového pokusu

Na zaklad¥ analyzy vzorku Ize konstatovat, °e se jedna o p-du t¥°kou, jilovitohlinitou, s ne-
utralnim pH a vysokymi obsahy p°istupnych °ivin. Ve vzorku byly stanoveny také obsahy
celkového uhliku a dusiku. Tyto odpovidaji rozp¥ti pro ornou p-du. Pom¥r C:N je opti-
malni [102]. Souhrn agrochemickych vlastnosti p-dy je zobrazen v tabulce B.1 v p°iloze B.
Obsahy rizikovych prvk- (tabulka B.2 p°iloha B) jsou vy?2i ne® medianové hodnoty
pro orné p-dy vypo£tené z udaj- na dlouhodob¥ monitorovanych plochach (BMP) a z Regis-
tru kontaminovanych ploch. Pro uvizem¥ jsou vy2i obsahy rizikovych prvk- typické [103].

Odebrané vzorky p-dy z modelového pokusu

Prvni p-dni vzorky ke stanoveni tulathromycinu a k mikrobiologickym analyzam byly z mo-
delového pole odebrany t¥sn¥ p°ed aplikaci vyzralého hnoje a t¥sn¥ po jeho aplikaci. V2echny
vzorky byly odebrany pracovniky UKZUZ. Dal2i vzorkovani probihalo pravideln¥ v £trnac-
tidennich intervalech. Posledni analyzovany vzorek byl z 2. 9. 2024. Mikrobiologické analyzy
byly provedeny na léka°’ské fakult¥ Masarykovy univerzity (LF MU) v Brn¥.

K odb¥ru vzork- slou®il Edelman-v vrtdk. Z plochy byl odebran jeden sm¥sny vzorek,
ktery tvo®ilo 15 18 individualnich vzork-. Na mist¥ byl proveden prosev na 5 mm sit¥. Takto
upraveny vzorek byl rozd¥len na 2 (jeden pro stanoveni rezidui tulathromycinu a druhy
pro mikrobiologickou analyzu), vio®en do PE saf£k- (viz obrazek A.8 kapitola A ) a ihned
transportovan do laborato®e. Tam byly vzorky uchovany v mrazicim boxu p°i -80°C.
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3.6 Priprava zasobnich a kalibra£nich roztok-

3.6.1 Pr°iprava zasobnich roztok- standard-
P°iprava roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 1 mg/mL

Na analytickych vahach bylo nava®eno 10 mg standardu tulathromycinu. Nava°ka byla
kvantitativn¥ p°evedena do odm¥rné ba-ky o objemu 10 mL. Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥
dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Vysledna koncentrace roztoku standardu
tulathromycinu byla 1 mg/mL.

Peiprava roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 10 g/mL

Do odm¥ré ba-ky o objemu 10 mL bylo mikrost®’ikafkou Hamilton odm¥°eno 100 L
mezi®ediciho roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 1 mg/mL. Odm¥rna ba-ka
byla nasledn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Vysledna koncentrace
roztoku byla 10 g=mL.

Peiprava roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 1 g/mL

Do odm¥rné ba-ky o objemu 5 mL bylo mikrost®ikatkou Hamilton odm¥°eno 500L roztoku
standardu tulathromycinu o koncentraci 10 g/mL. Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥ dopln¥na
po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Vysledna koncentrace roztoku byla 1 g=mL.

P°iprava roztoku metabolitu tulathromycinu M1 o koncentraci 100 g/mL

Do odm¥rné ba-ky o objemu 10 mL bylo napipetovano 1,88 mL roztoku nasyntetizovaného
metabolitu tulathromycinu M1 (viz kapitola 3.7), ktery m¥l koncentraci 0,532 mg/mL.
Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Vysledna
koncentrace roztoku byla 100 g/mL.

Peiprava roztoku metabolitu tulathromycinu M1 o koncentraci 10 g/mL

Do odm¥rné ba-ky o objemu 10 mL bylo napipetovano 0,188 mL roztoku nasyntetizovaného
metabolitu tulathromycinu M1 (viz kapitola 3.7), ktery m¥l koncentraci 0,532 mg/mL.
Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Vysledna
koncentrace roztoku byla 10 g/mL.

P°iprava roztoku metabolitu tulathromycinu M1 o koncentraci 1 g/mL

Do odm¥rné ba-ky o objemu 5 mL bylo mikrost®ikatkou Hamilton odm¥°eno 500L roz-

toku metabolitu tulathromycinu o koncentraci 10 g/mL. Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥
dopin¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Vyslednd koncentrace roztoku byla
1 g/mL.

P°iprava roztoku izotopicky znaEeného vnit°niho standardu
tulathromycinu-d7 o koncentraci 100 g/mL

Nava‘ka 1,0 mg izotopicky znaEeného vnit°niho standardu tulathromycinu-d7 byla rozpu?-
t¥na v malém mno°stvi Milli-Q vody a nasledn¥ kvantitativn¥ p°evedena do odm¥rné ba-ky
0 objemu 10 mL a dopln¥na Milli-Q vodou. Vysledna koncentrace roztoku byla 100 g/mL.
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P°iprava zasobniho roztoku izotopicky znaEeného vnit°niho standardu
tulathromycinu-d7 o koncentraci 10 g/mL

Do odm¥rné ba—ky o objemu 5 mL bylo mikrost®ikatkou Hamilton odm¥°eno 500L mezi®e-
diciho roztoku izotopicky znaEeného vnit°niho standardu tulathromycinu-d7 o koncentraci
100 g/mL. Odm¥rna ba—ka byla nasledn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou. Vysledna
koncentrace roztoku byla 10 g=mL.

3.6.2 Prciprava kalibraEnich roztok-

Z p°ipraveného zasobniho roztoku tulathromycinu a jeho metabolitu tulathromycinu M1
o koncentracich 1 g/mL nebo 10 g/mL byly do 2 mL vialek p°ipraveny kalibraEni roz-
toky o koncentracich 0,5; 1, 2,5, 5; 10; 25; 50; 10; 250; 500 ng/mL. Jako rozpou2t¥dlo byl
vyulit v p°ipad¥ p-dy metanol nebo v p°ipad¥ mrvy Milli-Q voda (v°dy stejna rozpou?t¥dla

v jakych se nachazely analyzované vzorky). Ke ka®dému kalibraEnimu roztoku bylo p°idano
5 L izotopicky znaEeného vnit°niho standardu (IS) tulathromycinu-d7 z p°ipravené sm¥si
10 g/mL, aby vysledna koncentrace IS £inila 50 ng/mL.

3.6.3 Prciprava zasobnich roztok- pufr-
P°iprava Mcllvainova pufru o pH 2,6

Pro p°ipravu Mcllvainova pufru o pH 2,6 bylo nava®eno na analytickych vahach 3,91 g do-
dekahydratu hydrogenfosforeEnanu sodného a 9,36 g monohydratu kyseliny citronové. Ob¥
nava°ky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba-ky o objemu 500 mL. Odm¥rn& ba-ka
byla dopin¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°eni hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 2,6+ 0,1.

Peiprava fosfatového pufru o pH 3,0

Pro p°ipravu fosfatového pufru o pH 3,0 bylo nava®eno na analytickych vahach 13,6 g
dihydrogenfosforeEnanu draselného a tato nava®ka byla kvantitativn¥ p°evedena do odm¥rné
ba—ky o objemu 500 mL. K této nava®ce bylo p°idano 0,675 mL 85% kyseliny trihnydrogen

fosforeEné. Odm¥rna ba-ka byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°eni hodnoty pH
bylo provedeno pH metrem. Hodnota pH pufru byla stanovena na 3,6t 0,1.

P°iprava Mcllvainova pufru o pH 4,0

Pro p°ipravu Mcllvainova pufru o pH 4,0 bylo nava®eno na analytickych vahach 13,82 g do-
dekahydratu hydrogenfosforeEnanu sodného a 6,46 g monohydratu kyseliny citrbnové. Ob¥
nava’ky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba-ky o objemu 500 mL. Odm¥rna ba-ka
byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°eni hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 4,0+ 0,1

P°iprava Mcllvainova pufru o pH 6,0

Pro p°ipravu Mcllvainova pufru o pH 6,0 bylo nava®eno na analytickych vahach 11,83 g do-
dekahydratu hydrogenfosforeEnanu sodného a 1,78 g monohydratu kyseliny citrébnové. Ob¥
nava‘ky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba-ky o objemu 500 mL. Odm¥rna ba-ka
byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°eni hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 6,0+ 0,1.
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P°iprava Mcllvainova pufru o pH 8,0

Pro p°ipravu Mcllvainova pufru o pH 8,0 bylo nava®eno na analytickych vahach 34,82 g do-
dekahydratu hydrogenfosforeEnanu sodného a 0,28 g monohydratu kyseliny citronové. Ob¥
nava’ky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba-ky o objemu 500 mL. Odm¥rn& ba-ka
byla dopin¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°eni hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 8,0+ 0,1.

3.6.4 Pciprava ostatnich zasobnich roztok-

Peiprava roztoku 10% hydroxidu sodného

Do odm¥rné ba-ky o objemu 25 mL bylo napipetovano 8,33 mL 30% hydroxidu sodného.
Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou.

Peiprava roztoku 17,5% kyseliny chlorovodikové

Odm¥rna ba-ka o objemu 25 mL byla z poloviny dopln¥na Milli-Q a do ni bylo napipetovano
12,5 mL 35% kyseliny chlorovodikové. Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥ dopln¥na po rysku
Milli-Q vodou.

Peiprava 2,5% roztoku amoniaku

Objem 0,5 ml 25% amoniaku byl napipetovan do odm¥rné ba-ky o objemu 5 ml, ktera byla
z poloviny dopln¥na Milli-Q vodou, a ta byla nasledn¥ dopin¥na Milli-Q vodou po rysku.
Peiprava dusiEnanu ho°e£natého o koncentraci 0,5 g/ml

Na analytickych vahach bylo nava®eno 250 g Mg(NQ), 6 H,O. Nava’ka byla kvantitativn¥
p°evedena do odm¥rné ba-ky o objemu 500 mL. Odm¥rna ba-ka byla doln¥na po rysku
Milli-Q vodou.

P°iprava roztoku 0,1% kyseliny mraven£i v metanolu

Do odm¥rné ba-ky o objemu 200 mL bylo napipetovano 0,2 mL 98% kyseliny mraven£i.
Odm¥rna ba-ka byla nasledn¥ dopin¥na po rysku metanolem.

P°iprava roztoku 0,1% amoniaku v metanolu

Do odm¥rné ba-ky o objemu 200 mL bylo napipetovano 0,8 mL 25% amoniaku. Odm¥rna
ba—ka byla nasledn¥ dopln¥na po rysku metanolem.

41



3.7 Priprava metabolitu tulathromycinu M1

Na zaklad¥ ji° publikovaného postupu hydrolyzy tulathromycinu ve studii [6] byl p°ipra-
ven jeho metabolit tulathromycin M1 (TLM). Postup hydrolyzy byl nasledn¥ optimali-
zovan. Konkrétn¥ byly optimalizovany parametry jako molarni pom¥r HCl:tulathromycin
(p°i 60 °C, po dobu 1 hod), teplota a doba reakce/hydrolyzy (viz tabulka 3.1). Pro ka°dy
parametr byly vedy p°ipraveny 2 opakovani. Po provedeni hydrolyzy byl ka°dy p°ipraveny
vzorek neutralizovan pomoci 10% roztoku NaOH, 500x z°ed¥n a p°ed analyzou pomoci
nylonového ltru (0,22 m) p°eltrovan do 2 mL vialky. Takto p°ipravené vzorky byly
analyzovany pomoci optimalizované LC/MS metody (viz kapitola 3.10).

Tabulka 3.1: Optimalizované parametry pro p°ipravu tulathromycinu M1

fislo parametru Parametr Provedeni
0,10
0,25
0,50
1 Molarni poms¥r 0,75
HCl:tulathromycin 1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
50
2 Teplota 60
[°C] 70
80
0,5
3 Délka reakce 1,0
[hod] 1,5
2,0

42



3.7.1 \Vysledny optimalizovany postup p°ipravy tulathromycinu M1

Na zaklad¥ provedeni a vyhodnoceni (viz kapitola 4.1) byly stanoveny nejvhodn¥j2i parame-
try hydrolyzy. Pomoci t¥chto parametr- byl sestaven optimalizovany postup pro p°ipravu
metabolitu tulathromycinu M1 (viz obrazek 3.1)

Do PE zkumavky (50 mL) bylo napipetovano 5,0 mL roztoku tulathromycinu o kon-
centraci 10 mg/mL a 590 L roztoku 17,5% HCI, aby molarni pom¥r HCl:tulathromycin
byl 5:1

Vysledny roztok byl ponechan po dobul,5 hodiny v ultrazvuku vyh°atém na 80 °C

Po uplynuti reakfni doby byl roztok neutralizovan p°idavkem 1,125 mL roztoku
10% NaOH

" Nasledn¥ byl roztok 500x z°ed¥n

1 mL roztoku takto nasyntetizovaného tulathromycinu M1 byl p°e Itrovan pomoci
nylonového Itru (0,22 m) do 2 mL vialky a byla provedena UHPLC-MS analyza
(viz kapitola 3.10)

Obrazek 3.1: Optimalizovany postup p°ipravy metabolitu tulathromycinu M1
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3.8 Chlévska mrva

3.8.1 Optimalizace extrakEniho postupu pro stanoveni rezidui tulathro-
mycinu z chlévské mrvy

Pro optimalizaci stanoveni rezidui tulathromycinu z chlévské mrvy byl modi kovan postup,
ktery byl vyvinut v laborato®i environmentalni analyzy na VUT FCH a byl publikovan
v £lanku [75]. Postup metody byl modi kovan tak, °e jako extrakEni rozpou2t¥dla bylo vyu-
%to 5 mL ACN s 5 mL Mcllvainova pufru pH 6. Proto®e mrva je jednodu??i matrice ne® p-da
a v mrv¥ se také p°edpokladalo nam¥°eni vy22ich koncentraci rezidui tulathromycinu byl
vynechan krok s SPE p°efi2t¥nim a zakoncentrovanim.

Jeliko® modi kovany postup m¥l dostate£nou vyt¥°nost (viz kapitola 4.2) nebylo pot°eba
optimalizovat dal?i parametry a byla provedena validace metody.

3.8.2 Vysledny optimalizovany postup pro stanoveni tulathromycinu
z chlévské mrvy

Na zaklad¥ provedeni a vyhodnoceni (viz kapitola 4.2) byl stanoven vhodny postup metody
extrakce pro extrakci rezidui tulathromycinu z chlévské mrvy (viz obrazek 3.2):

" Do PE zkumavky o objemu 50 mL bylo nava®eno 1,0 g vzorku chlévské mrvy

K nava’enému vzorku bylo napipetovano 5 mL Mcllvainova pufru pH 6 a 5 mL ACN
Vzorek se vortexoval po dobu 30 s

Sm¥s byla vlo®ena do ultrazvuku p°i 35°C po dobu 10 minut

Sm¥s se vloCila do centrifugy p°i 4 800 rpm po dobu 8 minut

Supernatant byl odlit

Nasledovalo druhé kolo celé extrakce, se stejnym objemem extrakEnich rozpou?t¥del
(5 mL pufru + 5 mL ACN)

Oba supernatanty byly slity dohromady
1 mL supernatantu byl p°e ltrovan p°es nylonovy ltr (0,22 m) do 2 mL vialky

" Prob¥hla analyza pomoci UHPLC-MS (viz kapitola 3.10)
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3.8.3 Priprava validace optimalizované metody stanoveni rezidui tulathro-
mycinu z chlévské mrvy

U optimalizovaného postupu extrakEni metody stanoveni tulathromycinu z chlévské mrvy
byly vyhodnoceny nasledujici parametry ILoD (instrumentalni limity detekce), ILoQ (in-
strumentalni limity kvanti kace), MLoD (limity detekce metody), MLoQ (limity kvanti -
kace metody), vyt¥°nosti na r-znych extrakEnich hladinach (recovery rate, RR), opakovatel-
nost metody (relative standard deviation, RSD) a matri£ni efekty (ME) (viz kapitola 4.4).
A to tak, e byl nav&®en 1,0 g chlévské mrvy do 50 mL zkumavky a tato mrva byla obohacena
o tulathromycin a tulathromycin M1. Do zkumavek bylo konkrétn¥ p°idano 50, 100 a 250,
500 L roztoku tulathromycinu a tulathromycinu M1 v metanolu o koncentraci 10 g/mL
a také 250 a 500 L roztoku tulathromycinu a tulathromycinu M1 v metanolu o koncentraci
100 g/mL. Zkumavky byly p°es noc ponechany otev°ené, aby do2lo k odpa°eni metanolu
a navazani tulathromycinu na matrici. Takto p°ipravend mrva tedy obsahovala 500, 1 000,
2 500, 5 000, 25 000, 50 000 ng/g tulathromycinu a tulathromycinu M1. Vzorek s kon-
krétni koncentraci byl vedy nachystan £ty°ikrat. P°ipravené vzorky byly nasledujici den
extrahovany pomoci ji° optimalizované metody (viz kapitola 3.8.1) a p°ed analyzou obo-
haceny o interni standard (IS) tulathromycin-d7, aby koncentrace tulathromycinu-d7 byla
50 ng/mL.

Byly p°ipraveny roztoky pro kalibrafEni zavislost, ktera se skladala z 10 kalibra£nich bod-
o koncentracich 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 250,0 a 500,0 ng/mL tulathromy-
cinu a tulathromycinu M1. Ka°dy kalibra£ni bod obsahoval tulathromycin-d7 o koncentraci
50 ng/mL. Pomoci stejné extrakEni metody se p°ipravilo 6 slepych (blank) vzork:. Vzorky
byly poté analyzovany pomoci optimalizované metody UHPLC-ESI-TQ (viz kapitola 3.10).
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3.9 P.da

3.9.1 Optimalizace extrakEniho postupu pro stanoveni rezidui tulathro-
mycinu z p-dy

Na zaklad¥ ji° vyzkou2ené extrakEni metody s SPE p°efi2t¥nim pro analyzu dr-be®i pode-
stylky a p-dy byl vybran extrakfni postup, ktery byl vyvinut v laborato®i environmentélni
analyzy na VUT FCH a byl publikovan v £lanku [75]. Tento postup byl nasledn¥ optimali-
Zovan pro extrakci tulathromycinu z p-dy.

Proto®e vybrany extrakEni postup [75] byl vyvinut pro jinou t°idu antibiotik ne® jsou
makrolidy (konkrétn¥ pro uorochinilony), ukazalo se, °e pro stanoveni rezidui tulathromy-
cinu ma tém¥° nulovou vyt¥°nost. Proto byly stanoveny parametry, které byly postupn¥ op-
timalizovany. Nejprve byla vyzkou2ena r-zna extrakeni rozpou?t¥dla (bez SPE p°e£i?t¥ni),
dale r-zné variace pH loadingu na HLB kolonky a nasledn¥ také r-zna eluEni rozpou2t¥dla.
V2echny prvotni optimalizované parametry jsou shrnuty v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Optimalizované parametry pro extrakci tulathromycinu z p-dy |

Parametr Provedeni parametru
5 mL ACN + 5 mL Milli-Q vody
5 mL MeOH + 5 mL Milli-Q vody
5 mL MeOH + 5 mL fosfatovy pufr pH 3,0
Stejny | 5 mL ACN + 5 mL fosfatovy pufr pH 3,0
objem | 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 2,6
druhé 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 4,0
extrakce | 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 6,0
5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 8,0
5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 2,6
5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 4,0
5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 6,0
Extrakeni 5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 8,0
rozpou?t¥dla 0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
+ 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 2,6
+ 4,8 mL Mg (NO3)> 6H,0 (c = 0,5 g/mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
PoloviEni | + 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 4,0
objem | + 4,8 mL Mg(NO3), 6H,0 (c = 0,5 g/mL)
druhé | 0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
extrakce | + 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 6,0
+ 4,8 mL Mg (NO3), 6H,0 (c = 0,5 g/mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
+ 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 8,0
+ 4,8 mL Mg (NO3)2, 6H,0 (c = 0,5 g/mL)

pH loadingu | pH 3,0
na SPE bez upravy (pH 5,10)
kolonku pH 8,0
ElugEni 0,1% FA v MeOH
roztok 100% MeOH
po SPE 0,1% NH; v MeOH
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Jeliko® i po optimalizaci zmin¥nych parametr- dochazelo k problém-m ve vyt¥°nosti
a opakovatelnosti metody s SPE p°e£i2t¥nim (viz kapitola 4.3.2), bylo p°istoupeno k variant¥
bez SPE a postupovalo se dle nasledujicich bod-:

Extrakce fungovala dob°e v zasaditém pH, respektive pH 8 (viz kapitola 4.3.1)

Kv-li zakoncentrovani neni vhodné pouCiti soli, nebo” dochazi k vysraeni; proto
je vhodné vyhnout se pou®iti pufr-

P°i odpa®ovani pro zakoncentrovani vzorku, je lep?i pouCiti organickych rozpouzt¥del
ne® vodnych

Aby byly dodreeny zmin¥né body, byly zvoleny dv¥ varianty extrakEnich rozpou2t¥del
(0,1% NHsz v MeOH a 0,1% NH; v ACN). Amoniak tvo°i zasadité prost°edi bez pouCiti soli.
A jako vhodné rozpou2t¥dlo pro rekonstituci vzorku po odpa’eni, za G£elem zakoncentrovani
analytu, byly vyzkou2eny t°i r-zna rozpou2t¥dla. Optimalizované parametry jsou shrnuty
v tabulce 3.3.

Tabulka 3.3: Optimalizované parametry pro extrakci tulathromycinu z p-dy Il

Parametr Provedeni parametru
Extrakeni 0,1% NH; v MeOH
rozpouzt¥dlo 0,1% NH; v ACN
Rozpou?t¥dlo | 0,1% FA v MeOH
pro rekonstituci | MeOH
vzorku 0,1% NH; v MeOH
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3.9.2 Vysledny optimalizovany postup pro stanoveni tulathromycinu z p-dy

Na zaklad¥ provedeni a vyhodnoceni (viz kapitola 4.3) byly stanoveny nejvhodn¥j?i para-
metry extrakce. Pomoci t¥chto parametr- byl sestaven optimalizovany postup pro extrakci
rezidui tulathromycinu z p-dy (viz obrazek 3.3):

" Do PE zkumavky o objemu 50 mL bylo nava®eno 2,0 g vzorku p-dy
K nava®enému vzorku bylo napipetovano 5 mL 0,1% NH v MeOH
Vzorek se vortexoval po dobu 30 s

Smy¥s byla vlo®ena do ultrazvuku p°i 35°C po dobu 10 minut

Sm¥s se vlo%ila do centrifugy p°i 6 000 rpm po dobu 10 minut
Supernatant byl p°e Itrovan pomoci nylonového Itru (0,22 m)

Nasledovalo druhé kolo celé extrakce se stejnym objemem extrakEniho rozpou2t¥dla

Supernatant byl op¥t p°e Itrovadn pomoci nylonového Itru (0,22 m) a oba superna-
tanty byly slity dohromady

" Odpa°eno pod dusikem (p°i 40°C)

Odpa’eny vzorek byl rozpu?t¥n v 1 mL 0,1% NH; v MeOH

Vzorek byl p°e ltrovan p°es nylonovy Itr (0,22 m) do 2 mL vialky
Prob¥hla analyza pomoci UHPLC-MS (viz kapitola kapitola 3.10)
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3.9.3 Priprava validace optimalizované metody stanoveni rezidui tulathro-
mycinu z p-dy

U optimalizovaného postupu extrakEni metody stanoveni tulathromycinu z p-dy byly vy-
hodnoceny nasledujici parametry ILoD (instrumentalni limity detekce), ILoQ (instrumen-
talni limity kvanti kace), MLoD (limity detekce metody), MLoQ (limity kvanti kace me-
tody), vyt¥°nosti na r-znych extrakfnich hladinach (recovery rates, RR), opakovatelnost
metody (relative standard deviation, RSD) a matriEni efekt (ME) (viz kapitola 4.4). A to tak,
% byly nava®eny 2,0 g p-dy do 50 mL zkumavky a tato p-da byla obohacena o tulathromy-
cin a tulathromycin M1. Do zkumavek bylo konkrétn¥ p°idano 50, 100, 150, 200 a 400L roz-
toku tulathromycinu a tulathromycinu M1 v metanolu a koncentraci 1  g/mL. Zkumavky
byly p°es noc ponechany otev°ené, aby do2lo k odpa’eni metanolu a navazani tulathro-
mycinu na matrici. P-da tedy obsahovala 25, 50, 75, 100, 150, 200 ng/g tulathromycinu
a tulathromycinu M1. Vzorek s konkrétni koncentraci byl vedy nachystan £ty°ikrat. P°ipra-
vené vzorky byly nasledujici den extrahovany pomoci ji° optimalizované metody (viz ka-
pitola 3.9.1) a p°ed analyzou obohaceny o interni standard (IS) tulathromycin-d7, aby
koncentrace tulathromycinu-d7 byla 50 ng/mL.

Byly také p°ipraveny roztoky pro kalibrafEni zavislost, ktera se skladala z 10 kalibra£-
nich bod- o koncentracich 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 250,0 a 500,0 ng/mL
tulathromycinu a tulathromycinu M1 v metanolu. Ka°dy kalibraEni bod také obsahoval
tulathromycin-d7 o koncentraci 50 ng/mL. Pomoci stejné extrakEni metody se p°ipravilo
také 6 slepych (blank) vzork-. Vzorky byly nasledn¥ analyzovany pomoci optimalizované
metody UHPLC-ESI-TQ (viz kapitola 3.10).
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3.10 Optimalizovana metoda pro kvantitativni stanoveni tu-
lathromycinu

Pro kvantitativni stanoveni koncentrace tulathromycinu a jeho metabolitu ve v2ech vzorcich

byla pouCita optimalizovana metoda UHPLC-ESI-TQ. Konkrétni parametry metody jsou

uvedeny v tabulce 3.4, 3.5 a 3.6. Kvantitativni analyza byla zam¥°ena na izomer A i B,
celkova koncentrace tulathromycinu tedy zahrnuje oba dva izomery jako jejich sumu.

Tabulka 3.4: Parametry optimalizované metody pro UHPLC

UHPLC parametry

Objem nast®iku 10 |

Pr-tok mobilni faze | 0,5 mI min?

Teplota 35°C

Mobilni faze A: 0,1 % FA ve vod¥
B: Acetonitril

Gradient mobilni faze

t [min] B [%]

0,0 10

0,5 10

13,00 65

13,10 95

15,00 95

15,50 10

Oplach jehly ACN:H,0 90:10

s 1% FA (2 min)

Tabulka 3.5: MS Parametry nastaveni iontového zdroje

MS parametry iontového zdroje
lontovy zdroj Elektrosprej (HESI)
Nap#¥ti elektrospreje 5000V
lonizaEni méd Pozitivni (ESI+)
Pr-tok pomocného plynu 15 a.u.
Teplota pomocného plynu 600 °C
Pr-tok suziciho plynu 25 a.u.
Teplota suziciho plynu 250°C
Zml°ovaci plyn 45 a.u.
Aktivni odtah ON
Re®im scanu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr
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Tabulka 3.6: MRM p°echody pro tulathromycin, jeho izotopicky zna£eny vnit°ni standard
a pro metabolit tulathromycin M1 (vEetn¥ izomerii A i B)

MRM RT Prekurzorovy Produktovy Kolizni
Analyt p°echod | (min) iont iont energie
(m/z) (m/z) (eV)
tulathromycin A kvant. 3,5 806,6 577,1 20
kval. 3,5 403,8 72,2 20
kval. 3,5 403,8 116,2 20
kval. 3,5 403,8 158,0 20
kval. 3,5 403,8 230,0 10
tulathromycin B kvant. 2,0 806,6 577,1 20
kval. 2,0 403,8 72,2 20
kval. 2,0 403,8 116,2 20
kval. 2,0 403,8 158,0 20
kval. 2,0 403,8 230,0 10
tulathromycin A d7 kvant. 3,5 407,6 79,3 10
kval. 3,5 407,6 116,0 20
kval. 3,5 407,6 158,0 20
tulathromycin B d7 kvant. 2,0 407,6 79,3 10
kval. 2,0 407,6 116,0 20
kval. 2,0 407,6 158,0 20
tulathromycin A M1 kvant. 2,4 289,0 72,1 20
kval. 2,4 289,0 98,0 20
kval. 2,4 289,0 116,0 20
kval. 2,4 289,0 158,0 10
kval. 2,4 289,0 231,0 10
tulathromycin B M1 kvant. 1,2 289,0 72,1 20
kval. 1,2 289,0 98,0 20
kval. 1,2 289,0 116,0 20
kval. 1,2 289,0 158,0 10
kval. 1,2 289,0 231,0 10

3.11 Analyza realnych vzork-

Vzorky odebrané chlévské mrvy a vzorky fermentované chlévské mrvy byly extrahovany
optimalizovanou metodou pro stanoveni rezidui tulathromycinu z chlévské mrvy (viz kapi-
tola 3.8.2 a nasledn¥ analyzovany pomoci optimalizované metody pro kvantitativni stano-
veni pomoci UHPLC-MS (viz kapitola 3.10). Pro v2echny vzorky byla provedena analyza
ve 3 opakovéanich.

Vzorky p-dy z modelového pokusu byly extrahovany optimalizovanou metodou pro
stanoveni rezidui tulathromycinu z p-dy (viz kapitola 3.9.1) a nasledn¥ analyzovany pomoci
optimalizované metody pro kvantitativni stanoveni pomoci UHPLC-MS (viz kapitola 3.10).
Pro v2echny vzorky byla provedena analyza ve 3 opakovanich.

53



4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace metody p°ipravy metabolitu tulathromy-
cinu M1

Optimalizované parametry postupu p°ipravy tulathromycinu M1 jsou uvedeny v tabulce 3.7.
Whodnoceni vzork- bylo provedeno v programu TASQ pomoci ploch piku tulathromycinu
M1 a nezreagovaného tulathromycinu. Vysledny optimalizovany postup je uveden v kapi-
tole 3.7.1 a na obrazku 3.1.

4.1.1 Optimalizace molarnich pom¥r- tulathromycin : HCI

Pro optimalizaci byly vyu®ity molarni pom¥ry 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00
a 5,00. Reakce byly vedy provad¥ny p°i 60°C a po dobu 1 hod. Vyt¥°nosti pro poucité
molarni pom¥ry jsou zobrazeny v grafu na obrazku 4.1. Konkrétni hodnoty vyt¥°nosti jsou
uvedeny v tabulce B.3 (viz p°iloha B).

Z vysledk- je patrné, °e p°i pouCiti v¥t2iho molarniho pom¥ru se vyt¥°nost zvy2ovala.
Lze tedy °ici, °e p°i p°itomnosti vy22iho nadbytku HCI se vyt¥°nost zvy2uje. Nejvy?2i vy-
t¥°nost reakce byla p°i pouiti nejv¥t2iho molarniho pom¥ru, konkrétn¥ 5,00. P°i vyuCiti
tohoto molarniho pom¥ru bylo dosa®eno vyt¥°nosti tém¥° a® 98 %.

P°i reakci tulathromycinu s HCI dochazi ke kyselé hydrolyze, kde je od2t¥pena kladiné-
zova £ast molekuly tulathromycinu. P°i nadbytku HCI je v reakEni sm¥si p°itomno vice mo-
lekul HCI které mohou atakovat molekulu tulathromycinu. fim vice molekul HCI, tim v¥t2i
je pravd¥podobnost sra°ek molekul HCI s molekulou tulathromycinu. Dle Le Chatelierova
principu p°ebytek HCI posune rovnovahu sm¥rem ke vzniku produktu tulathromycinu M1.
Proto byla nejvy22i vyt¥°nost detekovana p°i nejv¥t2im nadbytku HCI.

V ji° provedené studii [6], kde bylo dosa®eno vyt¥°nosti hydrolyzy nad 95 %, byla
pro nejlep?i vyt¥°nost poucita 2 mol/L HCI (objem nebyl ve studii uveden). Ve studii
se vyt¥°nost pohybovala nad 95 %, kdy po 120 min zafala klesat pod 90 %. Vyt¥°nost
p°i vyu®iti 2 mol HCI byla ve studii stabiln¥j2i, ne® p°i vyuliti 3 mol/L HCI, kde bylo
dosa’eno vyt¥°nosti také nad 95 %, ov2em ji° po 30 min vyt¥°nost klesla pod 90 %. Poda’ilo
se tedy dosahnou tém¥° stejnych vyt¥°nosti, ale v porovnani s d°ive provedenou studii
nedochazelo p°i pouCiti reakEniho pom¥ru 5,00 k degradaci b¥hem reak£niho £asu 1 hod.
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Obrazek 4.1: Graf vyt¥°nosti p°ipravy tulathromycinu M1 p°i r-znych molarnich pom¥rech
tulathromycin : HCI

4.1.2 Optimalizace teploty a doby reakce

Pro optimalizaci byly vyuCity teploty 50, 60, 70 a 80 °C a reak£ni doby 0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 hod.
Vyt¥°nosti pro pouCité teploty a doby reakce jsou zobrazeny v contour grafu na obrazku 4.2.
Konkrétni hodnoty vyt¥°nosti jsou uvedeny v tabulce B.4 (viz p°iloha B).

Z grafu je patrné, °e pokud je reakEni teplota vy??3i nebo rovna 70°C a zarove- je re-
akeni doba del2i nebo rovna 1,5 hod, vyt¥°nost reakce je vy22i jak 90 %. Nejvy2?i vyt¥°nost
vykazovala doba reakce po dobu 1,5 hod p°i 80C. Tato kombinace parametr- vykazovala
tém¥° 100% vyt¥°nost. Pro p°ipravu tulathromycinu M1 byla zvolena optimalni kombinace
teploty 80 °C, ktera zajistila vyt¥°nost vedy nad 99 %, a doby reakce 1,5 hod, ktera p°ed-
stavuje nejkrat?i mo°ny £as pro dosa’eni maximalni vyt¥°nosti. Del?i doba reakce vedla
k malému sni®eni vyt¥°nosti.

S ohledem na ji°® zmin¥nou studii [6], ze které byl postup replikovan, nebyla prokazana
degradace tulathromycinu M1 p°i vy?3j teplotach a del2i dob¥ reakce. Ve studii je zmin¥no,
%e p°i vy?3i teplot¥ se tulathromycin M1 rozkladal rychleji a jeho vyt¥°nost klesla pod 90 %
za 60 min p°i 70 a 80°C a za 120 min p°i 60°C. Vzhledem k tomu, °e tulathromycin M1
se rychle rozklada p°i teplot¥ 70°C nebo vy?i, byla ve studii zvolena teplota hydrolyzy
60 °C.
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Obrazek 4.2: Graf vyt¥°nosti p°ipravy tulathromycinu M1 p°i r-znych teplotach a dobach
reakce
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4.2 Optimalizace metody extrakce tulathromycinu z chlév-
ské mrvy

Jeliko® modi kovany extrakEni postup (viz kapitola 3.8.1) z publikované studie [75] m¥l
velmi vysokou vyt¥°nost, nebylo dale nutné optimalizovat parametry extrakEniho postupu
a nasledovala validace metody, jeji® vysledky jsou zobrazeny v kapitole 4.4. VWhodnoceni
vzork- bylo provedeno v programu TASQ pomoci kalibraEni k°ivky. Koncentrace rezidui
tulathromycinu byla stanovena jako suma izomer- A i B na £erstvou vahu (fw) chlévské
mrvy. Vysledky vyt¥°nosti pro zkou?ku extrakce um¥le naspikované £erstvé chlévské mrvy
jsou zobrazeny v grafu na obrazku 4.3. Vyt¥°nost na extrakEnich hladinach 1 fw g/g

a 25 fw g/g se pohybovala od tém¥° 60 do 150 %.

Obrazek 4.3: Graf vyt¥°nosti modi kované extrakEni metody rezidui tulathromycinu z mrvy
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4.3 Optimalizace metody extrakce tulathromycinu z p-dy

Optimalizované parametry postupu extrakce rezidui tulathromycinu jsou uvedeny v tabul-
kach 3.2 a 3.3 v kapitole 3.9.1. Whodnoceni vzork- bylo provedeno v programu TASQ
pomoci kalibragni k°ivky. Koncentrace rezidui tulathromycinu byla stanovena jako suma
izomer- A i B na £erstvou vahu (fw) p-dy. Vysledny optimalizovany postup je uveden
v kapitole 3.9.2 a na obrazku 3.3.

4.3.1 Optimalizace extrakEnich rozpou2t¥del

Pro optimalizaci extrakEnich rozpou2t¥del bylo vyzkou2eno 16 extrakEnich sm¥si, neboli
extrakEnich medii (EM) viz tabulka 4.1. Stanovené vyt¥°nosti pro pou®ité EM jsou vid¥t
v grafu na obrazku 4.4 (slo®eni extrakEnich medii je zobrazeno v tabulce 4.1) a konkrétni
nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.6 (viz p°iloha B). Dle nham¥°enych dat m¥ly
nejvy2?3i vyt¥°nost EM, které vyu®ivaly kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA), ACN,
2,5% roztok NHg, roztok Mg(NO3), 6H,0 (c = 0,5 g/mL) a Mcllvain-v pufr. Naopak nu-
lovou vyt¥°nost m¥ly ob¥ media vyulivajici kombinaci organického rozpou?t¥dla s Milli-Q
vodou (EM1 a EM2), n¥které z medii vyuivajici ACN jako organické rozpou2t¥dlo v kombi-
naci s Mcllvainovym pufrem (EMS5, pro tulathromycin také EM8, EM7) a media vyu®ivajici
kombinaci MeOH a kyselej2i Mcllvainovy pufry (EM9, EM10, EM11). Nevy?i vyt¥°nost

z EM vyuPivajici pouze organické rozpou?t¥dlo a Mcllvain-v pufr m¥ly kombinace s pou®i-
tim pufru pH 8.

Proto®e p-vodni extrakEni postup ze studie [75] vyu®ival stejnou extrakEni sm¥s jako
je EM15, ukazalo se, °e neni problém s vyt¥°nosti u extrakEnich rozpou2t¥del, ale p°edevzim
u n¥kterych z parametr- SPE p°e£i2t¥ni. Z toho d-vodu byly dale optimalizované parametry
SPE p°efi2t¥ni (viz kapitola 3.9.1 a 4.3.2).

Ve studiich, kde byl analyzovan tulathromycin [6, 11] nebo jina makrolidova antibio-
tika [76, 77, 78], nebyly vyulity takto komplexni sm¥si rozpou2t¥del, jeliko® ve studiich
byly analyty extrahovany p°edev2im ze zvi°ecich tkani, jako svalovina, tuk, jatra a dal?i.
P-.da jako matrice pro stanoveni tulathromycinu a jinych makrolidovych antibiotik vy-
%aduje jiné podminky extrakce, jako nap°iklad p°itomnost EDTA, které nebylo pou‘ito
v %adné ze zmin¥nych studii, aby se p°ede?lo tvorb¥ komplex- antibiotik s kationty p°itom-
nymi v p-d¥ (Ca?*, Mg?*). EDTA bylo pouito nap°®iklad ve studiich [74, 75], kde byly
analyzovany nap°®. sulfonamidy, tetracyklin, uoroquinolony v p-d¥. Ve studiich zmin¥nych
v tabulce 2.3 (kapitola 2.6) bylo vyuCito 2iroké spektrum kombinace rozpou?t¥del, co® uka-
zuje na speci cké parametry pro konkrétni stanovované analyty v r-znych matricich, kdy
je velmi d-le®ité zvolit vhodnou kombinaci rozpou2t¥del, ktera dokale extrahovat analyty
z komplexni matrice.
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Obrazek 4.4: Graf vyt¥°nosti extrakce pro r-zna extrakeni rozpou2t¥dla

Tabulka 4.1: Slo®eni extrakEnich rozpou2t¥del podle oznafeni

Provedeni | Ozna£eni | Slo®eni extrakEni sm¥si
EM1 5 mL ACN + 5 mL Milli-Q vody
EM2 5 mL MeOH + 5 mL Milli-Q vody
EM3 5 mL ACN + 5 mL fosfatovy pufr pH 3,0
Stejny EM4 5 mL MeOH + 5 mL fosfatovy pufr pH 3,0
objem EM5 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 2,6
druhé EM6 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 4,0
extrakce EM7 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 6,0
EM8 5 mL ACN + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 8,0
EM9 5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 2,6
EM10 5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 4,0
EM11 5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 6,0
EM12 5 mL MeOH + 5 mL Mcllvain-v pufr pH 8,0
0,6 g EDTA+ 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
EM13 + 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 2,6
+ 4,8 mL Mg (NO3), 6H,0 (c = 0,59 /mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
Polovifni EM14 + 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 4,0
objem + 4,8 mL Mg (NO3)2 6H>0 (c = 0,5 g/mL)
druhé 0,6 g EDTA+ 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
extrakce EM15 + 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 6,0
+ 4,8 mL Mg (NO3), 6H,0 (c = 0,5 g/mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3
EM16 + 7,5 mL Mcllvain-v pufr pH 8,0

+ 4,8 mL Mg (NO3), 6H,0 (c = 0,5 g/mL)
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4.3.2 Optimalizace pH loadingu a eluEnich rozpou2t¥del u SPE p°e£i2t¥ni

Pro optimalizaci pH loadingu a eluf£nich rozpou2t¥del u SPE p°efi2t¥ni byly vyzkou2eny t°i
varianty pH pro naneseni vzorku: pH 3, bez upravy pH a pH 8 (viz tabulka 3.2). Stanovené
vyt¥°nosti pro r-zné kombinace pH loadingu a elu£nich rozpou2t¥del u SPE kolonek jsou
vid¥t v heatmap grafech na obrazku 4.5 pro tulathromycin a 4.6 pro tulathromycin M1.
Konkrétni nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.7 (viz p°iloha B). Dle nam¥°enych
dat m¥ly nejvy2?i vyt¥°nost pro tulathromycin i tulathromycin M1 kombinace pH loadingu

8 s 0,1% FA jako eluEnim rozpou2t¥dlem.

Afkoli se vyt¥°nost pohybovala velmi vysoko, u varianty, kdy m¥l vzorek nana2eny
na SPE kolonky pH 8, dochazelo k vytvo°eni sra®eniny a bylo velmi t¥°ké nanést cely ob-
jem vzorku na SPE kolonku. Filtrace vzorku p°ed nanesenim na SPE kolonku byla velmi
zdlouhava a nebyla bohuel dostate£n¥ U£inna. Metoda s vyulitim SPE by v tomto p°i-
pad¥ nebyla dostate£n¥ spolehliva, jeliko® by mohlo dochazek k ucpani SPE kolonek je2t¥
p°ed nanesenim celého objemu vzorku. Z tohoto d-vodu bylo nutné vyvinout extrakeni
metodu bez SPE p°efi2t¥ni.

Obrazek 4.5: Graf vyt¥°nosti pro tulathromycin u optimalizovanych parametr- loadingu
a eluce z SPE kolonek
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Obrazek 4.6: Graf vyt¥°nosti pro tulathromycin M1 u optimalizovanych parametr-
loadingu a eluce z SPE kolonek
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4.3.3 Optimalizace extrakEnich organickych rozpou2t¥del

Pro optimalizaci extrakEnich organickych rozpou2t¥del byly vyzkou2eny dv¥ rozpou2t¥dla
MeOH a ACN (viz tabulka 3.3). Stanovené vyt¥°nosti pro ob¥ organicka rozpou?t¥dla jsou
vid¥t v grafech na obrazku 4.7 a konkrétni nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.8
(viz p°iloha B). Dle nam¥°enych dat m¥l o mnoho vy?2?j vyt¥°nost roztok 0,1% NH; v MeOH.
Hodnoty vyt¥°nosti se pohybovaly okolo 100 %. Potvrdila se tedy teorie, °e tulathromycin
bude lépe rozpustny v zasaditém organickém rozpou2t¥dle, jak bylo zmin¥no v kapitole
3.9.1 na zaklad¥ vysledk- z kapitoly 4.3.1.

Obrazek 4.7: Graf vyt¥°nosti organickych rozpou2t¥del
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4.3.4 Optimalizace rozpou?t¥del pro rekonstituci vzorku

Pro optimalizaci rozpou2t¥del pro rekonstituci vzorku byly vyzkou2eny t°i rozpou2t¥dla
0,1% NHz v MeOH, £isty MeOH a 0,1% FA v MeOH (viz tabulka 3.3). Stanovené vyt¥°nosti
v2ech rozpouzt¥del pro rekonstituci vzorku jsou vid¥t v grafech na obrazku 4.8 a konkrétni
nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.9 (viz p°iloha B). Dle nam¥°enych dat m¥l
nepatrn¥ vy vyt¥°nost 0,1% NHj3 v MeOH. Ta se pohybovala okolo 50 % pro oba dva
analyty.

To °e vyt¥°nost nep°esahovala 50 % mohlo byt zp-sobeno sorpci tulathromycinu a jeho
metabolitu na sklo, kdy se v laborato®i pro odpa’eni pouCivaly sklen¥né vialky. Z toho d--
vodu bylo také zvoleno zasadité pH extrakEniho rozpou2t¥dla. Sorpce tulathromycinu na
sklo byla ji° prokdzana ve studii [6], kde je uvedeno, °e jak tulathromycin A, tak tulathromy-
cin M1 A m¥ly tendenci se sorbovat na povrch skla, zejména v neutralnich podminkéach,
jako je metanol/voda (1:1, v/v) a metanol. U tulathromycinu A v metanolu/vod¥ (1:1,
v/v) nebo metanolu do?lo k absorpci ihned po jejich p°iprav¥ ve sklen¥nych zkumavkach
ve srovnani s PP zkumavkami.

Obrazek 4.8: Graf vyt¥°nosti rozpou2t¥del pro rekonstituci vzorku
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4.4 \alidace extrakEnich metod

Pro optimalizované extrakEni postupy (viz kapitola 3.8.2 a 3.9.2 ) byly stanoveny instru-
mentalni limity detekce (ILoD), neboli nejni®? koncentrace analytu, ktera m-°e byt ve
vzorku detekovana, pomoci rovnice 4.1

ILoD =6 Sb'g”k; (4.1)

a instrumentalni limity kvanti kace (ILoQ), neboli nejni®?i koncentrace analytu, kterou
Ize spolehliv¥ kvanti kovat, pomoci rovnice 4.2 [104, 105].

Sblank .
b’

kde spiank j€ sm¥rodatna odchylka odezvy v matriEnim blanku vzorku ab je sm¥rnice
kalibra£ni p°imky [104, 105]. V p°ipad¥ MLoD a MLoQ byly tyto limity p°epo£itany na fw
chlévské mrvy a p-dy.

Byly také stanoveny vyt¥°nosti (RR, recovery rate) p°i extrakfnich hladinach 500, 1 000,
2 500, 5 000, 25 000 a 50 000 ng na 1 g chlévské mrvy a 25, 50, 75, 100 a 200 na 1 g p-dy
(viz tabulka 4.2 a 4.2).

Dale byla také vypo£itana opakovatelnost metody (relative standard deviation, RSD)
podle rovnice 4.3 a matriEni efekty (ME) dle rovnice 4.4.

ILoQ =9 (4.2)

RSD = "R (4.3)
XRR

kde Rrr je sm¥rodatna odchylka vyt¥°nosti axgr je pr-m¥r vyt¥°nosti.

_ Amatrix blank
ME Apure solvent 100 (4.4)
kde Amatrix blank  j€ plocha spikovaného (50 ng/mL tulathromycinu) blanku matriniho
extraktu £isté p-da a Apyre solvent j€ plocha spikovaného (50 ng/mL tulathromycinu) blanku
Eistého rozpou?t¥dla (metanol nebo Milli-Q voda).
Nam¥°ena data byla vyhodnocena pomoci programu TASQ. V2echny vysledky jsou uve-
deny v tabulce 4.2 a 4.3.
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Tabulka 4.2: Vysledky validace extrakEni metody stanoveni tulathromycinu
a tulathromycinu M1 z chlévské mrvy

tulathromycin tulathromycin M1
ILoD [ng ml 1] 4,3 0,8
ILoQ [ng ml 1] 13,0 2,3
MLoD [ng g 1] 86 12
MLoQ [ng g 1] 260 46
RR 500 ngg * [%] 42+ 4 34+ 1
RR 1 000 ngg ! [%] 55+ 2 69+ 11
RR 2 500 ngg ! [%] 67+3 96+ 3
RR 5 000 ngg ! [%] 73t1 88+ 6
RR 25 000 ngg * [%] 76+ 2 83t 4
RR 50 000 ngg ! [%] 87+ 3 70+ 4
Inter-day RSD [%] 4 6
ME [%] 59 81

Tabulka 4.3: Vysledky validace extrakEni metody stanoveni tulathromycinu
a tulathromycinu M1 z p-dy

tulathromycin tulathromycin M1
ILoD [ng ml 1] 4,3 0,8
ILoQ [ng ml 1] 13,0 2,3
MLoD [ng g 1] 2,15 0,4
MLoQ [ng g 1] 6,5 1,15
RR 25 ngg ? [%] 46+ 1 12+ 10
RR 50 ngg ! [%)] 38+ 3 31+ 3
RR 75 ngg ! [%] 37+1 42+ 3
RR 100 ngg ! [%] 39+2 531
RR 200 ngg ! [%] 49+ 13 59+ 15
Inter-day RSD [%)] 9 25
ME [%0] 90 125
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4.5 Analyza realnych vzork-

4.5.1 Koncentrace rezidui tulathromycinu v chlévské mrv¥

Vzorky pro stanoveni rezidui tulathromycinu v chlévské mrv¥ byly extrahovany pomoci ji°
optimalizované extrakEni metody (viz kapitola 3.8.2 a obrazek 3.2). Whodnoceni vzork:
bylo provedeno v programu TASQ pomoci kalibraEni k°ivky s vyuitim izotopicky zna-
£eného vnit°niho standardu tulathromycinu-d7. Koncentrace rezidui tulathromycinu byla
stanovena jako suma izomer- A i B a p°epo£tena na suchou vahu chlévské mrvy (dw), kde
suZina tvo®ila v pr-m¥ru 15 + 3 %. Konkrétn¥ byly analyzovany vzorky, které byly odebi-
rany b¥hem 1 42 dn- od subkutélniho podani Ié£iva Draxxin osmnacti telat-m na pokusné
farm¥. VWysledky jsou zobrazeny v grafu na obrazku 4.9 a konkrétni nam¥°ené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce B.10 (viz p°iloha B).

Obrazek 4.9: Koncentrace rezidui tulathromycinu v chlévské mrv¥ (tulathromycin M1 nebyl
detekovan)

Ve v2ech vzorcich chlévské mrvy byl kvanti kovan tulathromycin, konkrétn¥ v rozmezi
1,58,8 dw mg/kg. Z nam¥°enych vysledk: Ize sledovat nejvy?i p°itomnou koncentraci
tulathromycinu v chlévské mrv¥ hned prvni den po aplikaci |é£iva telat-m, konkrétn¥
8,8+ 0,7 dw mg/kg chlévské mrvy. Od 5. dne od aplikace IéEiva se koncentrace tulathro-
mycinu postupn¥ sniovala na 2,89+ 0,09 dw mg/kg. Od 5. do 42. dne se koncentrace
tulathromycinu v chlévské mrv¥ pohybovala okolo relativn¥ konstantnich hodnot. Tato kon-
centrace antibiotika v jednotkdch mg/kg neni vyjimkou. B¥°n¥ se koncentrace antibiotik
v mrv¥ pohybuji mezi 1 a 10 mg/kg (mg/L) [31]. V n¥kterych p°ipadech, jako je fina,
se mohou nachéazet a°® stovky mg/kg [32].
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Produkt metabolismu tulathromycinu tulathromycin M1 nebyl v chlévské mrv¥ dete-
kovan. V p°ede?ych studiich [1, 6] byl tulathromycin M1 detekovan p°edevzim ve tkanich
skotu, jako jsou svaly tuk a jatra, nebo ve °lufi. Je tedy mo°né, °e tulathromycin M1
je v t¥le dale p°em¥-ovan na jiny metabolit a a® nasledn¥ je vyloufen exkrementy z t¥la
skotu. Je také uvad¥no [1], °e mén¥ jak 10 % celkové davky tulathromycinu je metabolizo-
vano na produkty. V t¥chto 10 % ma svoje zastoupeni tulathromycin M1. Je tedy mo°né,
%e tulathromycin M1 se vylufuje ve velmi malém mnao°stvi, které je v chlévské mrv¥ t¥°ko
detekovatelné.

AE nelze urfit p°esné procento vylouEeného mno®stvi tulathromycinu, jeliko® nebyla
urfena p°esna hmotnost celkovych exkrement: telat, nam¥°ené vysledky potvrzuji studie
metabolismu tulathromycinu u skotu [1], které ukazuiji, °e p°ibli°n¥ 48 % davky bylo vylou-
£eno mo£i a stolici b¥hem prvnich p¥ti dn- po subkutannim podani. P°ibli°n¥ 19 % davky
se vyluEovalo pomaleji b¥hem nésledujicich 42 dn..

Nam¥°ena data byla statisticky zpracovana. Konkrétn¥ byl vypo£itan Pearson-v kore-
laEni koe cient (r) a stanovenap-hodnota (p). Pro zji2t¥ni korelace koncentrace tulathro-
mycinu v chlévské mrv¥ s celkovou dobou od podani IéEiva, kdy byly odebirany vzorky,
byly vysledné hodnoty stanoveny nar = -0,564 a p = 0,008. Podle vypo£itané hodnotyr
je zde pozorovana st°edn¥ silnd a° silnd negativni korelace a naznafuje tak trend sni®o-
vani koncentrace v £ase. S ohledem na vypo£itanquthodnotu je tato korelace statisticky
vyznamna, jelika® p < 0,05.

Pro vyluEovani tulathromycinu b¥hem 42 dn- byly také sestrojeny kinetické rovnice nul-
tého, prvniho a druhého °adu. Z graf- kinetickych rovnic na obrazcich A.9, A.10 a A.11 (viz
p°iloha A) je patrné, °e nebylo ma®°né data prolo®it ani v jenom z p°ipad- linearni zavislosti.
Ze v2ech nam¥°enych dat pro 42 dn- tedy nelze stanovit kinetiku vyluEovani tulathromy-
cinu telaty. Tuto skute£nost potvrzuje také zmin¥né statistické ov¥°eni { = -0,564), které
°ikd, °e je zde st°edn¥ silnd a° silna negativni korelace, ovzem hodnota korelaEniho koe ci-
entu nespada do rozmezi, které je obvykle pova®ovano za silné, kde pro silnou korelaci musi
byt spin¥na podminkar 2 ( 0;75;0 75)). A£koli tedy existuje mirny vztah mezi dobou
po podani tulathromycinu a jeho koncentraci v trusu, mohou koncentraci ovliv-ovat i jiné
faktory a sila korelace neni dostate£n¥ vysoka, aby znamenala p°imou, silnou zavislost.

Pokud bychom uva®ovali pouze koncentrace tulathromycinu nam¥°ené ve vzorcich ode-
branych b¥hem prvnich 10 dn-, vysledny koe cient by odpovidal silné negativni kore-
laci mezi koncentraci tulathromycinu v chlévské mrv¥ a dobou od aplikace |é£iva, jeliko®
r =0,920 atedyr 2 ( 0;75;0 75) a ukazuje na prudky pokles koncentrace v £ase. Tento
vztah je také statisticky vyznamny, jeliko® p < 0,0001 a tedy p < 0,05. To naznafuje, %
b¥hem 10 dn- od podani lé£iva se rostoucim £asem sni°uje koncentrace tulathromycinu, co®
naznafuje p°edvidatelny vzorec degradace nebo eliminace v pr-b¥hu £asu 10 dn-.

Pro vylufovani tulathromycinu b¥hem 10 dn- byly tedy sestrojeny kinetické rovnice
nultého, prvniho a druhého °adu. Z graf- kinetickych rovnic na obrazcich A.12, A.13 a 4.10
(viz p°iloha A) je patrné, °e nejvy2i shodu modelu s experimentalnimi daty vykazuje graf
pro kinetickou rovnici 2. °adu (viz obrazek 4.10), co® potvrzuje velmi vysokym koe cien-
tem determinace R? = 0,979. Z kinetické rovnice vyplyva, % s rostoucim £asem dochazi
k postupnému sni®ovani koncentrace tulathromycinu v chlévské mrv¥, p°iEem® rychlost
odbouravani klesa s klesajici koncentraci latky. Tento typ kinetiky je typicky pro procesy,
kde dochazi k vyznamné interakci molekul nebo kde se U£innost odbouravacich mechanism-
m¥ni v zavislosti na koncentraci substratu.
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Obrazek 4.10: Graf zavislosti 1/koncentrace tulathromycinu v chlévské mrv¥ na dob¥
od aplikace Draxxinu b¥hem 10 dn-

V biologickém kontextu to znamend, °e tulathromycin je v t¥le telat odbouravan re-
lativn¥ rychle p°i vy2ich koncentracich bezprost°edn¥ po aplikaci, zatimco v pozd¥j2ich
fazich, kdy koncentrace klesne, se odbouravani zpomaluje.

4.5.2 Koncentrace rezidui tulathromycinu ve fermentované mrv¥

Vzorky pro stanoveni rezidui tulathromycinu ve fermentované chlévské mrv¥ byly extra-
hovany pomoci ji° optimalizované extrakEni metody (viz kapitola 3.8.2 a obrazek 3.2).
Whodnoceni vzork- bylo provedeno v programu TASQ pomoci kalibragni k°ivky s vy-
ulitim izotopicky znafEeného vnit°niho standardu tulathromycinu-d7. Koncentrace rezidui
tulathromycinu byla stanovena jako suma izomer- A i B a p°epo£tena na suchou vahu
fermentované chlévské mrvy (dw), kde su2ina tvo®ila v pr-m¥ru 23 £+ 4 %. Konkrétn¥ byly
analyzovany vzorky, které byly odebirany b¥hem 0 48 dn- od zahajeni fermentace um¥le
kontaminované chlévské mrvy. Vysledky jsou zobrazeny v grafu na obrazku 4.11 a konkrétni
nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.11 (viz p°iloha B).

V pr-b¥hu procesu fermentace byly nam¥°eny koncentrace tulathromycinu v rozmezi
28,2 53,9 dw mg/kg. Po uplynuti v2ech 48 dn- byla koncentrace tulathromycinu stanovena
na 41,0+ 0,8 dw mg/kg. Toto mno°stvi odpovida p°ibli°n¥ 78 % pofate£ni koncentrace.
Je zde tedy vid¥t, °e se £ast tulathromycinu ve fermentované mrv¥ rozlo®ila, ovzem U£innost
degradace tulathromycinu nebyla vysoka. Podminky zna£n¥ ovliv—uji GEinnost procesu a tu-
lathromycin ma také velkou tendenci vazat se na vykaly [1]. V porovnanim s odbornymi
publikacemi [46], kde uvad¥ji Ufinnost odstran¥ni antibiotik (erythromycinu) fermentaci
vice ne® 90 %, je z°ejm¥ tulathromycin v mrv¥ vice perzistentni a nepodléha tolik degra-
daf£nim reakcim.
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Obrazek 4.11: Koncentrace rezidui tulathromycinu ve fermentované chlévské mrv¥
(tulathromycin M1 nebyl detekovan)

Produkt metabolismu tulathromycinu tulathromycin M1 nebyl ve fermentované chlévské
mrv¥ detekovan. P°i fermentaci pravd¥podobn¥ nebyly p°itomny stejné podminky, jako
p°i metabolizaci tulathromycinu v t¥le skotu, a nebyly p°itomny ani vhodné podminky
pro nap°iklad kyselou hydrolyzu, diky ni° tento metabolit vznika.

Nam¥°ena data byla statisticky zpracovana. Pro zji2t¥ni zm¥n koncentrace tulathromy-
cinu ve fermentované mrv¥ b¥hem 48 dn- byla pou®ita one-way repeated measures ANOVA
(jednosm¥rna ANOVA s opakovanymi m¥°enimi). Analyza prokazala statisticky vyznamny
vliv £asu na koncentraci, F(1,30; 2,60) = 12,76 a p = 0,047, co® nazna£uje, °e hladiny
tulathromycinu se b¥hem sledovaného obdobi vyznamn¥ m¥nily.

Jeliko® byl prokazan statisticky vyznamny vliv £asu na koncentraci, byl vypo£itan také
Pearson-v korelagni koe cient (r) a stanovenap-hodnota (p). Pro zji2t¥ni korelace mezi
koncentraci tulathromycinu ve fermentované chlévské mrv¥ a dobou fermentace byly vy-
sledné hodnotyr = -0,349 a p = 0,015. VWpo£itand hodnotar znamena slabou a° st°edn¥
silnou negativni korelaci, jeliko®r 2 ( 0;75;0, 75). S rostoucim po£tem dni méa tedy kon-
centrace tulathromycinu ve fermentované mrv¥ tendenci klesat. S ohledem na vypo£itanou
p-hodnotu je tato korelace v2ak statisticky vyznamna, jelika® p < 0,05. Vysledky tedy uka-
zaly statisticky vyznamnou negativni korelaci, co® znamena, °e s prodluCujici se dobou
fermentace klesa koncentrace tulathromycinu. A£koli sila korelace byla mirna, vztah byl
konzistentni a vyznamny na hladin¥ 0,05. Viysledky také nazna£uji, °e doba fermentace ma
m¥°itelny vliv na rozklad tulathromycinu.

Pro degradaci tulathromycinu byly také sestrojeny kinetické rovnice nultého, prvniho
a druhého °adu. Z graf- kinetickych rovnic na obrazcich A.14, A.15 a A.16 (viz p°iloha A)
je patrné, °e nebylo mao®°né data prolo®it ani v jenom z p°ipad- linearni zavislosti. Z nam¥-
°enych dat tedy nelze stanovit kinetiku degradace tulathromycinu b¥hem fermentace. Tuto
skute£nost potvrzuje také zmin¥né statistické ov¥°enir( = -0,349;p = 0,015), které °ika,
% je zde sice statisticky vyznamna, ale pouze mirnar( = -0,349) negativni korelace.
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Vzhledem k G£innosti fermentace, ktera nedosahovala ani 25 %, neni provedena fermen-
tace vhodna metoda pro odstran¥ni tulathromycinu z chlévské mrvy. U£innost fermentace
by bylo mo®né zvyz2it optimalizaci danych podminek, jako je doba fermentace, teplota nebo
poucité mikroorganismy. Dal?i metodou by mohlo byt nap®iklad aerobni zpracovani. Na-
vic p°esto®e se °ada studii zam¥°uje na odstra~ovani antibiotik ze statkovych hnojiv, jen
velmi omezeny po£et praci se zabyva degradaEnimi drahami a analyzou vznikajicich meta-
bolit-, které mohou z-stat biologicky aktivni. Tento p°istup by poskytl komplexn¥j2i pohled
na danou problematiku.

4.5.3 Koncentrace rezidui tulathromycinu v p-d¥ z modelového pokusu

Vzorky pro stanoveni rezidui tulathromycinu v p-d¥ z modelového pokusu byly extraho-
vany pomoci ji° optimalizované extrakEni metody (viz kapitola 3.9.2 a obrazek 3.3). W-
hodnoceni vzork- bylo provedeno v programu TASQ pomoci kalibra£ni k°ivky s vyuCitim
izotopicky znaEeného vnit°niho standardu tulathromycinu-d7. Koncentrace rezidui tulathro-
mycinu byla stanovena jako suma izomer- A i B a p°epo£tena na suchou vahu p-dy (dw),
kde suzina tvoila v prrm¥ru 80 + 5 %. Konkrétn¥ byly analyzovany vzorky, které byly
odebirany p°ed aplikaci fermentované mrvy a 0 97 dn- od aplikace kontaminované fermen-
tované chlévské mrvy na pokusné pole. Vysledky jsou zobrazeny v grafu na obrazku 4.12
a konkrétni nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.12 (viz p°iloha B).

Obrazek 4.12: Koncentrace rezidui tulathromycinu v p-d¥ z modelového pokusu
(tulathromycin M1 nebyl detekovan)

Koncentrace tulathromycinu v mrv¥ p°ed aplikaci byla 42,0 0,8 dw mg/kg. B¥hem 97
dn-, kdy probihal experiment, byly nam¥°eny koncentrace tulathromycinu v p-d¥ v roz-
mezi 25,7 40,3 dw g/kg. Koncentrace antibiotik v rozmezi g/kg a® mg/kg jsou b¥°n¥
uvad¥ny po aplikaci statkovych hnojiv, biosolid- £i zavlaze p°efi2t¥nou odpadni vodou [34].
Studie sledujici perzistenci makrolid- v p-d¥ ukazala polof£asy rozpadu od 5 do 27 dni,
p°i£emP koncentrace roxithromycinu z-stala stabilni. Tyto hodnoty se v2ak li2i v zavislosti
na vlastnostech p-dy, klimatu a experimentalnich podminkach [106].
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V pr-b¥hu t¥chto 97 dn- nebylo pozorovano vyrazné sni®eni koncentrace tulathromy-
cinu, které by bylo mo®né p°isoudit degradaci tulathromycinu, zvy2eni teplot, £i odplavu
vlivem nam¥°enych sré°ek na stanici UKZUZ (viz obrazek 4.13). P°i pH p-dy 7 je tulathro-
mycin vhledem k jeho K 5 jen velmi malo ionizovan a jeho neutralni forma je mén¥ mobilni
v terestrickém prost°edi [1].

Stejn¥ jako u vzork- mrvy a fermentované mrvy nebyl tulathromycin M1 v p-d¥ dete-
kovan. Stejn¥ jako p°i fermentaci nebyly z°ejm¥ v p-dnim ekosystému dosaeny podminky,
které by degradovaly tulathromycin prav¥ na tento metabolit.

Nam¥°ena data byla statisticky zpracovana. K posouzeni zm¥n koncentrace tulathromy-
cinu v p-d¥ b¥hem 97 dn- byla pouCita one-way repeated measures ANOVA (jednosm¥rna
ANOVA s opakovanymi m¥°enimi). Analyza neodhalila °adny vyznamny vliv £asu na trove-
koncentrace, F (4,90; 68,63) = 0,538;p = 0,601. Rozdily v nam¥°enych koncentracich byly
tedy statisticky nevyznamné.To naznafuje, °e koncentrace tulathromycinu z-stala po celou
dobu studie relativn¥ stabilni

Pro korelaci mezi koncentraci tulathromycinu v p-d¥ a sra°kami byl stanoven Pearson-v
korelagni koe cient. Pro vypo£et korelace byla pouita suma sra®ek, které spadly na pokusné
pole p°ed odb¥rem p°isluzného vzorku, a hodnoty koncentrace tulathromycinu nam¥°ené
pro p°isluzny vzorek. Hodnoty pro r a p byly stanoveny nar = 0,094 a p = 0,661. Hodnota
r nenaznatuje tém¥° °adnou linearni korelaci a hodnotg navic °ika, °e tato zavislost neni
statisticky vyznamnd. Statisticky nevyznamna korelace mezi koncentraci tulathromycinu
a srakami potvrzuje, °e nebylo pozorovano rapidni sni®eni koncentrace tulathromycinu
v p-d¥ b¥hem experimentu. Z pohledu statistiky nemaji sra°ky vyznamny vliv na mobilitu
tulathromycinu v terestrickém prost°edi. Vysledky jsou také v souladu s literaturou, ktera
hovo°i, °e makrolidy jsou v p-d¥ perzistentni a malo mobilni [106].

Pro degradaci tulathromycinu v p-d¥ byly také sestrojeny kinetické rovnice nultého,
prvniho a druhého °adu. Z graf- kinetickych rovnic na obrazcich A.17, A.18 a A.19 (viz p°i-
loha A) je patrné, °e nebylo mo®né data prolo®it ani v jenom z p°ipad- linearni zavislosti.
Z nam¥°enych dat tedy nelze stanovit kinetiku degradace tulathromycinu v p-d¥. Tuto
skute£nost potvrzuje také zmin¥né statistické ov¥°eni pomoci one-way repeated measures
ANOVA, které naznafuje, °e koncentrace tulathromycinu z-stala po celou dobu studie re-
lativn¥ stabilni.

Obrazek 4.13: Graf sra®ek a koncentrace tulathromycinu v p-d¥ b¥hem experimentu
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4.6 Geny antibiotické rezistence v p-d¥

Pro jednotlivé vzorky p-dy byly vypo£itany koe cienty rizik ( RQ) podle rovnice 4.5.

MEC

RQ= pNEC
kde MEC je nam¥°ena koncentrace tulathromycinu v p-d¥ a PNEC je p°edpokladana
koncentrace bez U£ink:, pro tulathromycin je dostupné pouze PNEC yaer = 0,04 g/L
[107]. Pro hodnoty PNEC s, byl nutny p°epofet dle rovnice 4.6 [75]. Vysledna hodnota
pro PNECgg Vv p°ipad¥ tulathromycinu a p-dy z modelového pokusu byla vypo£itana
na 0,02 g/kg.

(4.5)

kde PNECyater je ji°© zmin¥nd p°edpokladana koncentrace bez Gfink- ve vod¥ K4 je
distribu£ni koe cient v p-d¥ a vod¥, ktery byl pro tulathromycin v p-d¥ z modelového
pokusu vypo£itan pomoci rovnice 4.7 a nabyva hodnoty 0,4 L/kg.

Kg= Koc TOC; (4.7)

kde K oc pro tulathromycin ma hodnotu 22,6 (logK oc = 1,354 [108]) a pro p-du z mode-
lového pokusuTOC = 1;77 % (viz tabulka B.1 p°iloha B).

Klasi kace podle RQ umao°®-uje se°adit IéEivé p°ipravky na zaklad¥ jejich potencialniho
rizika pro Civotni prost®edi p°i dané koncentraci (tj. vysledk- PEC/PNEC). Podle RQ jsou
latky °azeny jako p°ipravky s nevyznamnym (RQ 0;1), nizkym (0;1 <RQ 1;0),
st’ednim (1,0 < RQ 10) nebo vysokym rizikem pro °ivotni prost°edi (RQ > 10)
[109].

Vypo£itané RQ pro jednotlivé dny od aplikace mrvy jsou zobrazeny v tabulce 4.4RQ
nabyvaly velmi vysokych hodnot, konkrétn¥ 1927 2519, to je ovlivn¥no zejména velmi malou
hodnotou PNEC yater pro tulathromycin, v porovnani s PNEC yater Ostatnich antibiotiky
(P N ECWa\tererythromycin =1 g/k91 PNEC water tetracyclineine =1 g/kg [110])1 a nam¥°enou
vysokou koncentraci tulathromycinu v p-d¥.

V p-d¥ byly m¥°eny geny AMR, konkrétn¥ ermA, ermB, ermF, ermT a ermQ. Kon-
krétni charakteristika gen- je zobrazena v tabulce B.13 (p°iloha B). Tyto geny byly také
m¥°eny v tulathromycinem obohacené fermentované mrv¥, kterd byla aplikovana na p-du.
V aplikované fermentované mrv¥ byly p°itomny pouze genyermA, ermB a ermF.

Navzdory tomu, °¢ RQs pro v2echny odebirané vzorky p-dy byly nadm¥rn¥ vysoké,
rezistentni geny ermB a ermF, byly p°itomny zejména ihned po aplikaci kontaminované
fermentované mrvy a genyermB je2t¥ 13. a 41. den po aplikaci. v dal2im dnech nebyly
p°itomny °4dné geny AMR. Navzdory velmi vysokym RQs tedy nedochazelo ke vzniku
dalzich gen- AMR.

Jak je vid¥t v grafu 4.14 6 tydn- po aplikaci mrvy nebyly p°itomny ani bakterie E. coli,
ktera nebyly rezistentni k erythromycinu. To nasv¥d£uje tomu, % v p-d¥ nebyly vhodné
podminky pro rozvoj mikroorganism-, tedy ani k 2i°eni gen- AMR. To m-%e byt zp-sobeno
vysokou koncentraci tulathromycinu v p-d¥, ktera byla pro bakterie toxicka, £emu® by na-
sv¥d£ovaly vysoké hodnotyRQs a také fakt, °e na pokusném poli nevze?y zaseté plodiny.
Jisty vliv. mohou mit nap°iklad vy koncentrace rizikovych prvk- v p-d¥ (viz tabulka B.2
v p°iloha B).
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Tabulka 4.4: VWpo£itané RQs ve srovnani s p°itomnymi geny AMR (data z LF
Masarykovy univerzity [101])

Doba od aplikace RQ Pr-kaz gen- rezistence
[den] [[1 | ermA | ermB | ermF | ermT | ermQ
fermentovand mrva X + + + - -

0 (p°ed aplikaci) 0 - - - - -

0 (po aplikaci) 1927 - + + - -
13 2229 - + - - -
27 2519 - - - - -
41 1607 - + - - -
55 1834 - - - - -

Obrazek 4.14: Graf po£tu E.coli stanoveny v jednotlivych odb¥rech polniho pokusu
(HCCA-Harlequin ® chromogenic coliform agar; +ery suplementovany erythromycinem
(data z LF Masarykovy univerzity [101])
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5 Zav¥r

Tématem této diplomové prace byla problematika spojena s vyskytem antibiotik v %ivotnim
prost°edi, konkrétn¥ v chlévské mrv¥ a v p-d¥, a s nim spojena rizika jako je p°edev2im
antimikrobidlni rezistence bakterii.

Proto®e antibiotika jsou z t¥la vyluEovana nejen jako mate°ska slou£enina, ale také jako
metabolity, byla optimalizovdna metoda pro syntézu metabolitu tulathromycinu, konkrétn¥
tulathromycinu M1. Tento metabolit Ize p°ipravit pomoci kyselé hydrolyzy. V této metod¥
byl optimalizovan molarni pom¥r tulathromycinu : HCI a také doba reakce. Vysledna opti-
malizovana metoda m¥la vyt¥°nost p°es 99 %.

Pro kvantitativni stanoveni rezidui tulathromycinu byly optimalizované dv¥ extrakeni
metody stanoveni, pro extrakci tulathromycinu z chlévské mrvy a z p-dy. Vysledné optima-
lizované metody byly nasledn¥ validovany, byly stanoveny ILoD, ILoQ, MLoD, MLoQ, RR,
RSD a ME p°i r-znych koncentra£nich hladinach. Tyto optimalizované a validované metody
byly nasledn¥ pouCity na extrakci realnych vzork- chlévské mrvy, fermentované chlévské
mrvy a p-dy z modelového pokusu. Vzorky byly vedy analyzovany pomoci optimalizované
metody na UHPLC-ESI-TQ.

Na vzorcich chlévské mrvy bylo zkoumano vylu£ovani tulathromycinu po jednorazovém
subkutannim podani léfiva 18-ti telat-m. Nejvy2i koncentrace tulathromycinu byla za-
znamenana prvni den po aplikaci, nasledn¥ koncentrace klesala a od 5. dne se ustalila na
relativn¥ konstantni Grovni a° do 42. dne. Metabolit tulathromycinu, tulathromycin M1,
nebyl v chlévské mrv¥ detekovan. Statisticka analyza ukazala st°edn¥ silnou negativni kore-
laci mezi koncentraci tulathromycinu a dobou po aplikaci, p°ifem® b¥hem prvnich 10 dn-
byla pozorovana silna negativni korelace, co® nazna£uje rychly pokles koncentrace v tomto
obdobi. Kineticka analyza vylu£ovani tulathromycinu b¥hem prvnich 10 dn- ukazala, °e nej-
lep?i shodu s experimentalnimi daty vykazuje kinetika 2. °adu, co® naznafuje zpomalujici
se odbouravani latky v t¥le telat.

Vzorky fermentované chlévské mrvy byly analyzovany za Ufelem sledovani koncentrace
tulathromycinu b¥hem 48denni fermentace. Vysledky experimentu ukazaly, °e b¥hem fer-
mentace kontaminované chlévské mrvy dochazelo ke statisticky vyznamnému, av2ak pouze
£aste£nému poklesu koncentrace tulathromycinu. Po 48 dnech fermentace se koncentrace
sniila p°ibli°n¥ na 78 % p-vodni hodnoty, p°ifem® nebyl detekovan metabolit tulathromy-
cin M1. Statisticka analyza potvrdila slabou a° st°edn¥ silnou negativni korelaci mezi dobou
fermentace a koncentraci antibiotika, avZak nebylo mo°né stanovit jasnou kinetiku degra-
dace. Vzhledem k nizké G£innosti fermentace p°i odstran¥ni tulathromycinu Ize konstatovat,
% fermentace v provedenych podminkach neni vhodnou metodou pro jeho eliminaci z chlév-
ské mrvy. Optimalizace podminek fermentace £i vyuCiti jinych metod, nap°iklad aerobniho
zpracovani, by mohly U£innost degradace zvy?it. Zarove- se ukazuje pot°eba detailn¥j2iho
studia degrada£nich drah a identi kace potencialn¥ biologicky aktivnich metabolit-, které
mohou z-stat v prost°edi zachovany.
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Po aplikaci kontaminované fermentované chlévské mrvy na p-du byly v ramci 97denniho
sledovani zji2t¥ny koncentrace tulathromycinu v rozmezi 25,7 40,3ug/kg su2iny, p°iEem?
nebyl detekovan jeho metabolit tulathromycin M1. Statistickd analyza (ANOVA a Pear-
sonova korelace) neprokazala °adny vyznamny vliv £asu ani sra°ek na zm¥ny koncentrace,
co® naznafuje vysokou perzistenci a nizkou mobilitu tulathromycinu v p-d¥. Tato stabi-
lita m-°e souviset s neutralni formou latky p°i pH p-dy z modelového pokusu. Rovn¥°
nebyla prokazana vhodna kineticka rovnice, kterd by popisovala jeho transport v terestric-
kém prost°edi. VWysledky tak potvrzuji, °e tulathromycin je v p-d¥ malo mobilni a obti°n¥
degradovatelny.

Pro hodnoceni rizika tulathromycinu v p-d¥ byly vypofitany RQs, které dosahovaly
extrémn¥ vysokych hodnot vlivem vysokych koncentraci tulathromycinu a nizké hodnoty
PNECater pro tulathromycin. P°esto se geny antimikrobidlni rezistence €rmA, ermB,
ermF) v p-d¥ vyskytovaly jen kratce po aplikaci a pozd¥ji vymizely, stejn¥ jako bakte-
rie E. coli. Vysledky nazna£fuji, °e vysoké koncentrace tulathromycinu mohly byt toxické
pro mikroorganismy a branily 2i°eni rezistence, p°iEem? sv-j vliv. mohly mit i dal?i faktory,
jako nap’iklad obsah rizikovych prvk- v p-d¥.

Vysledky této diplomové prace poukazuji na komplexnost a naro£nost sledovani osudu
veterinarnich 1é£iv v prost°edi a jejich mo°nych dopad-. Vzhledem k vyznamu antimik-
robialni rezistence pro ve°ejné zdravi je nezbytné nadale rozvijet metody pro sledovani
a eliminaci zbytkovych Ié£iv v °ivotnim prost°edi. Tato prace p°ispiva k lep2imu pochopeni
problematiky, zd-raz-uje pot°ebu efektivn¥j2ich metod odstra-ovani antibiotik a hlub2iho
vyzkumu jejich osudu v °ivotnim prost®edi.
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