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Abstrakt
Diplomová práce se zaměřuje na analýzu tulathromycinu v chlévské mrvě a půdě pomocí
LC-MS/MS. V teoretické části jsou popsána makrolidová antibiotika se zvláštním důrazem
na tulathromycin, výskyt antibiotik v životním prostředí a environmentální osud těchto lá-
tek. Pozornost je věnována také přirozeným a antropogenním degradačním procesům a me-
todám stanovení antibiotik v matricích životního prostředí. Experimentální část zahrnuje
optimalizaci přípravy metabolitu tulathromycinu M1 a optimalizaci metody pro stanovení
reziduí tulathromycinu v chlévské mrvě a půdě. Optimalizované metody byly validovány
a aplikovány na reálné vzorky chlévské mrvy, fermentované chlévské mrvy a půdy z mode-
lového experimentu. Získaná data umožnila zhodnotit vliv času od podání léčiva, efektivitu
fermentace jako možného degradačního postupu a vliv srážek na přetrvávání tulathromy-
cinu v půdě. Výsledky byly statisticky vyhodnoceny s cílem posoudit chování 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 effectiveness 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.

Klíčová slova
Antibiotika, tulathromycin, půda, mrva, fermentace, kapalinová chromatografie, hmotnostní
spektrometrie
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metry
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1 Úvod

Antibiotika jsou látky, které se vyuºívají k potla£ení r·stu nebo usmrcení bakterií. Dnes
se b¥ºn¥ pouºívají ve veterinární medicín¥ k lé£b¥ bakteriálních infekcí u hospodá°ských
zví°at. Jejich aplikace v²ak nevyhnuteln¥ vede k vylu£ování reziduí do ºivotního prost°edí,
p°edev²ím prost°ednictvím exkrement·. Mezi veterinárn¥ významná antibiotika pat°í tu-
lathromycin, makrolidové antibiotikum, které se ²iroce vyuºívá k lé£b¥ respira£ních one-
mocn¥ní skotu a prasat. Po podání je metabolizován jen £áste£n¥ a významná £ást ú£inné
látky je vylu£ována v nezm¥n¥né podob¥ nebo jako metabolit prost°ednictvím exkrement·.
Bylo zji²t¥no, ºe se v játrech, ºlu£i, mo£i a stolici nachází mén¥ jak 8 %; 3 %; 3,2 % a 8,8 %
celkových metabolit·, coº znamená, ºe se vylou£í aº 77 % podané dávky tulathromycinu [1].

Chlévská mrva, která obsahuje exkrementy hospodá°ských zví°at, se b¥ºn¥ pouºívá jako
hnojivo v zem¥d¥lství za ú£elem nahrazení minerálních hnojiv, coº je v rámci cirkulární
ekonomiky podporováno Evropskou unií. P°i jejím aplikování na p·du dochází k p°enosu
reziduí antibiotik do p·dního ekosystému, kde mohou ovlivnit mikrobiální sloºení a potenci-
áln¥ p°ispívat k selekci rezistentních bakteriálních kmen·, respektive rozvoji antimikrobiální
rezistence. Antibiotika v p·d¥ mohou být p°ijímána rostlinami £i p·dními organismy, nebo
se mohou dále ²í°it vodními toky, být splavovány do podzemních a povrchových vod, coº vy-
volává obavy ohledn¥ jejich dlouhodobého dopadu na ºivotní prost°edí a lidské zdraví.

Makrolidová antibiotika, v£etn¥ tulathromycinu, jsou známá svou relativn¥ vysokou per-
zistencí v organických matricích a p°edev²ím v p·d¥. Jejich osud v ºivotním prost°edí závisí
na °ad¥ faktor·, jako je sloºení p·dy, pH, p°ítomnost organické hmoty £i mikrobiální ak-
tivita. Pochopení mechanism· rozkladu a transportu t¥chto látek je klí£ové pro hodnocení
jejich environmentálních dopad·, posouzení zdravotních rizik pro lidskou populaci a tedy
obecn¥ pro návrh opat°ení pro minimalizaci rizik spojených s jejich p°ítomností v ekosys-
témech.

Vzhledem k nar·stajícím obavám z ²í°ení antimikrobiální rezistence je stále d·leºit¥j²í
sledovat p°ítomnost a osud reziduí antibiotik v ºivotním prost°edí. Chlévská mrva a p·da
mají klí£ovou roli v tomto procesu, protoºe slouºí jako hlavní p°estupní místo pro ²í°ení
reziduí antibiotik do dal²ích sloºek ºivotního prost°edí. Studium p°ítomnosti tulathromy-
cinu v t¥chto matricích pomáhá pochopit jeho potenciální vliv na mikrobiální spole£enstva
a riziko dal²í kontaminace prost°edí. Proto bylo cílem práce zanalyzovat rezidua tulathro-
mycinu, tulathromycin jako nezm¥n¥nou slou£eninu a jeho metabolit, v exkrementech, fer-
mentované mrv¥ a p·d¥. Porovnáním nam¥°ených dat s výsledky z PCR analýzy potenciáln¥
p°ítomných rezistentních bakterií, které byly nam¥°eny na Masarykov¥ univerzit¥, mohl být
zhodnocen celý proces od vstupu tulathromycinu aº po jeho perzistenci v p·dním prost°edí
v rámci více neº sto dn·.
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2 Teoretická £ást

2.1 Makrolidová antibiotika

Makrolidová antibiotika jsou látky izolované z hub nebo jejich semi-syntetické deriváty.
P·sobí proti v¥t²in¥ aerobním a anaerobním gram-pozitivním bakteriím. Makrolidy jsou
p°eváºn¥ bakteriostatické, nicmén¥ vysoké koncentace jsou pomalu baktericidní proti více
sensitivním organism·m [2]. Pouºívají se p°i lé£b¥ pneumonií(Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus in�uenzae, Moraxella catarrhalis a atypické bakterie Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae), sexuáln¥ p°enosných chorob(Neiserria
gonorhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium)a shigelózy £i salmonelózy [3].

Makrolidy se podávají i ve veterinární medicín¥, a to v r·zných dávkách zahrnující
medikované krmivo, ve vod¥ rozpustný prá²ek pro p°idání do pitné vody, tablety a také
injek£ní formu pro lé£bu systémových nebo lokálních onemocn¥ní zví°at.

Mezi nejznám¥j²í makrolidová antibiotika se °adí nap°íklad 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 zví°ata ur£ených
k produkci potravin ve 31 evropských zemích. V ƒeské republice se prodalo v roce 2022
2,2 mg/PCU1 makrolidových antibiotik a celkový prodej makrolidových antibiotik pouºi-
tých p°eváºn¥ pro zví°ata ur£ená k produkci potravin £inil v ƒeské republice roce 2022
1,5 tuny a v 31 zemích Evropy 377,8 tun makrolidových antibiotik. Vývoj prodeje antibio-
tik, v£etn¥ makrolid· (oranºová barva v grafu), v letech 2011�2022 ve 252 zemích Evropy
je zobrazen v grafu na obrázku 2.1. Dle grafu lze konstatovat, ºe prodej makrolidových
antibiotik v letech 2011�2022 poklesl [4].

1Population correction unit = popula£ní korek£ní jednotka (po£et zví°at � váha zví°ete p°i lé£b¥)
2Belgie, Bulharsko, ƒesko, Dánsko, Estonsko, Finsko, Francie, Irsko, Island, Itálie, Kypr, Litva, Loty²sko,

Ma¤arsko, N¥mecko, Nizozemsko, Norsko, Polsko, Portugalsko, Rakousko, Slovensko, Slovinsko, Spojené
království, ’pan¥lsko a ’védsko
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Obrázek 2.1: Prodej antibiotik ve 25 zemích Evropy v letech 2011�2022, upraveno z [4]

2.1.1 Fyzikáln¥ chemické vlastnosti makrolidových antibiotik

Makrolidová lé£iva jsou komplexní sm¥si úzce p°íbuzných antibiotik, které se od sebe navzá-
jem li²í substituenty na r·zných uhlíkových atomech a také v aminocukrech a neutrálních
cukrech. Jejich struktura je charakteristická 12-16ti atomovým makrocyklickým laktamo-
vým kruhem na který jsou p°ipojeny cukry pomocí glykosidické vazby [2]. Makrolidy jsou
lipo�lní molekuly. Jejich p Ka se pohybují od 7,1 do 9,9. N¥které z nich jsou citlivé na pH
a v kyselém prost°edí mohou degradovat [5].

Jejich antimikrobiální aktivita spo£ívá zejména v inhibici proteosyntézy. Makrolidy
se váºou na 23S rRNA ve velké podjednotce prokaryotního ribosomu 50S za peptidyl tran-
sférázovým centrem (katalytickým místem pro formování peptidových vazeb). Tak zabra-
¬ují pr·b¥hu transpeptida£ních nebo transloka£ních reakcí, a tak inhibují samotný bun¥£ný
r·st. Mohou také zp·sobovat posuny rámc· p°i proteosyntéze, coº vede k aberantní syntéze
protein· [2, 3].

2.1.2 Tulathromycin

Tulathromycin je pom¥rn¥ nové semi-syntetické makrolidové antibiotikum [5]. Jako veteri-
nární lé£ivo je na trhu dostupné od roku 2004. Je to ²irokospektrální antibiotikum sin vitro
aktivitou proti n¥kterým gram-pozitivním a gram-negativním bakteriím, v£etn¥ bakteriál-
ních patogen·. Stejn¥ jako ostatní makrolidová antibiotika zabra¬uje r·stu bakterií tím,
ºe se váºe na velkou podjednotku 50S bakteriálního ribozomu, a tím znemoº¬uje pr·b¥h
proteosyntézy. Setkáme se s ním nej£ast¥ji p°i lé£b¥ respira£ních onemocn¥ní skotu a pra-
sat [6, 7].
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Tulathromycin se skládá z regioizomerické rovnováºné 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 vyskytují t°i polární aminové skupiny [5, 7]. Strukturní vzorce izo-
mer· zobrazuje obrázek 2.2. Tyto izomery se vyskytují v pom¥ru 90 % izomeru A a 10 %
izomeru B [7]. Ve vodném roztoku se jejich rovnováha ustálí b¥hem 48 hodin [8]. Co se týká
kvantitativní analýzy, ta se v¥t²inou zam¥°uje na izomer A [5].

Obrázek 2.2: Strukturní vzorce izomer· tulathromycinu, upraveno z [1]

Tulathromycin je bílá pevná látka, která existuje v bezvodé, monohydrátové a seskvi-
hydrátové form¥. Je rozpustný ve v¥t²in¥ organických rozpou²t¥del a je dob°e rozpustný
ve vod¥ p°i pH < 8 (400 g/L), p°i pH = 9 jeho rozpustnost klesá (19 g/L). Hodnoty p Ka

(8,49; 9,28 a 9,80) nazna£ují, ºe s výjimkou alkalického roztoku nebo p·dy je tulathromy-
cin pravd¥podobn¥ ionizovaný a relativn¥ mobilní [1]. Vybrané fyzikáln¥-chemické vlastnosti
tulathromycinu jsou zobrazeny v tabulce 2.1.
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Tabulka 2.1: Fyzikáln¥-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 název methyloxan-2-yl]oxy-2-ethyl-3,4,10-trihydroxy-13-
izomer A [(2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyl-5-

(propylaminomethyl)oxan-2-yl]oxy-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 název -3-hydroxy-6-methyloxan-2-yl]oxy-8-hydroxy-11-

izomer B [(2R,4R,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-4,6-dimethyl-
5-(propylaminomethyl)oxan-2-yl]oxy-3,6,8,10,12-

pentamethyl-1-oxa-4-azacyclotridecan-13-on
CAS registra£ní £íslo

217500-96-4
izomer A

CAS registra£ní £íslo
280755-12-6

izomer B
Sumární vzorec C41H79N3O12

Vzhled Bílý prá²ek
Molekulová hmotnost

806,1
[g/mol]
pKa1 8,49
pKa2 9,28
pKa3 9,80

2.1.3 Farmakokinetika a metabolity tulathromycinu

Tulathromycin je po intramuskulární injek£ní aplikaci tém¥° kompletn¥ vst°ebán z místa
aplikace a maximálních sérových koncentrací dosahuje uº b¥hem p·l hodiny. Studie [11]
uvádí, ºe systémová biologická dostupnost po intramuskulárním podání dosahuje více jak
87 %. Tulathromycin je ²iroce distribuován a kumuluje se v plicní tkáni prasat [11].

P°i pouºití radioaktivn¥ zna£eného tulathromycinu, bylo zji²t¥no, ºe v p°ípad¥ skotu,
prasat, potkan· a ps·, jejichº metabolismus je podobný, se v¥t²ina tulathromycinu vylou£í
ve stolici v podob¥ nezm¥n¥ného lé£iva. V p°ípad¥ metabolit· se v játrech, ºlu£i, mo£i
a stolici nachází mén¥ jak 8 %; 3 %; 3,2 % a 8,8 % celkových metabolit· [1]. Metabolismus
tulathromycinu u zmín¥ných zví°at zahrnuje procesy jako:

ˆ N-depropylaci modi�kované kladinózové £ásti (M5)

ˆ primární a sekundární demetylaci desosaminové £ásti (M9 a M8)

ˆ tvorbu N-oxidu na desosaminové £ásti (M10)

ˆ ztráta modi�kované kladinózové £ásti (M1; CP-60, 300)

ˆ kombinace oxida£ních a/nebo dealkyla£ních proces· (M2, M3, M4, M6 a M7)
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Obrázek 2.3: Metabolismus tulathromycinu, upraveno z [1]

Moºné produkty metabolismu jsou znázorn¥ny na obrázku 2.3. Nej£ast¥ji byly pozo-
rovány dva metabolity. První metabolit M1 byl detekován po N-despropylacy kladinózové
£ásti ve ºlu£i skotu a druhý nej£ast¥ji detekovaný metabolit M10 byl identi�kován jako
N-oxid desoaminu v k·ºi/tuku skotu [1].

Konkrétn¥ metabolit M1 (ozna£ovaný taktéº jako TLM [6]) je také zapsán na seznamu
maximálních limit· reziduí veterinárních lé£ivých p°ípravk· v potravinách ºivo£i²ného p·-
vodu [12]. Metabolit M1 vzniká od²t¥pením modi�kované kladinózové £ásti. Konkrétní
produkt hydrolýzy je známý také jako CP-60,300 [6, 12, 8]. Tento metabolit vzniká kon-
krétn¥ podle reakce znázorn¥né na obrázku 2.3). Stejn¥ jako tulathromycin se vyskytuje
ve dvou izomerech TLM-A (15-£lenný makrolidový kruh) a TLM-B (13-ti £lenný makroli-
dový kruh). Vzorce izomer· metabolitu tulathromycinu (TLM-A a TLM-B) jsou zobrazeny
na obrázku 2.4 [6].
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Obrázek 2.4: Strukturní vzorce izomer· TLM, upraveno z [6]

2.2 Antibiotika v ºivotním prost°edí

Rezidua lé£iv a antibiotik, v£etn¥ makrolidových antibiotik, se do ºivotního prost°edí ²í°í
p°edev²ím z lidských a zem¥d¥lských zdroj·. Studie ukazují, ºe aº 90 % (v p°ípad¥ tulathro-
mycinu aº 77 % [1]) podaných dávek lé£iva m·ºe být vylou£eno mo£í a exkrementy a tato
rezidua se mohou dostávat a p°etrvávat v ºivotním prost°edí [13].

2.2.1 Vstupy antibiotik do ºivotního prost°edí

Lidskými zdroji antibiotik v ºivotním prost°edí m·ºe být likvidace starých lék·, zdravot-
nický odpad a p°edev²ím jejich vylu£ování z lidského t¥la v nemetabolizované podob¥ nebo
vylu£ování jejich metabolit·. Hlavními lidskými zdroji jsou £istírny odpadních vod (ƒOV).
B¥hem £i²t¥ní odpadních vod má mnoho lé£iv omezenou biologickou odbouratelnost, coº
vede pouze k £áste£nému odstran¥ní [14, 15]. Následn¥ m·ºe být zdrojem kontaminace jak
vy£i²t¥ná odpadní voda (ozna£ovaná jako regenerovaná nebo recyklovaná), tak £istírenské
kaly. Vy£i²t¥ná odpadní voda m·ºe kontaminovat p°ímo recipient, do kterého vtéka nebo
také p·du, pokud se vyuºívá na zavlaºování. V p°ípad¥ £istírenských kal· vzniká riziko
kontaminace pokud jsou tyto kaly vyváºeny na zem¥d¥lská pole za ú£elem obohatit p·du
o organickou hmotu [14, 15, 16, 17, 18].

Jelikoº se pouºívání veterinárních lé£iv stalo nedílnou sou£ástí rozr·stajícího se potra-
viná°ského pr·myslu, zem¥d¥lství nezanedbateln¥ p°ispívá k výskytu antibiotik v ºivotním
prost°edí. Pouºívání antibiotik pomáhá zajistit kvalitní ºivotní podmínky zví°at a eko-
nomickou ºivotaschopnost velkých zem¥d¥lských podnik·. Blízkost velkého po£tu zví°at
v za°ízeních pro jejich chod a moºnost rychlého ²í°ení nákaz zp·sobily, ºe pro udrºení ºivo-
taschopnosti jejich provoz· bylo nutné rutinní pouºívání lé£iv. Z lék· schválených pro ze-
m¥d¥lství pat°í antibiotika k nej£ast¥ji podávaným lék·m pro zdraví zví°at a jejich lé£bu.
Protoºe v¥t²ina antibiotik je rozpustná ve vod¥, m·ºe být aº 90 % jedné dávky vylou£eno
mo£í a aº 75 % výkaly zví°at. Je tedy pravd¥podobné, ºe kdyº se statková hnojiva apli-
kují na zem¥d¥lskou p·du, mohou se antibiotika dostat do ºivotního prost°edí. Tam mohou
být p°ítomna bu¤ jako metabolity, nebo jako mate°ské slou£eniny [13, 18]. Dal²ím zdrojem
mohou být úniky ze septik· nebo zem¥d¥lských sklad· statkových hnojiv [13].
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2.2.2 Následky výskytu antibiotik v ºivotním prost°edí

Pokud nejsou antibiotika v ºivotním prost°edí ú£inn¥ odbourávána, je moºné, ºe tato re-
zidua mohou napomáhat k udrºování nebo rozvoji mikrobiálních populací rezistentních
v·£i antibiotik·m [5, 13]. V sou£asné dob¥ je antibiotická rezistence povaºovaná za jednu
z nejv¥t²ích sv¥tových hrozeb pro ve°ejné zdraví [19].

Výskyt antibiotik p°edstavuje také riziko pro organismy ºijící v prost°edí, kde se tyto
lé£iva p°ímo vyskytují, jako jsou vodní organismy nebo organismy ºijící v p·d¥. Antibio-
tika mohou ovliv¬ovat stabilitu p·dního ekosystému [20, 21]. V p·d¥ se mohou antibiotika
akumulovat také v ºíºalách. P°ítomnost lé£iv v jejich t¥lech m·ºe ohrozit také malé savce,
pro n¥º jsou ºíºaly d·leºitou sloºkou potravy. Tento p°enos kontaminant· potravním °et¥z-
cem tak zvy²uje riziko sekundární otravy u vy²²ích ºivo£ich· [22, 23].

Antibiotika se mohou také akumulovat v rostlinách p¥stovaných na polích zavlaºovanou
odpadní vodou nebo polích hnojenými biosolidy £i statkovými hnojivy. Ve v¥t²in¥ p°ípad·
se rizika spojená s expozicí £lov¥ka lé£iv·m prost°ednictvím konzumace potravin odhadují
na základ¥ p°ijatelného denního p°íjmu jako nízká. Ú£inky chronické expozice sm¥si bio-
aktivních lé£iv v nízkých koncentracích jsou v²ak stále nejasné [18]. N¥které studie ov²em
hovo°í také o moºnosti kombinované expozice, vzhledem k tomu, ºe lidé konzumují p°i-
bliºn¥ 200 druh· rostlin a nap°íklad ve Spojeném království je povoleno pouºívat p°ibliºn¥
2 000 ú£inných farmaceutických látek. Studie rizik proto nemusí poskytnout komplexní
nebo p°esné posouzení skute£ných rizik pro lidské zdraví [24]. Vy²²í riziko m·ºe nastávat
pokud se jedná o osoby alergické na antibiotika [25].

2.2.3 Antibiotická rezistence bakterií

Za vznik antibiotické rezistence bakterií (AMR) mohou p°edev²ím geny antibiotické re-
zistence (ARGs). Geny rezistence se nacházejí na chromozomálních a stále £ast¥ji i na p°e-
nosných extrachromozomálních elementech [19]. Nap°íklad rezistence bakterií v·£i makro-
lid·m je výsledkem zm¥n ve struktu°e ribozom· se ztrátou vazebné a�nity k makrolid·m.
Strukturální zm¥na velmi £asto zahrnuje metylaci ribozomální RNA a p°ipisuje se enzy-
matické aktivit¥ exprimované plazmidy. Zk°íºená rezistence mezi makrolidy, linkosamidy
a streptograminy vzniká v d·sledku toho, ºe tato lé£iva sdílejí spole£né vazebné místo
na ribozomu [2].

Antibiotická rezistence tedy vzniká jako d·sledek mutací mikrob· a selek£ního tlaku
zp·sobeného uºíváním antibiotik, který poskytuje konkuren£ní výhodu mutovaným kme-
n·m. Podobn¥ jako v¥t²ina antibiotik jsou ARGs prastaré a p°irozen¥ se vyskytující látky.
V sou£asné dob¥ se v²ak hromadí v prost°edí, které je ovlivn¥no £lov¥kem. To lze do zna£né
míry p°i£íst intenzivnímu antropogennímu uºívání antibiotik v posledních n¥kolika dese-
tiletích. Suboptimální dávky antibiotik napomáhají postupné selekci rezistence. Jakmile
se antibiotika dostanou do ºivotního prost°edí, existuje riziko, ºe rezidua antibiotik mohou
na kontaminovaném míst¥ zp·sobit selek£ní tlak na místní bakterie a vyvolat v prost°edí
vývoj a p°enos ARGs na lidské patogeny [26, 19]. Bylo zji²t¥no, ºe mnoºství rezistentních
bakterií, a p°edev²ím ARGs v m¥stských odpadních vodách jsou výrazn¥ vy²²í neº v p°í-
rodních nebo mén¥ postiºených vodních plochách [27].
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Chovy pro produkci zví°at jsou sloºité ekosystémy, kde se bakterie pocházející z chov-
ných zví°at nebo lidí (pracovník· na farmách) a prost°edí farem neustále mísí kv·li aplikaci
hnoje na zem¥d¥lskou p·du a krmení zví°at sklizenou pící z polí, kam byl hn·j aplikován.
Krom¥ toho se ARGs z hospodá°ských zví°at, která dostávají antibiotika, mohou p°ená-
²et na £lov¥ka také p°ímo prost°ednictvím hospodá°ských zví°at, pokud dojde ke kontaktu
s lidmi nebo nep°ímo cestou zví°e-prost°edí-£lov¥k. Tyto cesty moºného p°enosu bakterií
s ARG zobrazuje obrázek 2.5 [19].

Výsledné rezistentní klony se rychle diseminují po celém sv¥t¥. Toto ²í°ení je usnadn¥no
mezidruhovým p°enosem gen·, ²patnou sanitací a hygienou v komunitách a nemocnicích
a stále £ast¥j²ím globálním, cestovním a obchodním ruchem a p°enosem nemocí [26, 19].

Obrázek 2.5: Cesty moºného p°enosu bakterií rezistentních na antibiotika, upraveno z [19]
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Následky AMR

Odhaduje se, ºe v roce 2014 zem°elo p°ibliºn¥ 700 tisíc lidí v d·sledku rezistence v·£i an-
tibiotik·m u b¥ºných bakteriálních infekcí, HIV, tuberkulózy a malárie. Toto £íslo v²ak
pravd¥podobn¥ podce¬uje skute£ný rozsah problému kv·li nedostate£nému hlá²ení a mo-
nitorování. Jen multirezistentní a extrémn¥ rezistentní tuberkulóza si kaºdoro£n¥ vyºádala
tém¥° 200 tisíc ob¥tí. Pokud nebudou p°ijata opat°ení, podle p°edpokládaných scéná°· ná-
r·stu rezistence u ²esti patogen· by mohla úmrtnost vzr·st v roce 2050 aº na 10 milion·
lidí ro£n¥ [28].

Podle Evropské environmentální agentury (EEA) je AMR také hrozbou pro ve°ejné
zdraví. Odhaduje, ºe infekce rezistentní v·£i antimikrobiálním látkám zp·sobují v Evrop-
ském hospodá°ském prostoru více neº 35 tisíc úmrtí ro£n¥. K prozkoumání podílu veteri-
nárního pouºití antimikrobiálních látek na této zát¥ºi onemocn¥ní je ov²em zapot°ebí více
informací. Zem¥, které sníºily celkovou spot°ebu antimikrobiálních látek, v²ak zaznamenaly
sníºení výskytu rezistentních bakterií [29].

2.2.4 Osud antibiotik v ºivotním prost°edí

Jakmile se antibiotika dostanou do ºivotního prost°edí, závisí jejich ú£innost stejn¥ jako
u jiných organických chemických látek na jejich fyzikáln¥-chemických vlastnostech, p°e-
vládajících klimatických podmínkách, typech p·dy a °ad¥ dal²ích faktor· prost°edí [13].
Výsledné obsahy farmaceutických látek v p·d¥ se pohybují od� g/kg aº po nízké jednotky
mg/kg [18]. V p°írodních vodách bylo nap°íklad celosv¥tov¥ detekováno 68 r·zných residuí
veterinárních lé£iv v koncentracích od ng/L po n¥kolik mg/L [30]. B¥ºné koncentrace an-
tibiotik v mrv¥ se pohybují mezi 1 a 10 mg/kg (mg/L) [31]. V ƒín¥ na prase£í farm¥ byly
ov²em nalezeny aº stovky mg/kg [32].

Antibiotika a p·da

Jakmile se antibiotika dostanou do p·dy podléhají transportu a degradaci [14]. Aerobní
biodegradace v p·d¥ je hlavním d·vodem rozkladu veterinárních lé£iv v p·d¥. R·zná lé-
£iva se v p·d¥ rozkládají v r·zné mí°e a jejich polo£as rozpadu (t1=2) se m·ºe pohybovat
v rozmezí dn· aº m¥síc·. Mezi faktory prost°edí, které ovliv¬ují degradaci veterinárních
lé£iv, pat°í teplota, pH, typ p·dy, p·dn¥-organický uhlík, ºivné podmínky a p°ítomnost
degrada£ních bakterií, které se vyvinuly k ni£ení r·zných t°íd lé£iv. Významné mohou být
i dal²í zp·soby rozkladu, jako je fotolýza a hydrolýza v p·d¥. Ve svrchních vrstvách p·dy
mohou vedlej²í produkty fotolytického i hydrolytického postupu rozkladu procházet aerobní
biodegradací [33].

Veterinární lé£iva se tedy v p·d¥ mohou degradovat, vyplavovat do podzemních vod,
p°echázet do povrchových vod nebo se adsorbovat na p·dní £ástice. Na chování bude mít
vliv po£así v dob¥ aplikace [33].
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P°edpokládá se, ºe p·dní pórová (intersticiální) voda funguje jako rozpou²t¥dlo, které
desorbuje lé£iva z p·dy, a jako nosi£, který je p°ená²í do plodin. Z toho vyplývá, ºe voln¥
rozpu²t¥ná lé£iva v p·dní pórové vod¥ jsou biologicky dostupná pro ko°eny rostlin. Na roz-
díl od mnoha lipo�lních organických kontaminant· obsahuje v¥t²ina lé£ivých látek více
polárních a/nebo iontových funk£ních skupin, jsou tedy relativn¥ hydro�lní (log K OW < 3)
a snadno se rozpou²t¥jí v p·dní pórové vod¥. Chemické látky v p·dní pórové vod¥ jsou
jiº °adu let povaºovány za biologicky dostupnou frakci pro p°íjem rostlinami z p·dy [18].
P°íjem a transport antibiotik rostlinami závisí jak na fyzikáln¥-chemických vlastnostech
antibiotika, tak na druhu rostliny [16]. Pro kvantitativní objasn¥ní základního p°edpokladu
v²ak stále existují velké mezery v datech, protoºe koncentrace chemických látek v p·dní
pórové vod¥ byla ve v¥t²in¥ studií p°íjmu rostlinami m¥°ena jen z°ídka. Desorpce nebo bio-
logicky dostupná frakce lé£iv se v p·dách s r·znými vlastnostmi li²í. Pro hodnocení vztahu
mezi fyzikáln¥-chemickými vlastnostmi lé£iv a jejich akumulací v rostlin¥ je vhodn¥j²í fak-
tor koncentrace v ko°enech zaloºený na pórové vod¥RCFporewater (pore water-based root
concentration factor) neº RCFsoil (reported soil-based root concentration factor). Sorp£ní
proces °ídí distribuci lé£ivých látek mezi p·dou a pórovou vodou. Pro dané lé£ivo se m·ºe
distribu£ní koe�cient p·da-voda ( K d) v r·zných typech p·d li²it o 1�2 °ády. P·dy s r·z-
nou mineralogií, organickou hmotou, kationtovou vým¥nnou kapacitou nebo pH mohou
mít za následek ²iroký rozsah a�nity k lé£iv·m. Biotická a abiotická transformace lé£iv
rovn¥º ovliv¬uje perzistenci lé£iv v p·d¥. Sorpce-desorpce a transformace lé£iv v p·dních
systémech jsou dynamické procesy, které spole£n¥ regulují dostupné mnoºství lé£iv v p·dní
pórové vod¥ pro p°íjem rostlinami [18].

Schopnost veterinárních lé£iv vázat se na p·du se zna£n¥ li²í. V d·sledku toho existují
významné rozdíly v mobilit¥ lé£iv. Rozdíly v p·dním organickém uhlíku nemohou vysv¥tlit
velké rozdíly v distribuci chemické látky v r·zných p·dách. Skute£nost, ºe n¥kolik vete-
rinárních lé£iv je ionizovatelných kolem svých hodnot pKa a p°irozeném rozsahu pH p·d,
pomáhá vysv¥tlit tyto zna£né rozdíly v sorp£ním chování. Lé£iva se tedy mohou v ºivotním
prost°edí vyskytovat jako záporn¥ nabité, neutrální, kladn¥ nabité nebo jako zwitteriony
(am�onty). V závislosti na druhu mohou mít r·zné interakce s p·dou v podob¥ hydrofob-
ních interakcí, vodíkových vazeb na povrchu, elektrostatické p°itaºlivosti nebo povrchového
p°emost¥ní [33].

Z vý²e uvedených d·vod· je predikce chování, mobility a biokumula£ních proces· anti-
biotik a jejich metabolit· v p·d¥ velmi sloºitá.
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2.3 P°irozená degradace antibiotik

V r·zných prost°edí podléhají antibiotika biologickému a nebiologickému rozkladu. P°íkla-
dem biologického rozkladu je rozklad pomocí mikroorganism·, °as, hub a rostlin. P°íkladem
nebiologického rozkladu je potom fotolýza, hydrolýza, oxidativní degradace a degradace io-
nizujícím zá°ením [34, 35].

2.3.1 Biologický rozklad antibiotik

Obecn¥ ºivé organismy, jako jsou bakterie, houby, °asy a rostliny, lze pouºít pro úsp¥²né
odstran¥ní antibiotik. Ne v²echna antibiotika jsou v²ak degradovaná pomocí jediného or-
ganismu. Jelikoº kaºdá veterinární farmaceutická slou£enina, nevyjímaje antibiotik, se vzá-
jemn¥ li²í ve svých molekulárních aº biologických vlastnostech, také r·zné kmeny (mi-
kro)organism· vyºadují odli²né podmínky. Mnohé studie nazna£ují, ºe ú£inn¥j²ího odstra-
n¥ní antibiotik lze dosáhnout pomocí kombinací r·zných proces· [33].

Rozklad antibiotik pomocí mikroorganism·

Mikroorganismy mohou zm¥nit strukturu a fyzikáln¥-chemické vlastnosti antibiotika. Anti-
biotická rezidua mohou být pomocí mikroorganism· rozloºena z makromolekulárních látek
na men²í molekuly a nakonec aº na H2O a CO2. Intracelulární i extracelulární enzymy
produkované bakteriemi, které jsou rezistentní proti antibiotik·m, mohou degradovat nebo
inaktivovat strukturu antibiotik mechanismem zahrnujícím hydrolýzu, transfer skupin a re-
doxní reakce [35]. V ºivotním prost°edí bylo jiº detekováno mnoho mikrobiálních kmen·,
které jsou schopny degradovat antibiotika. Jsou to kmeny jako nap°íklad fotosyntetické
bakterie, bakterie mlé£ného kva²ení, aktinomycety, kvasinky, fermenta£ní vláknité bakte-
rie, Bacillus subtilis a dusíkaté bakterie [36]. Nejv¥t²í vliv prost°edí na mikrobiologickou
degradaci antibiotik p°estavuje pH, teplota, koncentrace kyslíku nebo dostupnost ºivin [34].

Rozklad antibiotik pomocí rostlin

Rozklad za pomoci rostlin zahrnuje p°edev²ím degradaci, transformaci, absorpci, meta-
bolismus a detoxikaci zne£i²´ujících látek za ú£elem obnovy kontaminované p·dy, vody
a ovzdu²í [34]. Obecn¥ se na degradaci antibiotik v rostlinách podílejí t°i mechanismy [37].

Za prvé, rostliny p°ímo absorbují organické polutanty a p°em¥¬ují je na metabolity,
které se hromadí v rostlinných tkáních [34]. Bylo zji²t¥no, ºe kulturní rostliny ( Cucumis
sativus, Lactuca sativa a Phaseolus vulgaris) jsou schopny metabolizovat enro�oxacin na ci-
pro�oxacin a p°em¥nit asi £tvrtinu uloºeného enro�oxacinu [38].

Za druhé mohou rostliny degradovat organické polutanty na mén¥ toxické nebo dokonce
ne²kodné malé molekuly pomocí uvol¬ování sekret· k rozkladu organických zne£i²´ujících
látek. To je realizováno prost°ednictvím velkého mnoºství organických kyselin a aminokyse-
lin vylu£ovaných jejich ko°eny. Mohou také poskytnout vhodn¥j²í ºivotní prost°edí pro rhi-
zosferní mikroorganismy, aby podpo°ily jejich r·st a rozmnoºování prost°ednictvím p°íslu²-
ných biologických proces·, jako je uvol¬ování ko°enových exudát· a vylu£ování kyslíku,
a tím zlep²ily degrada£ní schopnost mikroorganism· [39].

A za t°etí, rostliny podporují absorpci, vyuºití a transformaci organických polutant·
mikroorganismy rhizosféry [40].
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2.3.2 Nebiologický rozklad antibiotik

Fotolýza antibiotik

Fotolýzu v p°írodním prost°edí lze rozd¥lit na p°ímou, nep°ímou a autosenzitivní.
P°ímá fotolýza ozna£uje proces, p°i kterém antibiotika p°ímo absorbují fotony, coº zp·-

sobuje excitaci molekul p°enosem sv¥telné energie a vede k tvorb¥ produkt· rozpadem vazeb
nebo strukturní p°estavbou. K tomuto typu fotolýzy obvykle dochází u molekul antibiotik
se skupinami schopnými absorbovat fotony.

P°i nep°ímé fotolýze sv¥tlo absorbující materiály existující v prost°edí, neboli foto-
senzitizér jako nap°. kyslík, hydroxyl a peroxid vodíku, absorbují sv¥telnou energii, coº
vede k excitaci a produkci reaktivních forem kyslíku (ROS), které pak excitují a degra-
dují antibiotika. Fotosenzitizér m·ºe zm¥nit fotostabilitu slou£enin a urychlit tak fotolýzu.
Silné fotosenzitizéry mohou urychlit fotolýzu antibiotik tím, ºe zachycují volné radikály
(nap°. �O�

2 a �OH). V p°írodní vod¥ je tento proces doprovázen úbytkem vodíkových iont·,
zvý²ením pH, zvý²ením rychlosti deprotonace radikálových kationt· a posunem protona£ní
rovnováhy k deprotonovaným druh·m. Fotosenzitizátory jsou v p°írod¥ ²iroce roz²í°ené, na-
p°íklad rozpu²t¥né organické látky (humus a ribo�avin), NO �

3 , NO�
2 , Fe3+ , Fe2+ a NaCl.

Vedlej²í produkt O 2 p°i interkonverzi F e3+ /F e2+ m·ºe zvý²it ú£innost indukce ROS ( �OH
a 1O2) fotosenzibilizátory.

K autosenzitivní fotolýze dochází, kdyº antibiotika sama absorbují fotony, aktivují
se a následn¥ p°edávají energii jiným slou£eninám, zatímco se vracejí do p·vodního stavu.
B¥hem tohoto procesu vznikají ROS a antibiotika jsou degradována reakcemi s ROS [34].

Vzhledem k tomu, ºe fotodegradace pravd¥podobn¥ probíhá pouze ve svrchní vrstv¥
p·dy, budou mít zem¥d¥lské postupy v£etn¥ hloubky a doby orby vliv na to, jak dlouho
fotodegradovatelné slou£eniny v prost°edí p°eºijí [33].

Hydrolýza antibiotik

V¥t²ina antibiotik, která mohou podléhat hydrolýze, jsou rozpustná ve vod¥ a stupe¬ hyd-
rolýzy závisí na vlastnostech daného antibiotika. Tetracykliny, � -laktamy a makrolidová
antibiotika jsou pom¥rn¥ snadno hydrolyzovány, zatímco chinolony a sulfonamidy ne. Pr·-
b¥h hydrolýzy je závislý na pH a teplot¥ prost°edí. Nap°íklad u makrolidových antibiotik
se v kyselém prost°edí ²t¥pí glykosidická vazba mezi cukry i mezi cukrem a makrolidovým
kruhem a v alkalickém prost°edí dochází k hydrataci esterové vazby v laktamovém kruhu,
a to m·ºe zp·sobit otev°ení makrolidového kruhu [34, 41].
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2.4 Antropogenní degradace antibiotik

Jelikoº sou£asné technologie nejsou schopny odstranit antibiotika kompletn¥, je v ºivotním
prost°edí stále vysoká koncentrace antibiotických reziduí. Proto je nutné vyvinout speci�cké
techniky pro odstran¥ní t¥chto antibiotik p°ed vstupem t¥chto reziduí do p·dního ekosys-
tému. Odstran¥ní antibiotik p°ed vstupem do p·dy je jednak technologicky mén¥ náro£né,
z d·vodu sloºitosti p·dy jako matrice pro odstran¥ní oproti nap°íklad vod¥, a zadruhé tak
lze p°edcházet potenciálním rizik·m, které by mohly nastat p°i ²í°ení antibiotických reziduí.

Byla jiº vyvinuta °ada technik speciáln¥ pro odstran¥ní antibiotik, v£etn¥ biologických,
chemických a fyzikáln¥-chemických metod [34].

Biotechnologie

Biotechnologické techniky vyuºívají pro odstran¥ní antibiotického zne£i²t¥ní organismy, p°e-
dev²ím bakterie a houby, a mohou být doprovázena také adsorpcí, hydrolýzou a fotolýzou
[42]. Odstra¬ování závisí p°edev²ím na degradaci nebo transformaci antibiotik anaerob-
ními nebo aerobními mikroorganismy [43]. Mezi anaerobními a aerobními mikroorganismy
existují významné rozdíly v mí°e odstra¬ování antibiotik, a je pravd¥podobné, ºe jejich
kombinace by byla ú£inn¥j²í [34].

Biologická úprava je nákladov¥ efektivní a b¥ºn¥ se pouºívá k odstra¬ování n¥kterých
zne£i²´ujících látek, ale není schopna zcela odstranit antibiotika z odpadních vod (OV).
Nízké koncentrace antibiotik v prost°edí zt¥ºují jejich eliminaci tradi£ními metodami £i²-
t¥ní, p°i£emº hydrofobní zbytky se hromadí v £istírenském kalu. Adsorpce jako hlavní me-
chanismus odstra¬ování zp·sobuje, ºe rezidua antibiotik a ARG p°etrvávají a akumulují se.
Proto je nutné kombinovat biologické £i²t¥ní s dal²ími technologiemi pro ú£inn¥j²í odstra-
n¥ní antibiotik z OV [34].

Dal²í moºnou biotechnologickou technikou pro odstra¬ovaní antibiotik je anaerobní fer-
mentace. Ve studii [44] bylo zji²t¥no, ºe antibiotika jako sulfadiazin a sulfamerazin jsou
tém¥° úpln¥ eliminována po 2 týdnech. Trimethoprim a sulfametoxazol jsou eliminovány
okamºit¥ b¥hem 1 týdne. Sulfametoxypyridazin vykazoval po 34 dnech men²í eliminaci na
detekovatelný zbytek p°ibliºn¥ 30 %. Na druhé stran¥ po 34-denní fermentaci bylo stále
moºné detekovat 100 % p·vodn¥ nam¥°ené koncentrace sulfathiazolu a sulfamethazinu. Ve
studii byly provedeny dva experimenty s po£áte£ními koncentracemi 2 mg v²ech sulfonamid·
a 2,8 mg trimetoprimu na kg prase£ího hnoje a 10 mg v²ech sulfonamid· a 14 mg trimetho-
primu na kg prase£ího hnoje. Fermentace probíhala v obou experimentech p°i 37°C [44].

Dal²í studie [45] zkoumala degradaci oxytetracyklinu (OTC) b¥hem anaerobního roz-
kladu hnoje medikovaných telat p°i 35 °C. Hladiny OTC se b¥hem 11 dn· sníºily o 30 %
(z 9,8 na 6,8 mg/L), poté z·staly relativn¥ konstantní aº do £tvrtého týdne, poté se koncen-
trace OTC sníºila na 4,0 mg/L do 64. dne. Celkov¥ tedy bylo b¥hem 64 dn· anaerobního
rozkladu dosaºeno 59% odstran¥ní OTC [45].

Ve studii [46] pozorovali degradaci erythromycinu p°i anaerobní fermentaci kuku°i£ných
stébel a kravského hnoje po dobu 31 dní a p°i 37°C. Erytromycin byl b¥hem fermentace
ú£inn¥ odstran¥n. Míra odstran¥ní erytromycinu byla ve v²ech zkoumaných koncentrací
(1; 20; 40 mg/L) vy²²í neº 90 %. Ú£innost odstra¬ování erytromycinu se nejprve zvy²ovala
a poté klesala, kdy nejvy²²í byla 7. den [46].
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Pokud bychom se zam¥°ili na ARGs, tradi£ní biologické £i²t¥ní na ƒOV, které zahrnuje
anaerobn¥-anoxicko-aerobní a dezinfek£ní procesy k odstran¥ní organických látek, dusíku
a fosforu z OV, není schopné odstranit ARGs [47]. Ve studii [48] je uvedeno, ºe nelze obecn¥
ur£it, zda se po anaerobní digesci koncentrace ARGs sniºují. Výsledné p·sobení anaerobní
digesce na ARGs závisí na mechanismu p·sobení konkrétního ARG a nap°íklad na teplot¥,
p°i které digesce probíhá [48].

Membránová �ltrace

Membránová �ltrace m·ºe ú£inn¥ odstranit makromolekulární slou£eniny i antibiotika [49].
Ú£innost membránové �ltrace závisí na fyzikáln¥-chemických vlastnostech roztoku i slou£e-
nin a na vlastnostech materiálu membrány [50]. Pokud ov²em hovo°íme o úplném odstran¥ní
antibiotik, je pouºití samotné membránové �ltrace £asto nedostate£né, zejména díky perzis-
tentní povaze antibiotik. Ov²em kombinace membránové �ltrace s pokro£ilými oxida£ními
procesy (AOP) p°edstavuje slibný p°ístup, protoºe vyuºívá silné stránky obou technik, °e²í
jejich individuální problémy a umoº¬uje efektivn¥j²í odstran¥ní t¥chto kontaminant·. Tato
hybridní metoda se vyzna£uje technickou �exibilitou a lep²í ú£inností p°i úprav¥ vody ob-
sahující nové zne£i²´ující látky, jako jsou antibiotika [49].

Membránová �ltrace m·ºe také ú£inn¥ odstra¬ovat ARGs v OV. Nap°íklad p°i pouºití
kombinace ultra�ltrace a dvoustup¬ové reverzní osmózy k £i²t¥ní OV z vep°ín·, která nejen
odstranila zne£i²´ující látky, jako je dusík a fosfor, ale do²lo také k zachycení 72,64 % ARGs,
£ímº se ú£inn¥ sníºilo riziko ARGs kontaminace pro p°írodní vodní prost°edí [47].

Adsorpce

Pomocí adsorpce se antibiotika adsorbují z OV p°edev²ím pomocí elektrostatických inter-
akcí, vodíkových vazeb, interkorporace do pór· a hydrofóbního p·sobení [51]. Efektivita ad-
sorpce je ovlivn¥na fyzikálními vlastnostmi adsorbentu, fyzikáln¥-chemickými vlastnostmi
prost°edí, ze kterého je látka adsorbovaná, a fyzikáln¥-chemickými vlastnostmi samotné
adsorbované látky [52].

Velký vliv m·ºe mít nap°íklad pH prost°edí. Ve studii [53] byl pouºitý synteticky vy-
robený magnetický kompozit MnFe2O4/aktivní uhlí, a bylo pozorováno, ºe odstra¬ování
tetracyklinu z vody je siln¥ závislé na pH a klesá z 95,2 % p°i pH 3,0 na 64,6 % p°i pH 1,0 [53].

N¥které z adsorbent· navíc vyºadují p°edb¥ºnou aktivaci, aby se zv¥t²ila plocha jejich
povrchu a zlep²ila rychlost adsorpce [52].

A£koli jsou adsorbenty ú£inné p°i odstra¬ování antibiotik za speci�ckých podmínek,
mají svoje nevýhody, jako jsou vysoké po°izovací náklady, pot°eba regenerace p°i nasy-
cení, obtíºná úprava po pouºití nebo v p°ípad¥ biocharu moºné uvoln¥ní toxických látek
jako PAU a t¥ºkých kov·. K vy°e²ení problému s náklady se mnoho výzkumník· zam¥°ilo
na p°ípravu levných modi�kovaných adsorbent·, jako jsou biochar, kuku°i£né listy a ce-
lulóza [54, 55]. Dal²í nevýhodou m·ºe být fakt, ºe p°i adsorpci nejsou antibiotika p°ímo
degradovaná a m·ºe docházet k jejich kumulaci a také k následné kumulaci ARGs [34, 55].
Pokud jsou ov²em na povrchu biocharu p°ítomny mikroorganismy, proces degradace by tak
mohl být více efektivní, protoºe adsorpce na biochar zvý²í dostupnost pro tyto mikroorga-
nismy a prodluºuje dobu kontaktu [55].
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Pokro£ilé oxida£ní procesy

Pokro£ilé oxida£ní procesy AOP jsou povaºovány za ekologicky ²etrné, protoºe mohou do-
sáhnout významného odstran¥ní h·°e odstranitelných zne£i²´ujících látek, které jsou £asto
odolné v·£i konven£ním metodám £i²t¥ní. Výhodou AOP je zejména moºnost integrovat
proces s dal²ími technikami £i²t¥ní, jako je membránová �ltrace, a dále tak zvý²it ú£innost
odstra¬ování ²kodlivých látek z vodních systém· [49].

Pokro£ilé oxida£ní procesy vytvá°ejíin situ vysoce reaktivní formy, zejména hydroxylové
radikály ( �OH), které jsou schopny oxidovat a rozkládat sloºité organické molekuly, v£etn¥
antibiotik. A£koli hydroxylovým radikál·m chybí selektivita p·sobení, mají vysoký redoxní
potenciál a jsou schopné silné neselektivní oxidace, díky níº mohou oxidovat r·zné skupiny
v molekulární struktu°e antibiotik [34, 49]. Mnoho AOP je zaloºeno na kombinaci p·sobení
silných oxidant· nap°. ozonu, peroxidu vodíku, síranových radikál· (SO 2�

4 �) s katalyzátory
nap°. fotokatalyzátory, jako je perovskit, nebo s ultra�alovým zá°ení £i ultrazvukem [34].

Efektivita AOP proces· je ovlivn¥na n¥kolika faktory, jako je schopnost oxidace oxida£-
ních £inidel, jejich dávka, p·sobení katalyzátor·, hodnota pH a koncentrace zne£i²´ujících
látek. Nezanedbatelný vliv mají také dal²í látky p°ítomné v £i²t¥né vod¥, jako jsou orga-
nické látky nebo anorganické ionty. Obecn¥ vodní matrice m·ºe mít t°i negativní ú£inky
na efektivitu AOP. Zaprvé sout¥ºí s prekurzory radikál· tím, ºe nap°íklad pohlcují fotony
nebo spot°ebovávají ozon, p°i£emº n¥kdy vznikají sekundární reaktivní formy. Za druhé,
sloºky matrice p·sobí jako lapa£e radikál· a ukon£ují radikálové °et¥zové reakce neproduk-
tivním zp·sobem. Za t°etí, odstra¬ování vysoce reaktivních radikál· m·ºe vést k tvorb¥
mén¥ reaktivních, ale déle ºijících radikál· (nap°. uhli£itanových radikál·, superoxidu),
které mohou stále p°ispívat k degradaci cílové slou£eniny. Vliv t¥chto matricových ú£ink·
závisí na parametrech kvality vody [34, 56, 57].

P°i vyuºití AOP proces· v²ak nemusí vºdy docházet k úplné degradaci antibiotik.
V n¥kterých p°ípadech dochází pouze k transformaci mate°ské slou£eniny na degrada£ní
produkty s jinou strukturou (metabolity). U t¥chto degrada£ních produkt· je sloºité poro-
zum¥t jejich toxikologii a potenciáln¥ nesoucím rizik·m [34].

Ko°enové £istírny

Technologie vyvinutá pro degradaci antibiotik jsou také ko°enové £istírny (KƒOV). Ty od-
stra¬ují kontaminanty spojením mikrobiální degradace, adsorpce matrice a sorpce rostli-
nami. Klí£ovou roli hrají mikrobi rozkládající zne£i²´ující látky, zatímco substrát zvy²uje
adsorpci a poskytuje plochu pro r·st mikrob·. Rostliny p°ispívají absorpcí kontaminant·,
okysli£ováním systému a podporou mikrobiálních spole£enstev. KƒOV jsou nákladov¥ efek-
tivní a produkují vysoce kvalitní OV, ale vyºadují velké plochy a dlouhou dobu £i²t¥ní.
Ú£innost KƒOV závisí na typu matrice, druhu rostlin, úrovni kyslíku, teplot¥ a pH [34].
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Dal²í metody antropogenní degradace antibiotik

Dal²ími metodami odstra¬ovaní antibiotik mohou být mikrobiální elektrochemické systémy
vyuºívající mikroorganismy k výrob¥ elekt°iny z chemické energie pomocí rozkládání konta-
minant· v OV [34]. Dále technologie s mikro°asy, která vyuºívá fotosyntetických schopností
mikro°as nejen absorbujících ºiviny, ale také produkujících kyslík. V kombinaci s dal²ími
systémy, jako jsou mikrobiální palivové £lánky, mohou mikro°asy zvý²it ú£innost odstra¬o-
vání zne£i²´ujících látek pomocí kooperace s bakteriemi [34]. Nap°. v hybridních systémech
s kaly aktivovanými mikro°asami byla zaznamenána významná míra odstra¬ování ATB
s ú£inností aº 97,91 %. Krom¥ toho mohou mikro°asy podporovat r·st prosp¥²ných mikro-
biálních druh· a p°ispívat k procesu udrºitelného £i²t¥ní OV a získávání energie [58, 59].

ƒasto se vyuºívají hybridní metody, které kombinují více metod odstran¥ní antibiotik
v jedné spole£né technologii [34].
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2.5 Postoj Evropské unie

Co se týká postoje Evropské unie (EU) na p°ítomnost reziduí lé£iv a k AMR, posledním
krokem Evropské unie v postupnému vy°azování antibiotik pouºívaných k neléka°ským
ú£el·m byl zákaz pouºívání antibiotik jako stimulátor· r·stu v krmivech pro zví°ata v celé
EU. Tento zákon (£. 1831/2003) vstoupil v platnost od 1. 1. 2006 [60].

EU se dnes legislativn¥ zam¥°uje zájmena na odpadní vodu (OV). Ve sm¥rnici 2024/3019
ze dne 27. listopadu 2024 [61] je nap°íklad uvedeno, ºe u aglomerací s popula£ním ekviva-
lentem 100 000 PE a vy²²ím budou muset zajistit, aby byla v m¥stských OV monitorována
AMR. Uvádí tak, ºe od 2. 7. 2026 p°ijme Komise provád¥cí akty s cílem stanovit mini-
mální £etnosti odb¥ru vzork· a harmonizované metodiky m¥°ení antimikrobiální rezistence
v m¥stských OV, p°i£emº zohlední minimáln¥ ve²keré dostupné údaje od vnitrostátních
orgán· ve°ejného zdraví a vnitrostátních orgán· odpov¥dných za monitorování AMR [61].

Sm¥rnice také uvádí poºadavky na kvartérní £i²t¥ní OV v m¥stských ƒOV nebo v m¥st-
ských ƒOV slouºících aglomeracím. Jsou zde uvedeny látky, které mohou zne£i²´ovat vodu
i p°i nízkých koncentracích. U t¥chto látek je uvedeno minimální procento úbytku ve vztahu
k zatíºení na vtoku, kde sm¥rnice uvádí minimum 80 %, v závislosti na kategorii odstra-
¬ované látky. Sm¥rnice se týká nap°íklad i lé£iv jako je klarithromycin, karbamazepin,
diklofenak a dal²í [61].

Z pohledu legislativy neexistují doposud na°ízení monitoringu residuí antibiotik v bio-
solidech nebo statkových hnojivech, které jsou vyváºeny na pole za ú£elem obohacení p·dy
o organickou hmotu. Je zde pouze nap°íklad na°ízený monitoring t¥ºkých kov· v kalech
z ƒOV pouºívaných v zem¥d¥lství [62]. Co se týká statkových hnoji, je zde limitní mnoºství
dusíku, které lze dodávat pomocí statkových hnojiv, a tím je tedy limitováno i mnoºství
statkových hnojiv vyváºených na pole za ú£elem hnojení konkrétních plodin [63].

A£koli tedy existuje pouze na°ízení monitoringu lé£iv v OV, Evropská unie si je v¥doma
rizik spojených s AMR a bojuje proti AMR také v rámci Farm to Fork strategy, která
je sou£ástí European Green Deal. Farm to Fork strategy se zabývá opat°eními v rámci
antibiotické rezistence bakterií. Hlavním cílem této strategie je zajistit, aby potravinové
systémy byly spravedlivé, zdravé a ²etrné k ºivotnímu prost°edí [64]. N¥kolik konkrétních
cíl· strategie Farm to Fork, spo£ívá v:

ˆ Sníºení celkového prodeje antimikrobiálních látek v EU o 50 % u hospodá°ských zví°at
a v akvakultu°e do roku 2030, a to prost°ednictvím velmi konkrétních opat°ení, jako
je zákaz preventivního pouºívání antibiotik u skupin zví°at

ˆ Omezení metafylaktického pouºívání antimikrobiálních látek (kontrolní lé£ba zabra-
¬ující dal²ímu ²í°ení infekce) u zví°at

ˆ Zesílený zákaz pouºívání antimikrobiálních látek na podporu r·stu a zvy²ování uºit-
kovosti (vedle zákazu pouºívání antibiotik jako stimulátor· r·stu v krmivech z roku
2006)

ˆ Moºnost vyhradit n¥která antimikrobiální lé£iva pouze pro lidi

ˆ Povinnost £lenských stát· shromaº¤ovat údaje o prodeji a pouºívání antimikrobiálních
látek u zví°at [29, 65]

Mezi vyhrazenými antimikrobiálními látkami nebo skupinami antimikrobiálních látek
pro lé£bu n¥kterých infekcí u lidí jsou nap°íklad i n¥která makrolidová antibiotika jako
je azithromycin a clarithromycin. Ta proto pat°í mezi ty kriticky d·leºitá antibiotika [66].
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2.6 Analytické stanovení reziduí antibiotik v ºivotním pro-
st°edí

S ohledem na jiº publikované metody pro analýzu reziduí antibiotik lze obecn¥ °íci, ºe ana-
lýzy mají n¥kolik spole£ných krok·. Jedním z prvních a nejobtíºn¥j²ích krok· nutných
pro analýzu antibiotik nebo jakéhokoli lé£iva je extrakce a p°e£i²t¥ní vzorku od mat-
rice [67]. Nap°íklad chromatogra�cké nebo spektrometrické analýzy, zejména reziduí ve slo-
ºitých tká¬ových nebo environmentálních matricích, jako je nap°íklad p·da, vyºadují roz-
sáhlé zpracování extrakt· p°ed tím, neº jsou p°ipraveny k analýze [68]. Obecn¥ p°íprava
vzork· pro analýzu reziduí antibiotik v r·zných matricích vzork· zahrnuje extrakci, £i²t¥ní
a koncentraci pomocí r·zných technik p°ed analýzou LC-MS [5].

Pro stanovení antibiotik v r·zných matricích se nej£ast¥ji pouºívají metody jako je kapa-
linová chromatogra�e (LC) s ultra�alovou (UV), �uorometrickou a elektrochemickou detekcí
a také kapalinová chromatogra�e s hmotnostní spektrometrií (LC-MS) [69, 70, 71]. T¥kavé
slou£eniny lze m¥°it také pomocí plynové chromatogra�e (GC) s plamenovou ionizací (FID),
detektory elektronového záchytu (ECD) nebo detektory speci�ckými pro jednotlivé prvky.
Zvý²ená dostupnost a spolehlivost p°ístroj· GC-MS a zejména LC-MS vedla k nár·stu
po£tu kvantitativních metod stanovení reziduí, které tyto technologie vyuºívají [71]. Proto
je také LC-MS relevantní instrumentací pro stanovení tulathromycinu v mrv¥ a p·d¥.

Pokud vyuºijeme pro analýzu LC se spektrofotometrickou detekcí, která zahrnuje UV,
DAD (Diode array detection neboli detektor diodového pole) nebo �uorescen£ní detektory,
spo£ívají její výhody zejména v jednoduchosti instrumentace, jelikoº mají jednodu²²í p°í-
strojové vybavení, niº²í po£áte£ní investice, rychlost analýzy a ²ir²í pouºitelnost, jelikoº
ji lze pouºít pro ²ir²í ²kálu analyt· a je dob°e zavedena v mnoha laborato°ích. Nevýhody
UV £i DAD spo£ívají zejména v nízké citlivosti, men²í speci�£nosti, omezeném dynamic-
kém rozsahu a také se objevuje ru²ení vzorku vlivem matrice a tak dochází k nep°esnostem
v kvanti�kaci a nebo dokonce zcela chybné kvanti�kaci, jelikoº chybí kvalitativní potvrzení
analyzované látky. Pokud se vyuºije LC se spektrofotometrickým detektorem p°i multire-
ziduální analýze, mohou se tyto nevýhody je²t¥ více projevit v d·sledku p°ítomnosti více
analyt·, které mohou b¥hem analýzy koeluovat. U �uorescen£ních detektor· jsme omezeni
rozsahem látek, které lze tímto detektorem zaznamenat [70].

Elektrochemické detektory se vyzna£ují vysokou citlivostí, která umoº¬uje detekci velmi
nízkých koncentrací analyt·, a zárove¬ poskytují vysokou selektivitu, coº minimalizuje in-
terference jiných látek. Dal²í výhodou je rychlá odezva, která umoº¬uje efektivní a £asov¥
úsporné analýzy. Elektrochemické detektory jsou také nákladov¥ efektivní, protoºe jejich
p°ístrojové vybavení je obecn¥ levn¥j²í neº nap°íklad hmotnostní spektrometry, coº z nich
£iní dostupn¥j²í alternativu pro mnoho laborato°í. Na druhou stranu vývoj a optimalizace
elektrochemických detektor· m·ºe být sloºitá a vyºaduje rozsáhlou validaci. P°esnost m¥-
°ení m·ºe být ovlivn¥na ru²ivými látkami ve vzorcích, coº klade d·raz na pe£livou p°ípravu
vzork·. Dynamický koncentra£ní rozsah t¥chto detektor· m·ºe být omezený, coº znamená
nutnost d·kladné kalibrace. Dal²ím problémem je moºnost zaná²ení elektrod, coº vyºaduje
pravidelnou údrºbu a rekalibraci pro zachování p°esnosti m¥°ení [70].

Protoºe jiº zmín¥né detektory mají zna£né nevýhody zejména p°i analýze reziduí antibi-
otik ve sloºitých matricích, pro detekci je nejlep²í volbou vyuºití hmotnostní spektrometrie.
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Krom¥ ur£ení mnoºství reziduí lé£iva je pro úplné analytické vyhodnocení nutné také
potvrzení identity. MS je pro tuto kvalitativní analýzu ideální díky své p°irozené selektivit¥
a citlivosti. Metody MS jsou výhodné také v tom, ºe je moºné navrhnout postup, který
dokáºe v rámci jedné analýzy vzorku sou£asn¥ provést screening, potvrzení a kvanti�kaci
více reziduí lé£iv [71].

Konkrétní vybrané studie, které se zam¥°ovaly na analýzu reziduí antibiotik s detailn¥j-
²ím náhledem na jejich postup jsou uvedeny v tabulkách 2.2 a 2.3.
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2.6.1 P°íprava vzork· pro analýzu reziduí antibiotik

P°íprava vzork· hraje v analýze reziduí antibiotik d·leºitou roli. Farmaceutické slou£eniny
mají velmi rozdílnou polaritu a pK a, takºe výb¥r extrak£ních podmínek je £asto rozhodující
[79]. Typ extrak£ních technik závisí p°edev²ím na jednotlivých analytech a studovaných
matricích [5].

Pro extrakci analytu z matrice se vyuºívají extrak£ní metody jako extrakce pomocí
ultrazvuku (UAE, USE), extrakce za zvý²eného tlaku (PSE, PLE), extrakce pomocí mik-
rovln (MAE) [5, 79, 80].

K dosaºení vy²²ích extrak£ních výt¥ºk· se pouºívají sm¥si vody s organickými rozpou²t¥-
dly. Jako vodná fáze jsou £asto pouºívány pufry kyseliny citronové, fosfore£nanu draselného
nebo McIlvainovy pufry. Pufry se p°i extrakci makrolid· pouºívají k udrºení speci�ckého
pH b¥hem extrak£ního procesu, coº m·ºe zvý²it rozpustnost slou£enin a zlep²it ú£innost
extrakce. Nap°íklad v p°ípad¥ tulathromycinu A je ve fosfátovém pufru p°i pH 6,8 kladn¥
nabitý, coº umoº¬uje ú£innou retenci na kationtov¥ vým¥nných SPE kolonkách díky elek-
trostatické p°itaºlivosti. Jako organická rozpou²t¥dla se potom nejvíce vyuºívá metanol,
aceton nebo acetonitril [5, 81].

Po extrakci se obvykle provádí krok £i²t¥ní, zejména p°i analýze sloºitých matric. P°i ex-
trakci organických kontaminant· z pevných matric mohou mít na extrak£ní podmínky vý-
znamný vliv rozdílné fyzikáln¥-chemické vlastnosti slou£enin a matrice. ƒasto se provádí
£i²t¥ní pomocí SPE [79].

Dal²ími technikami, které kombinují jak extrakci, tak p°e£i²t¥ní, jsou disperze v pevné
fázi matrice (MSPD), extrakce kapalina-kapalina (LLE), mikroextrakce na pevné fázi (SPME)
nebo metoda QuEChERS [5, 23, 76].

Extrakce pomocí ultrazvuku (UAE)

Extrakce pomocí ultrazvuku (ultrasound-assisted extraction, UAE) se stala d·leºitou rolí
v p°íprav¥ a extrakci analyt·. Ultrazvukové zá°ení p°i p°enosu médiem vytvá°í naru²ení,
které p°i periodickém opakování tvo°í cykly expanze a komprese. Je-li intenzita ultrazvuku
dostate£n¥ vysoká, vznikají b¥hem expanzního cyklu bubliny £i dutiny. Kavitace je proces,
p°i kterém se bubliny vytvá°ejí a poté podléhají implozivnímu kolapsu. Nejjednodu²²í tech-
nikou extrakce pevné látky a kapaliny je sonikace pevných vzork· spolu s vhodným organic-
kým rozpou²t¥dlem. Mechanický ú£inek ultrazvuku vyvolává v¥t²í penetraci rozpou²t¥dla
do pevných matric a mechanickou erozi pevných látek, v£etn¥ prasknutí £ástic, coº zlep²uje
p°enos hmoty a vede ke zvý²ení ú£innosti extrakce. Sonikace zaji²´uje ú£inný kontakt mezi
pevnou látkou a extrahovadlem, coº obvykle vede k dobré výt¥ºnosti analytu [79].

Proces se nej£ast¥ji provádí pomocí ultrazvukové lázn¥ nebo ultrazvukové sondy. Ul-
trazvukové sondy mají oproti ultrazvukovým lázním výhodu, ºe soust°e¤ují svou energii
na lokalizovanou zónu vzorku a tím je kavitace v kapalin¥ ú£inn¥j²í. Naopak jejich nevý-
hoda spo£ívá v nutném následném £i²t¥ní, jelikoº je sonda v p°ímém kontaktu se vzorkem.
Ultrazvukové lázn¥ ov²em umoº¬ují extrakci n¥kolika vzork· najednou jednoduchým a eko-
nomickým zp·sobem [79].
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Extrakce analyt· závisí p°edev²ím na polarit¥ rozpou²t¥dla, povaze a homogenit¥ vzorku,
frekvenci ultrazvuku a dob¥ sonikace. Teplota ovliv¬uje ú£innost extrakce, protoºe má vliv
na rozpustnost analyt· v médiu a kavita£ní jev, coº ovliv¬uje p°enos hmoty. Obecn¥ platí,
ºe zvý²ení teploty extrakce zvy²uje prostup rozpou²t¥dla do matrice sníºením jeho viskozity,
ale zvy²uje se koeluce interferujících slou£enin a m·ºe dojít k degradaci cílového analytu [79].

UAE je levnou a ú£innou alternativou ke klasickým extrak£ním technikám, nap°. k So-
xhletov¥ metod¥, která vyºaduje dlouhou provozní dobu 4�24 h, a velké objemy rozpou²t¥-
dla. Dal²í výhodou UAE oproti Soxhletovi je, ºe UAE extrahuje termolabilní analyty, které
mohou být za pracovních podmínek Soxhleta degradovány. Kavitace navíc zvy²uje polaritu
extrak£ních £inidel a analyt·, £ímº zvy²uje extrakci. Pokud jde o jiné moderní extrak£ní
techniky, nap°. extrakce pomocí mikrovln (MAE) a extrakce tlakovou kapalinou (PLE), je-
jich krat²í extrak£ní £asy (5�45 min) a niº²í spot°eba rozpou²t¥del jsou hlavními výhodami.
Výhodou UAE oproti t¥mto moderním technikám je niº²í cena a snadná obsluha. Krom¥
toho lze UAE pouºít s jakýmkoli rozpou²t¥dlem [79].

Extrakce na tuhou fázi (SPE)

SPE se pouºívá za ú£elem p°e£i²t¥ní nebo zakoncentrování stanovovaných látek p°ed analý-
zou. Vyuºívá se p°edev²ím v analýze net¥kavých slou£enin [72, 82]. Princip SPE je zaloºen
na selektivní adsorpci analyt· z kapalného vzorku na pevný sorbent. P°i tomto procesu
prochází kapalné vzorky kolonou obsahující pevný materiál, který má speci�cké vlastnosti
vhodné pro zadrºení ur£itých analyt·, zatímco jiné sloºky mohou projít. Analyty jsou ná-
sledn¥ ze sorbentu eluovány pomocí vhodných rozpou²t¥del. Mezi klí£ové aspekty pat°í
výb¥r sorbentu, ten ovliv¬uje parametry, jako je selektivita, kapacita a interakce mezi
analyty, sorbentem a matricí vzorku [83]. Celý postup SPE zahrnuje 4 kroky: kondici-
aci kolonek (conditioning), nanesení vzorku (loading), promytí (wash) a eluci (elution),
viz obrázek 2.6 [79, 82].

U SPE metody lze optimalizovat parametry, jako je objem a typ kondicia£ního roz-
pou²t¥dla, objem naneseného vzorku a jeho pH, pr·tok, sloºení elu£ního rozpou²t¥dla, jeho
objem a dále samoz°ejm¥ také materiál sorbent· v kolonkách. [84, 83, 85]. Pro extrakci jsou
k dispozici kolonky s navázanými skupinami styren dyvinylbenzen (SDB), -NH2, C18, C8,
HLB a iontov¥ vým¥nné sorbenty [79, 82].
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Obrázek 2.6: Kroky extrakce na tuhou fázi, upraveno z [82]

2.6.2 Kapalinová chromatogra�e pro analýzu reziduí antibiotik

Chromatogra�cká separace makrolidových antibiotik je obvykle zaloºena na pouºití sys-
tému s reverzní fází. Ve v¥t²in¥ studií byla pouºita LC se stacionární fází z modi�kovaného
silikagelu C18. Dal²í pouºívanou náplní kolon v LC p°i reziduí analýze antibiotik je modi-
�kovaný silikagel C 8 [11, 78]. V poslední dob¥ se pouºívá i ultra-vysokoú£inná kapalinová
chromatogra�e (UHPLC) s kolonami C 18 s £ásticemi pod 2� m. Zejména ve spojení s hmot-
nostní spektrometrií schopnou provád¥t vysokorychlostní sb¥r dat nabízí významné výhody
v rozli²ení, rychlosti a citlivosti [86, 87]. Sou£asný trend sm¥°uje k vyuºití UHPLC nebo
jiné rychlé chromatogra�e k provád¥ní analýzy makrolid· v potravinových, biologických
a environmentálních vzorcích [5].

Pro dosaºení optimální ionizace a chromatogra�cké separace je rozhodující sloºení mo-
bilní fáze (MF), koncentrace solí nebo kyselin a pH. Acetonitril a metanol jsou dv¥ nej-
b¥ºn¥j²í organická rozpou²t¥dla pouºívaná jako MF. Jako modi�kátor vodné mobilní fáze
se pro zlep²ení ionizace £asto pouºívá bu¤ kyselina mraven£í (FA, 0,1�0,2%), octan amonný
(5-20 mmol/L), mraven£an amonný (5-20 mmol/L) nebo amoniak (0,5�1,0 mM NH+

4 ;
50 mM NH4OH) [5, 8, 85, 88, 89, 90, 91].
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V analýze reziduí antibiotik se m·ºe také vyuºívat chromatogra�e hydro�lních inter-
akcí (HILIC). V HILIC chromatogra�i jsou typickými mobilními fázemi polární organická
rozpou²t¥dla mísitelná s vodou (p°edev²ím ACN) v kombinaci s malým mnoºstvím vody.
Nej£ast¥ji pouºívaným rozpou²t¥dlem mobilní fáze je acetonitril, ale lze pouºít i jiná apro-
tická rozpou²t¥dla mísitelná s vodou, nap°íklad tetrahydrofuran. Pomocí HILIC mohou
být analyzovány antibiotika jako sulfonamidy, chinolony, � -laktamy, makrolidy nebo tetra-
cykliny [92].

2.6.3 Hmotnostní spektrometrie pro analýzu reziduí antibiotik

Iontové zdroje a matricové efekty v analýze reziduí antibiotik

Nejb¥ºn¥j²í ioniza£ní technika, která se pouºívají pro rozhraní LC-MS v analýze antibiotik
je ionizace elektrosperejem (ESI), pro mén¥ polární látky se v p°ípad¥ pot°eby pouºívá
chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Dal²í relativn¥ novou technikou je foto-
ionizace za atmosférického tlaku (APPI). Jejich pouºitelnost v závislosti na povaze analytu
m·ºeme vid¥t na obrázku 2.7 [5].

Obrázek 2.7: Aplika£ní rozsah LC-MS rozhraní podle polarity a molekulové hmotnosti
analytu, upraveno z [93]

ESI je proces, p°i kterém se ionty v roztoku kapalného elutátu putujícího z chromato-
gra�cké kolony dostávají do plynné fáze mechanismem odpa°ování a desorpce iont·. Je apli-
kovatelný pro polární aº st°edn¥ nepolární analyty. Technika ESI je schopna pokrýt velký
rozsah hmotností analyzovaných látek, proto se stala jednou z nejvíce vyuºívanou technikou
p°i pouºití rozhraní LC-MS (viz obrázek 2.7) [93]. Pomocí ESI se mohou tvo°it vícenásobn¥
nabité ionty. A to m·ºe být v n¥kterých p°ípadech výhodné, umoº¬uje nap°. detekci velkých
analyt· na hmotnostních spektrometrech s omezeným rozsahem m/z. Vysoké stavy náboje
také usnad¬ují disociaci iont· p°i tandemových MS experimentech [94].

Makrolidy jsou skupinou molekul obsahující °adu heteroatom·, zejména atomy dusíku,
které se snadno protonizují za vzniku jedno-, dvoj- nebo trojnásobn¥ nabitých protoni-
zovaných molekulových iont· v pozitivním reºimu ESI. Tulathromycin, který obsahuje t°i
atomy dusíku, m·ºe tvo°it jednonásobn¥- [M + H]+ , dvojnásobn¥- [M+2H]2+ a trojnásobn¥-
[M + 3H]3+ nabité ionty. Nábojový stav u makrolid· se p°isuzuje po£tu atom· dusíku p°í-
tomných v molekule [5, 6].
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ESI m·ºe probíhat r·znými mechanismy. U analyt· s nízkou molekulovou hmotností
se uplat¬uje model odpa°ování iont· (IEM), zatímco u velkých globulárních forem se uplat-
¬uje model nabitých zbytk· (CRM). Pro neuspo°ádané polymery byl navrºen model vytr-
ºení °et¥zce (CEM) [94].

Ú£inky matrice p°edstavují p°i analýzách LC-MS problém, zejména pokud se jako roz-
hraní pouºívá ESI. Matrice m·ºe bu¤ zesilovat, nebo potla£ovat ionizaci analyt· a její
ú£inky se li²í vzorek od vzorku. Nejvíce vyuºívaný p°ístup, jak lze ú£inky matrice odhad-
nout nebo ur£it, je pomocí porovnání odezvy analyt· v £istém rozpou²t¥dle a v extraktu
z dané matrice [5].

Z kvalitativního hlediska, kdy m·ºeme zjistit pouze, zda se n¥jaké matri£ní efekty vy-
skytují, je nejb¥ºn¥j²ím p°ístupem metoda postkolonové infuze. Tato metodika pouºívá
postkolonovou infuzi analyt· za b¥hu analýzy extrahovaného slepého vzorku nebo vzorku
rozpou²t¥dla. Odezva analyt· je sledována v pr·b¥hu celého chromatogramu s cílem získat
tzv. matricový efekt pro�lu. Poté se porovnají výsledky získané pro slepý vzorek a vzorek
rozpou²t¥dla a hledají se oblasti ovlivn¥né matricovým efektem. P°estoºe je b¥ºné pouºít
postkolonovou infuzi b¥hem vývoje nebo validace metody, obvykle se nepouºívá p°i analýze
reálného vzorku nebo rutinní analýze [95].

Pouºití stabilních izotopicky zna£ených standard·, kalibra£ních roztok· p°ipravených
v odpovídající (extrahované) matrici a metoda standardního p°ídavku jsou obecné p°ístupy
pouºívané ke kompenzaci matri£ních efekt· a zlep²ení p°esnosti metody. Matri£ní efekty
lze také sníºit pomocí separace analytu od matrice pouºitím vhodné metody p°e£i²t¥ní
a zlep²ením separa£ních chromatogra�ckých podmínek (polarita a sloºení MF, pH, pr·tok,
teplota, parametry kolony, objem nást°iku) [5, 96].

Analyzátory MS v analýze reziduí antibiotik

Hmotnostní spektrometry, které se pouºívají pro analýzu reziduí antibiotik, vyuºívají nej-
£ast¥ji tyto následující analyzátory: jednoduchý kvadrupól (Q), trojitý kvadrupól (QqQ),
kvadrupólovou iontovou past (QIT), kvadrupólovou lineární iontovou past (QqLIT), analy-
zátor doby letu neboli time-of-�ight (TOF) a kvadrupól s analyzátorem doby letu (QqTOF).
Kaºdý typ hmotnostního spektrometru má své výhody a nevýhody s ohledem na jeho po-
uºití [5].

Trojitý kvadrupól je nejpouºívan¥j²í hmotnostní analyzátor v analýze antibiotik a je-
jich reziduí, jak je vid¥t také v tabulce 2.3, a to zejména pro cílenou analýzu/kvanti�-
kaci díky svému dynamickému rozsahu, vysoké opakovatelnosti a vysoké citlivosti (níz-
kému LoD a LoQ). Skládá se z prvního kvadrupólu (Q1), kolizní cely (Q2, q) a t°etího
kvadrupólu (Q3). Monitorování vícenásobných reakcí (MRM) je nejvyuºívan¥j²ím módem
ke kvanti�kaci a kvalitativnímu potrvzení analyzovaných antibiotik na základ¥ reten£ního
£asu a pom¥ru sledovaných MRM p°echod·. QqQ v reºimu MRM není vhodný pro kvalita-
tivní analýzu, vzhledem k povaze módu, kdy jsou sledované p°edem dané MRM p°echody.
Proto zde chybí kvalitativní informace pro objasn¥ní struktury nebo identi�kaci neznámé
látky. I p°esto, ºe je kvadrupól moºné také pouºívat ve full-sken módu nebo skenu pro-
duktových iont·, tak není úpln¥ vhodný pro necílenou analýzu neznámých látek kv·li své
nízké rychlosti provád¥ní skenu a nízkorozli²ovací schopnosti. V d·sledku toho není moºné
hledat nové slou£eniny, metabolity nebo degrada£ní produkty, u nichº existuje podez°ení,
ºe jsou ve vzorcích p°ítomny na základ¥ p°ezkoumání zaznamenaných chromatogram· nebo
hmotnostních spekter [5].
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Vysokorozli²ovací hmotnostní analyzátory TOF a QqTOF získávají úplné hmotnostní
spektrální informace o vzorcích s p°esným m¥°ením hmotnosti, které umoº¬uje screening
cílových analyt·, kvanti�kaci vybraných slou£enin, potvrzení pozitivních nález·, identi�kaci
neznámých látek nebo metabolit· a retrospektivní analýzu i v p°ípad¥, ºe nejsou k dispozici
vhodné standardy. QqTOF navíc poskytuje p°esná hmotnostní spektra produktových iont·,
která umoº¬ují jednozna£nou identi�kaci nebo potvrzení slou£enin, které jsou p°edm¥tem
zájmu [5, 97]. Na rozdíl od QqQ umoº¬ují pracovat ve dvou módech a to DDA (data-
dependent acquisition) a DIA (data-independent acquisition) [98].

Dal²ím p°íkladem vysokorozli²ovacího analyzátoru je orbitrap. Orbitrap m¥°í oscilace
iont· zachycených v elektrostatickém poli, coº umoº¬uje ur£it pom¥r jejich hmotnosti a ná-
boje. Ionty jsou nejprve separovány p°es kvadrupól a poté akumulovány v C-pasti. Následn¥
jsou odeslány do analyzátoru orbitrap, kde jsou zaznamenány frekvence jejich oscilací. Tato
metoda poskytuje vysoké hmotnostní rozli²ení a citlivost pro analýzu sloºitých sm¥sí [99].
Orbitrap lze charakterizovat vynikající rozli²ovací schopností, vysokou citlivostí, p°esným
m¥°ením hmotnosti a moºností MSn . V n¥kterých aplikacích je lep²í a praktickou alterna-
tivou k hmotnostním spektrometr·m TOF a QqTOF [5, 85, 100].
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3 Experimentální £ást

3.1 Pouºité chemikálie

3.1.1 Rozpou²t¥dla

ˆ Milli-Q voda

ˆ Voda pro LC/MS, �ltrovaná na 0,2 � m; VWR Chemicals BDH, USA

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

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

3.1.2 Kyseliny a zásady

ˆ Kyselina chlorovodíková o £istot¥� 35%, Verkona

ˆ Kyselina mraven£í o £istot¥� 98%, Sigma Aldrich (N¥mecko)

ˆ Kyselina citronová monohydrát o £istot¥ � 99% Lach-Ner (Neratovice, ƒR)

ˆ Hydroxid sodný o £istot¥ � 98%, Penta

ˆ Amoniak (25%), VWR chemicals

3.1.3 Soli

ˆ EDTA/Chelaton III, o £istot¥ 99,7 %, Lach-Ner (Neratovice, ƒR)

ˆ Dodekahydrát fosfore£nanu disodného o £istot¥� 99%, Lach-Ner (Neratovice, ƒR)

ˆ Hexahydrát dusi£nanu ho°e£natého, VWR chemicals

ˆ Dodekahydráthydrogenfosfore£nanu sodného, Lach-ner (Neratovice, ƒR)

3.1.4 Plyny

ˆ Argon � 5.0 SIAD Czech spol. s.r.o

ˆ Dusík � 4.7 SIAD Czech spol. s.r.o.

3.1.5 Standardy lé£iv

ˆ Tulathromycin o £istot¥ � 99%, Sigma Aldrich (N¥mecko)

ˆ Tulathromycin A-d7, Toronto Research Chemicals (Kanada)
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3.2 Pouºité p°ístroje a pom·cky

ˆ Kapalinový chromatograf UHPLC 1290 In�nity, Agilent Technologies (USA)

- kolona Luna® Omega Polar C18 Phenomenex, (100 x 2,1 mm; 1,6� m)

ˆ Generátor dusíku a vzduchu, Peak Scienti�c � Genius 3045

ˆ Hmotnostní spektrometr BRUKER EVOQ LC-TQ

ˆ P°ístroj pro p°ípravu Milli-Q vody Millipore QGARD, Academic

ˆ Laboratorní analytická digitální váha KERN 770

ˆ Centrifuga 5804, Eppendorf

ˆ Ultrazvuková láze¬ Kraintex 5

ˆ SPE extraktor, SUPELCO, Visiprep spe-12-g Baker

ˆ Koncentrátor EVATERM, Labicom s.r.o.

ˆ pH metr Orion Star A215, Thermo Scienti�c

ˆ ExtractionCatridge (SPE kolony) - HLB (6 ml, 200 mg), Chromservis (ƒR)

ˆ Vortex

ˆ Automatické mikropipety

ˆ Mikrost°íka£ky Hamilton

ˆ Plastové centrifuga£ní zkumavky 50 ml a 15 ml

ˆ St°íka£kové nylonové �ltry (0,22 µm), Chromservis

ˆ St°íka£ky na �ltrování (2 ml)

ˆ Laboratorní odm¥rné sklo a dal²í sklen¥né i jiné b¥ºné laboratorní vybavení

3.3 Pouºitý software pro zpracování a interpretaci dat

ˆ Bruker Compass HyStar version 5.1.8.1, Bruker Daltonik GmbH 2019

ˆ Bruker Daltonics MS Workstation version 8.2.1, Bruker Daltonik GmbH 2017

ˆ TASQ version 2.2. 14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018

ˆ Microsoft O�ce Excel 365 MSO

ˆ LaTeX

ˆ Origin

ˆ BioRender
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3.4 Charakteristika hospodá°ství pro odb¥r vzork·

Hospodá°ství bylo vybráno na základ¥ informací o pouºívání veterinárních lé£ivých p°í-
pravk· (VLP) s obsahem tulathromycinu u telat. Jednalo se o hospodá°ství s chovem skotu
v kraji Vyso£ina, s odchovem telat. V rámci odchovu telat byla pro odb¥ry vybrána hala
rozd¥lena na 5 sekcí. V kaºdé ze sekcí m·ºe být umíst¥no 20 telat po odstavu.

Telata byla postupn¥ odstavena a p°evád¥na na pevnou stravu. V dob¥ studie byla
krmena pevnou krmnou sm¥sí. Krmná sm¥s byla míchána v mobilním pojízdném mícha£i,
který krmivo zakládá do krmných ºlab·.

Byly provedeny odb¥ry trusu telat (mrvy), p°ed lé£bou a po lé£b¥ VLP s tulathromyci-
nem v p°íslu²ných £asových odstupech a z prost°edí téºe sekce i shodných zví°at. V²echny
odb¥ry byly provedeny pod zá²titou Úst°edního kontrolního a zku²ebního ústavu zem¥d¥l-
ského (ÚKZÚZ), pod dohledem Mgr. ’árky Polákové, Ph.D. V dob¥ odb¥r· bylo v sekci
ustájeno 18 telat, kterým byl podán tulathromycin z d·vodu bronchopneumonie. V dob¥ po-
dání VLP obsahujícího tulathromycin (Draxxin injek£ní, drºitel rozhodnutí o registraci Zoe-
tis) m¥la telata ºivou hmotnost p°ibliºn¥ 80 kg. Dávkování VLP bylo uskute£n¥no v souladu
s podmínkami registrace, tedy dle souhrnu informací o p°ípravku. Jednalo se o jednorázové
subkutánní podání do oblasti krku, v dávce 2,5 mg tulathromycinu/kg ºivé hmotnosti, coº
odpovídalo objemu VLP 1 ml/40 kg ºivé hmotnosti telat, tj. celkem 2 ml na kus (pro 80 kg
tele) [101]. Jedno tele dostalo tedy dávku 200 mg tulathromycinu.

3.5 Vzorky a modelový pokus

Vzorky chlévské mrvy

V polovin¥ dubna (15. 4. 2024) byl na farm¥ zahájen odb¥r vzork· mrvy. V tento den byla
zárove¬ zahájena lé£ba, resp. bylo provedeno jednorázové subkutánní podání VLP Draxxin
ustájeným telat·m. Vzorky mrvy byly uloºeny do PE sá£k· (viz p°íloha A obrázek A.1),
uloºeny do chladícího boxu a v den odb¥ru p°edány do laborato°e. V laborato°i byly vzorky
uchovány v mrazícím boxu p°i teplot¥ -80°C.

Ode dne podání tulathromycinu byly dále odebírány vzorky trusu ke stanovení rezi-
duí tulathromycinu. Den podání lé£iva byl stanoven jako den 0, vzorky byly odebírány
1.�42. den po podání lé£iva. Vzorky mrvy byly odebírány z n¥kolika míst v dané sekci,
z podlahy, p°ímo do PE sá£ku. Nelze tedy vylou£it výskyt p°ím¥sí mo£i ve vzorku.

Vzorky fermentované chlévské mrvy

Na farm¥ byl získán vzorek mrvy k modelovému pokusu fermentace. Fermentace probíhala
od 27. 3. do 28. 5. 2024 (celkem 10 týdn·). Fermentace op¥t probíhala pod zá²titou ÚKZÚZ.

Dne 23. 3. 2024 byla na farm¥ odebrána chlévská mrva ur£ená k vyzrání a následné
aplikaci na pokusný pozemek. Mrva (17,8 kg) byla uloºena do sudu a 9. 4. 2024 inokulo-
vána modelovými kmenyEscherichia coli a Staphylococcus aureuspozitivní na p°ítomnost
horizontáln¥ p°enosných gen· rezistence k makrolid·m (ermB, ermA).

Následující den (10. 4. 2024) byla chlévská mrva spikována VLP Draxxin; bylo apliko-
váno 1,8 ml lé£iva (180 mg tulathromycinu, 10,11 fw mg/kg ' 67,42 dw mg/kg chlévské
mrvy) (viz p°íloha A obrázek A.2) a byl odebrán vzorek pro analýzu. Tulathromycin byl
tedy procesu fermentace mrvy podroben po dobu 48 dn·.

37



Fermentace probíhala od 27. 3. do 28. 5. 2024, zrání mrvy tedy probíhalo po dobu
10 týdn·. V pr·b¥hu zrání bylo ze sm¥si odebráno dal²ích 15 vzork·. Vzorky ur£ené ke sta-
novení obsahu reziduí tulathromycinu byly ukládány do PE sá£k· nebo plastových vzorkov-
nic (viz p°íloha A obrázek A.3) a ihned p°edány do laborato°e nebo zamrazeny na -18°C
a p°edány pozd¥ji. V laborato°i byly vzorky uchovány v mrazícím boxu p°i -80°C.

Modelový pokus s aplikací fermentovaného hnoje

Modelový pokus byl zaloºen na pozemku zku²ební stanice (ZS) ÚKZÚZ v Chrlicích (4 m2)
dne 28. 5. 2024 a byl proveden pod zá²titou pracovník· ÚKZÚZ (viz p°íloha A obrázek A.4).

Vyzrálý hn·j byl ka²ovité konzistence a mohl být rovnom¥rn¥ aplikován na pokusnou
plochu. Celkem bylo aplikováno 12 kg hnoje na 4 m2. Jednalo se o ru£ní aplikaci. Dva týdny
po aplikaci (10. 6. 2024) byla plocha oseta lni£kou setou (Camelina sativa). Lni£ka bohuºel
nevze²la, a proto byl výsev 8. 7. 2024 opakován. Z tohoto výsevu vze²lo p°ibliºn¥ 20 % osiva
a na plo²e se za£aly rozvíjet plevelné rostliny, p°edev²ím ²rucha zelná (Portulaca oleracea)
a laskavec ohnutý (Amaranthus retro�exus ) (viz p°íloha A obrázek A.5). Vzhledem k tomu,
ºe pokus má simulovat produk£ní plochu, byly plevele ponechány.

Na ZS Chrlice je umíst¥na automatická meteostanice. Podle údaj· z této stanice £inilo
rozp¥tí teplot od zahájení (28. 5. 2024) do ukon£ení pokusu (2. 9. 2024) 7,0�36,4°C, p°i£emº
pr·b¥h pr·m¥rných denních teplot v jednotlivých týdnech je gra�cky zachycen na obrázku
A.6 v p°íloze A. Sráºkové úhrny £inily od 54 mm v £ervenci po 129,3 mm v £ervnu. Detailní
informace o úhrnu sráºek jsou uvedeny v grafu na obrázku A.7 v p°íloze A. V m¥sících
kv¥ten a £erven se sráºky pohybovaly okolo dvojnásobku sráºkového normálu. Dal²í m¥síce
(£ervenec, srpen) se úhrn sráºek pohyboval okolo b¥ºného sráºkového normálu.

Charakteristika p·dy z modelového pokusu

Na základ¥ analýzy vzorku lze konstatovat, ºe se jedná o p·du t¥ºkou, jílovitohlinitou, s ne-
utrálním pH a vysokými obsahy p°ístupných ºivin. Ve vzorku byly stanoveny také obsahy
celkového uhlíku a dusíku. Tyto odpovídají rozp¥tí pro ornou p·du. Pom¥r C:N je opti-
mální [102]. Souhrn agrochemických vlastností p·dy je zobrazen v tabulce B.1 v p°íloze B.

Obsahy rizikových prvk· (tabulka B.2 p°íloha B) jsou vy²²í neº mediánové hodnoty
pro orné p·dy vypo£tené z údaj· na dlouhodob¥ monitorovaných plochách (BMP) a z Regis-
tru kontaminovaných ploch. Pro �uvizem¥ jsou vy²²í obsahy rizikových prvk· typické [103].

Odebrané vzorky p·dy z modelového pokusu

První p·dní vzorky ke stanovení tulathromycinu a k mikrobiologickým analýzám byly z mo-
delového pole odebrány t¥sn¥ p°ed aplikací vyzrálého hnoje a t¥sn¥ po jeho aplikaci. V²echny
vzorky byly odebrány pracovníky ÚKZÚZ. Dal²í vzorkování probíhalo pravideln¥ v £trnác-
tidenních intervalech. Poslední analyzovaný vzorek byl z 2. 9. 2024. Mikrobiologické analýzy
byly provedeny na léka°ské fakult¥ Masarykovy univerzity (LF MU) v Brn¥.

K odb¥ru vzork· slouºil Edelman·v vrták. Z plochy byl odebrán jeden sm¥sný vzorek,
který tvo°ilo 15�18 individuálních vzork·. Na míst¥ byl proveden prosev na 5 mm sít¥. Takto
upravený vzorek byl rozd¥len na 2 (jeden pro stanovení reziduí tulathromycinu a druhý
pro mikrobiologickou analýzu), vloºen do PE sá£k· (viz obrázek A.8 kapitola A ) a ihned
transportován do laborato°e. Tam byly vzorky uchovány v mrazícím boxu p°i -80°C.
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3.6 P°íprava zásobních a kalibra£ních roztok·

3.6.1 P°íprava zásobních roztok· standard·

P°íprava roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 1 mg/mL

Na analytických vahách bylo naváºeno 10 mg standardu tulathromycinu. Naváºka byla
kvantitativn¥ p°evedena do odm¥rné ba¬ky o objemu 10 mL. Odm¥rná ba¬ka byla následn¥
dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Výsledná koncentrace roztoku standardu
tulathromycinu byla 1 mg/mL.

P°íprava roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 10 � g/mL

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 10 mL bylo mikrost°íka£kou Hamilton odm¥°eno 100� L
mezi°edícího roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 1 mg/mL. Odm¥rná ba¬ka
byla následn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Výsledná koncentrace
roztoku byla 10 � g=mL.

P°íprava roztoku standardu tulathromycinu o koncentraci 1 � g/mL

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 5 mL bylo mikrost°íka£kou Hamilton odm¥°eno 500� L roztoku
standardu tulathromycinu o koncentraci 10 � g/mL. Odm¥rná ba¬ka byla následn¥ dopln¥na
po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Výsledná koncentrace roztoku byla 1� g=mL.

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

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

P°íprava roztoku metabolitu tulathromycinu M1 o koncentraci 10 � g/mL

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 10 mL bylo napipetováno 0,188 mL roztoku nasyntetizovaného
metabolitu tulathromycinu M1 (viz kapitola 3.7), který m¥l koncentraci 0,532 mg/mL.
Odm¥rná ba¬ka byla následn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Výsledná
koncentrace roztoku byla 10� g/mL.

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

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 5 mL bylo mikrost°íka£kou Hamilton odm¥°eno 500� L roz-
toku metabolitu tulathromycinu o koncentraci 10 � g/mL. Odm¥rná ba¬ka byla následn¥
dopln¥na po rysku Milli-Q vodou nebo metanolem. Výsledná koncentrace roztoku byla
1 � g/mL.

P°íprava roztoku izotopicky zna£eného vnit°ního standardu
tulathromycinu-d7 o koncentraci 100 � g/mL

Naváºka 1,0 mg izotopicky zna£eného vnit°ního standardu tulathromycinu-d7 byla rozpu²-
t¥na v malém mnoºství Milli-Q vody a následn¥ kvantitativn¥ p°evedena do odm¥rné ba¬ky
o objemu 10 mL a dopln¥na Milli-Q vodou. Výsledná koncentrace roztoku byla 100� g/mL.
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P°íprava zásobního roztoku izotopicky zna£eného vnit°ního standardu
tulathromycinu-d7 o koncentraci 10 � g/mL

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 5 mL bylo mikrost°íka£kou Hamilton odm¥°eno 500� L mezi°e-
dícího roztoku izotopicky zna£eného vnit°ního standardu tulathromycinu-d7 o koncentraci
100 � g/mL. Odm¥rná ba¬ka byla následn¥ dopln¥na po rysku Milli-Q vodou. Výsledná
koncentrace roztoku byla 10� g=mL.

3.6.2 P°íprava kalibra£ních roztok·

Z p°ipraveného zásobního roztoku tulathromycinu a jeho metabolitu tulathromycinu M1
o koncentracích 1� g/mL nebo 10 � g/mL byly do 2 mL vialek p°ipraveny kalibra£ní roz-
toky o koncentracích 0,5; 1, 2,5, 5; 10; 25; 50; 10; 250; 500 ng/mL. Jako rozpou²t¥dlo byl
vyuºit v p°ípad¥ p·dy metanol nebo v p°ípad¥ mrvy Milli-Q voda (vºdy stejná rozpou²t¥dla
v jakých se nacházely analyzované vzorky). Ke kaºdému kalibra£nímu roztoku bylo p°idáno
5 � L izotopicky zna£eného vnit°ního standardu (IS) tulathromycinu-d7 z p°ipravené sm¥si
10 � g/mL, aby výsledná koncentrace IS £inila 50 ng/mL.

3.6.3 P°íprava zásobních roztok· pufr·

P°íprava McIlvainova pufru o pH 2,6

Pro p°ípravu McIlvainova pufru o pH 2,6 bylo naváºeno na analytických vahách 3,91 g do-
dekahydrátu hydrogenfosfore£nanu sodného a 9,36 g monohydrátu kyseliny citrónové. Ob¥
naváºky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba¬ky o objemu 500 mL. Odm¥rná ba¬ka
byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°ení hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 2,6± 0,1.

P°íprava fosfátového pufru o pH 3,0

Pro p°ípravu fosfátového pufru o pH 3,0 bylo naváºeno na analytických vahách 13,6 g
dihydrogenfosfore£nanu draselného a tato naváºka byla kvantitativn¥ p°evedena do odm¥rné
ba¬ky o objemu 500 mL. K této naváºce bylo p°idáno 0,675 mL 85% kyseliny trihydrogen
fosfore£né. Odm¥rná ba¬ka byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°ení hodnoty pH
bylo provedeno pH metrem. Hodnota pH pufru byla stanovena na 3,0± 0,1.

P°íprava McIlvainova pufru o pH 4,0

Pro p°ípravu McIlvainova pufru o pH 4,0 bylo naváºeno na analytických vahách 13,82 g do-
dekahydrátu hydrogenfosfore£nanu sodného a 6,46 g monohydrátu kyseliny citrónové. Ob¥
naváºky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba¬ky o objemu 500 mL. Odm¥rná ba¬ka
byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°ení hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 4,0± 0,1

P°íprava McIlvainova pufru o pH 6,0

Pro p°ípravu McIlvainova pufru o pH 6,0 bylo naváºeno na analytických vahách 11,83 g do-
dekahydrátu hydrogenfosfore£nanu sodného a 1,78 g monohydrátu kyseliny citrónové. Ob¥
naváºky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba¬ky o objemu 500 mL. Odm¥rná ba¬ka
byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°ení hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 6,0± 0,1.
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P°íprava McIlvainova pufru o pH 8,0

Pro p°ípravu McIlvainova pufru o pH 8,0 bylo naváºeno na analytických vahách 34,82 g do-
dekahydrátu hydrogenfosfore£nanu sodného a 0,28 g monohydrátu kyseliny citrónové. Ob¥
naváºky byly kvantitativn¥ p°evedeny do odm¥rné ba¬ky o objemu 500 mL. Odm¥rná ba¬ka
byla dopln¥na Milli-Q vodou po rysku. Ov¥°ení hodnoty pH bylo provedeno pH metrem.
Hodnota pH pufru byla stanovena na 8,0± 0,1.

3.6.4 P°íprava ostatních zásobních roztok·

P°íprava roztoku 10% hydroxidu sodného

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

P°íprava roztoku 17,5% kyseliny chlorovodíkové

Odm¥rná ba¬ka o objemu 25 mL byla z poloviny dopln¥na Milli-Q a do ní bylo napipetováno
12,5 mL 35% kyseliny chlorovodíkové. Odm¥rná ba¬ka byla následn¥ dopln¥na po rysku
Milli-Q vodou.

P°íprava 2,5% roztoku amoniaku

Objem 0,5 ml 25% amoniaku byl napipetován do odm¥rné ba¬ky o objemu 5 ml, která byla
z poloviny dopln¥na Milli-Q vodou, a ta byla následn¥ dopln¥na Milli-Q vodou po rysku.

P°íprava dusi£nanu ho°e£natého o koncentraci 0,5 g/ml

Na analytických vahách bylo naváºeno 250 g Mg(NO3)2 � 6 H2O. Naváºka byla kvantitativn¥
p°evedena do odm¥rné ba¬ky o objemu 500 mL. Odm¥rná ba¬ka byla doln¥na po rysku
Milli-Q vodou.

P°íprava roztoku 0,1% kyseliny mraven£í v metanolu

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 200 mL bylo napipetováno 0,2 mL 98% kyseliny mraven£í.
Odm¥rná ba¬ka byla následn¥ dopln¥na po rysku metanolem.

P°íprava roztoku 0,1% amoniaku v metanolu

Do odm¥rné ba¬ky o objemu 200 mL bylo napipetováno 0,8 mL 25% amoniaku. Odm¥rná
ba¬ka byla následn¥ dopln¥na po rysku metanolem.
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3.7 P°íprava metabolitu tulathromycinu M1

Na základ¥ jiº publikovaného postupu hydrolýzy tulathromycinu ve studii [6] byl p°ipra-
ven jeho metabolit tulathromycin M1 (TLM). Postup hydrolýzy byl následn¥ optimali-
zován. Konkrétn¥ byly optimalizovány parametry jako molární pom¥r HCl:tulathromycin
(p°i 60 °C, po dobu 1 hod), teplota a doba reakce/hydrolýzy (viz tabulka 3.1). Pro kaºdý
parametr byly vºdy p°ipraveny 2 opakování. Po provedení hydrolýzy byl kaºdý p°ipravený
vzorek neutralizován pomocí 10% roztoku NaOH, 500x z°ed¥n a p°ed analýzou pomocí
nylonového �ltru (0,22 � m) p°e�ltrován do 2 mL vialky. Takto p°ipravené vzorky byly
analyzovány pomocí optimalizované LC/MS metody (viz kapitola 3.10).

Tabulka 3.1: Optimalizované parametry pro p°ípravu tulathromycinu M1

ƒíslo parametru Parametr Provedení
0,10
0,25
0,50

1 Molární pom¥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
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3.7.1 Výsledný optimalizovaný postup p°ípravy tulathromycinu M1

Na základ¥ provedení a vyhodnocení (viz kapitola 4.1) byly stanoveny nejvhodn¥j²í parame-
try hydrolýzy. Pomocí t¥chto parametr· byl sestaven optimalizovaný postup pro p°ípravu
metabolitu tulathromycinu M1 (viz obrázek 3.1)

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

ˆ Výsledný roztok byl ponechán po dobu1,5 hodiny v ultrazvuku vyh°átém na 80 °C

ˆ Po uplynutí reak£ní doby byl roztok neutralizován p°ídavkem 1,125 mL roztoku
10% NaOH

ˆ Následn¥ byl roztok 500x z°ed¥n

ˆ 1 mL roztoku takto nasyntetizovaného tulathromycinu M1 byl p°e�ltrován pomocí
nylonového �ltru (0,22 � m) do 2 mL vialky a byla provedena UHPLC-MS analýza
(viz kapitola 3.10)

Obrázek 3.1: Optimalizovaný postup p°ípravy metabolitu tulathromycinu M1
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3.8 Chlévská mrva

3.8.1 Optimalizace extrak£ního postupu pro stanovení reziduí tulathro-
mycinu z chlévské mrvy

Pro optimalizaci stanovení reziduí tulathromycinu z chlévské mrvy byl modi�kován postup,
který byl vyvinut v laborato°i environmentální analýzy na VUT FCH a byl publikován
v £lánku [75]. Postup metody byl modi�kován tak, ºe jako extrak£ní rozpou²t¥dla bylo vyu-
ºito 5 mL ACN s 5 mL McIlvainova pufru pH 6. Protoºe mrva je jednodu²²í matrice neº p·da
a v mrv¥ se také p°edpokládalo nam¥°ení vy²²ích koncentrací reziduí tulathromycinu byl
vynechán krok s SPE p°e£i²t¥ním a zakoncentrováním.

Jelikoº modi�kovaný postup m¥l dostate£nou výt¥ºnost (viz kapitola 4.2) nebylo pot°eba
optimalizovat dal²í parametry a byla provedena validace metody.

3.8.2 Výsledný optimalizovaný postup pro stanovení tulathromycinu
z chlévské mrvy

Na základ¥ provedení a vyhodnocení (viz kapitola 4.2) byl stanoven vhodný postup metody
extrakce pro extrakci reziduí tulathromycinu z chlévské mrvy (viz obrázek 3.2):

ˆ Do PE zkumavky o objemu 50 mL bylo naváºeno 1,0 g vzorku chlévské mrvy

ˆ K naváºenému vzorku bylo napipetováno 5 mL McIlvainova pufru pH 6 a 5 mL ACN

ˆ Vzorek se vortexoval po dobu 30 s

ˆ Sm¥s byla vloºena do ultrazvuku p°i 35°C po dobu 10 minut

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

ˆ Supernatant byl odlit

ˆ Následovalo druhé kolo celé extrakce, se stejným objemem extrak£ních rozpou²t¥del
(5 mL pufru + 5 mL ACN)

ˆ Oba supernatanty byly slity dohromady

ˆ 1 mL supernatantu byl p°e�ltrován p°es nylonový �ltr (0,22 � m) do 2 mL vialky

ˆ Prob¥hla analýza pomocí UHPLC-MS (viz kapitola 3.10)
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3.8.3 P°íprava validace optimalizované metody stanovení reziduí tulathro-
mycinu z chlévské mrvy

U optimalizovaného postupu extrak£ní metody stanovení tulathromycinu z chlévské mrvy
byly vyhodnoceny následující parametry ILoD (instrumentální limity detekce), ILoQ (in-
strumentální limity kvanti�kace), MLoD (limity detekce metody), MLoQ (limity kvanti�-
kace metody), výt¥ºnosti na r·zných extrak£ních hladinách (recovery rate, RR), opakovatel-
nost metody (relative standard deviation, RSD) a matri£ní efekty (ME) (viz kapitola 4.4).
A to tak, ºe byl naváºen 1,0 g chlévské mrvy do 50 mL zkumavky a tato mrva byla obohacena
o tulathromycin a tulathromycin M1. Do zkumavek bylo konkrétn¥ p°idáno 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 ponechány otev°ené, aby do²lo k odpa°ení metanolu
a navázání tulathromycinu na matrici. Takto p°ipravená mrva tedy obsahovala 500, 1 000,
2 500, 5 000, 25 000, 50 000 ng/g tulathromycinu a tulathromycinu M1. Vzorek s kon-
krétní koncentrací byl vºdy nachystán £ty°ikrát. P°ipravené vzorky byly následující den
extrahovány pomocí jiº optimalizované metody (viz kapitola 3.8.1) a p°ed analýzou obo-
haceny o interní standard (IS) tulathromycin-d7, aby koncentrace tulathromycinu-d7 byla
50 ng/mL.

Byly p°ipraveny roztoky pro kalibra£ní závislost, která se skládala z 10 kalibra£ních bod·
o koncentracích 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. Kaºdý kalibra£ní bod obsahoval tulathromycin-d7 o koncentraci
50 ng/mL. Pomocí stejné extrak£ní metody se p°ipravilo 6 slepých (blank) vzork·. Vzorky
byly poté analyzovány pomocí optimalizované metody UHPLC-ESI-TQ (viz kapitola 3.10).
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3.9 P·da

3.9.1 Optimalizace extrak£ního postupu pro stanovení reziduí tulathro-
mycinu z p·dy

Na základ¥ jiº vyzkou²ené extrak£ní metody s SPE p°e£i²t¥ním pro analýzu dr·beºí pode-
stýlky a p·dy byl vybrán extrak£ní postup, který byl vyvinut v laborato°i environmentální
analýzy na VUT FCH a byl publikován v £lánku [75]. Tento postup byl následn¥ optimali-
zován pro extrakci tulathromycinu z p·dy.

Protoºe vybraný extrak£ní postup [75] byl vyvinut pro jinou t°ídu antibiotik neº jsou
makrolidy (konkrétn¥ pro �uorochinilony), ukázalo se, ºe pro stanovení reziduí tulathromy-
cinu má tém¥° nulovou výt¥ºnost. Proto byly stanoveny parametry, které byly postupn¥ op-
timalizovány. Nejprve byla vyzkou²ena r·zná extrak£ní rozpou²t¥dla (bez SPE p°e£i²t¥ní),
dále r·zné variace pH loadingu na HLB kolonky a následn¥ také r·zná elu£ní rozpou²t¥dla.
V²echny prvotní optimalizované parametry jsou shrnuty v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Optimalizované parametry pro extrakci tulathromycinu z p·dy I

Parametr Provedení parametru
5 mL ACN + 5 mL Milli-Q vody
5 mL MeOH + 5 mL Milli-Q vody
5 mL MeOH + 5 mL fosfátový pufr pH 3,0

Stejný 5 mL ACN + 5 mL fosfátový pufr pH 3,0
objem 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 2,6
druhé 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 4,0

extrakce 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 6,0
5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 8,0
5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 2,6
5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 4,0
5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 6,0

Extrak£ní 5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 8,0
rozpou²t¥dla 0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3

+ 7,5 mL McIlvain·v pufr pH 2,6
+ 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (c = 0,5 g/mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3

Polovi£ní + 7,5 mL McIlvain·v pufr pH 4,0
objem + 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (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 McIlvain·v pufr pH 6,0
+ 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (c = 0,5 g/mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3

+ 7,5 mL McIlvain·v pufr pH 8,0
+ 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (c = 0,5 g/mL)

pH loadingu pH 3,0
na SPE bez úpravy (pH 5,10)
kolonku pH 8,0
Elu£ní 0,1% FA v MeOH
roztok 100% MeOH

po SPE 0,1% NH3 v MeOH
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Jelikoº i po optimalizaci zmín¥ných parametr· docházelo k problém·m ve výt¥ºnosti
a opakovatelnosti metody s SPE p°e£i²t¥ním (viz kapitola 4.3.2), bylo p°istoupeno k variant¥
bez SPE a postupovalo se dle následujících bod·:

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

ˆ Kv·li zakoncentrování není vhodné pouºití solí, nebo´ dochází k vysráºení; proto
je vhodné vyhnout se pouºití pufr·

ˆ P°i odpa°ování pro zakoncentrování vzorku, je lep²í pouºití organických rozpou²t¥del
neº vodných

Aby byly dodrºeny zmín¥né body, byly zvoleny dv¥ varianty extrak£ních rozpou²t¥del
(0,1% NH3 v MeOH a 0,1% NH3 v ACN). Amoniak tvo°í zásadité prost°edí bez pouºití solí.
A jako vhodné rozpou²t¥dlo pro rekonstituci vzorku po odpa°ení, za ú£elem zakoncentrování
analytu, byly vyzkou²eny t°i r·zná rozpou²t¥dla. Optimalizované parametry jsou shrnuty
v tabulce 3.3.

Tabulka 3.3: Optimalizované parametry pro extrakci tulathromycinu z p·dy II

Parametr Provedení parametru
Extrak£ní 0,1% NH3 v MeOH

rozpou²t¥dlo 0,1% NH3 v ACN
Rozpou²t¥dlo 0,1% FA v MeOH

pro rekonstituci MeOH
vzorku 0,1% NH3 v MeOH
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3.9.2 Výsledný optimalizovaný postup pro stanovení tulathromycinu z p·dy

Na základ¥ provedení a vyhodnocení (viz kapitola 4.3) byly stanoveny nejvhodn¥j²í para-
metry extrakce. Pomocí t¥chto parametr· byl sestaven optimalizovaný postup pro extrakci
reziduí tulathromycinu z p·dy (viz obrázek 3.3):

ˆ Do PE zkumavky o objemu 50 mL bylo naváºeno 2,0 g vzorku p·dy

ˆ K naváºenému vzorku bylo napipetováno 5 mL 0,1% NH3 v MeOH

ˆ Vzorek se vortexoval po dobu 30 s

ˆ Sm¥s byla vloºena do ultrazvuku p°i 35°C po dobu 10 minut

ˆ Sm¥s se vloºila do centrifugy p°i 6 000 rpm po dobu 10 minut

ˆ Supernatant byl p°e�ltrován pomocí nylonového �ltru (0,22 � m)

ˆ Následovalo druhé kolo celé extrakce se stejným objemem extrak£ního rozpou²t¥dla

ˆ Supernatant byl op¥t p°e�ltrován pomocí nylonového �ltru (0,22 � m) a oba superna-
tanty byly slity dohromady

ˆ Odpa°eno pod dusíkem (p°i 40°C)

ˆ Odpa°ený vzorek byl rozpu²t¥n v 1 mL 0,1% NH3 v MeOH

ˆ Vzorek byl p°e�ltrován p°es nylonový �ltr (0,22 � m) do 2 mL vialky

ˆ Prob¥hla analýza pomocí UHPLC-MS (viz kapitola kapitola 3.10)
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3.9.3 P°íprava validace optimalizované metody stanovení reziduí tulathro-
mycinu z p·dy

U optimalizovaného postupu extrak£ní metody stanovení tulathromycinu z p·dy byly vy-
hodnoceny následující parametry ILoD (instrumentální limity detekce), ILoQ (instrumen-
tální limity kvanti�kace), MLoD (limity detekce metody), MLoQ (limity kvanti�kace me-
tody), výt¥ºnosti na r·zných extrak£ních hladinách (recovery rates, RR), opakovatelnost
metody (relative standard deviation, RSD) a matri£ní efekt (ME) (viz kapitola 4.4). A to tak,
ºe byly naváºeny 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°idáno 50, 100, 150, 200 a 400� L roz-
toku tulathromycinu a tulathromycinu M1 v metanolu a koncentraci 1 � g/mL. Zkumavky
byly p°es noc ponechány otev°ené, aby do²lo k odpa°ení metanolu a navázání tulathro-
mycinu na matrici. P·da tedy obsahovala 25, 50, 75, 100, 150, 200 ng/g tulathromycinu
a tulathromycinu M1. Vzorek s konkrétní koncentrací byl vºdy nachystán £ty°ikrát. P°ipra-
vené vzorky byly následující den extrahovány pomocí jiº optimalizované metody (viz ka-
pitola 3.9.1) a p°ed analýzou obohaceny o interní standard (IS) tulathromycin-d7, aby
koncentrace tulathromycinu-d7 byla 50 ng/mL.

Byly také p°ipraveny roztoky pro kalibra£ní závislost, která se skládala z 10 kalibra£-
ních bod· o koncentracích 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. Kaºdý kalibra£ní bod také obsahoval
tulathromycin-d7 o koncentraci 50 ng/mL. Pomocí stejné extrak£ní metody se p°ipravilo
také 6 slepých (blank) vzork·. Vzorky byly následn¥ analyzovány pomocí optimalizované
metody UHPLC-ESI-TQ (viz kapitola 3.10).
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3.10 Optimalizovaná metoda pro kvantitativní stanovení tu-
lathromycinu

Pro kvantitativní stanovení koncentrace tulathromycinu a jeho metabolitu ve v²ech vzorcích
byla pouºita optimalizovaná metoda UHPLC-ESI-TQ. Konkrétní parametry metody jsou
uvedeny v tabulce 3.4, 3.5 a 3.6. Kvantitativní analýza byla zam¥°ena na izomer A i B,
celková koncentrace tulathromycinu tedy zahrnuje oba dva izomery jako jejich sumu.

Tabulka 3.4: Parametry optimalizované metody pro UHPLC

UHPLC parametry
Objem nást°iku 10 � l
Pr·tok mobilní fáze 0,5 ml�min-1

Teplota 35 °C
Mobilní fáze A: 0,1 % FA ve vod¥

B: Acetonitril
Gradient mobilní fáze
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 2O 90:10

s 1 % FA (2 min)

Tabulka 3.5: MS Parametry nastavení iontového zdroje

MS parametry iontového zdroje
Iontový zdroj Elektrosprej (HESI)

Nap¥tí elektrospreje 5 000 V
Ioniza£ní mód Pozitivní (ESI+)

Pr·tok pomocného plynu 15 a.u.
Teplota pomocného plynu 600 °C

Pr·tok su²ícího plynu 25 a.u.
Teplota su²ícího plynu 250 °C

Zmlºovací plyn 45 a.u.
Aktivní odtah ON
Reºim scanu MRM

Tlak kolizního plynu 1,5 mTorr
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Tabulka 3.6: MRM p°echody pro tulathromycin, jeho izotopicky zna£ený vnit°ní standard
a pro metabolit tulathromycin M1 (v£etn¥ izomerií A i B)

MRM RT Prekurzorový Produktový Kolizní
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 Analýza reálných vzork·

Vzorky odebrané chlévské mrvy a vzorky fermentované chlévské mrvy byly extrahovány
optimalizovanou metodou pro stanovení reziduí tulathromycinu z chlévské mrvy (viz kapi-
tola 3.8.2 a následn¥ analyzovány pomocí optimalizované metody pro kvantitativní stano-
vení pomocí UHPLC-MS (viz kapitola 3.10). Pro v²echny vzorky byla provedena analýza
ve 3 opakováních.

Vzorky p·dy z modelového pokusu byly extrahovány optimalizovanou metodou pro
stanovení reziduí tulathromycinu z p·dy (viz kapitola 3.9.1) a následn¥ analyzovány pomocí
optimalizované metody pro kvantitativní stanovení pomocí UHPLC-MS (viz kapitola 3.10).
Pro v²echny vzorky byla provedena analýza ve 3 opakováních.
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4 Výsledky a diskuse

4.1 Optimalizace metody p°ípravy metabolitu tulathromy-
cinu M1

Optimalizované parametry postupu p°ípravy tulathromycinu M1 jsou uvedeny v tabulce 3.7.
Vyhodnocení vzork· bylo provedeno v programu TASQ pomocí ploch píku tulathromycinu
M1 a nezreagovaného tulathromycinu. Výsledný optimalizovaný postup je uveden v kapi-
tole 3.7.1 a na obrázku 3.1.

4.1.1 Optimalizace molárních pom¥r· tulathromycin : HCl

Pro optimalizaci byly vyuºity molární pom¥ry 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00
a 5,00. Reakce byly vºdy provád¥ny p°i 60°C a po dobu 1 hod. Výt¥ºnosti pro pouºité
molární pom¥ry jsou zobrazeny v grafu na obrázku 4.1. Konkrétní hodnoty výt¥ºností jsou
uvedeny v tabulce B.3 (viz p°íloha B).

Z výsledk· je patrné, ºe p°i pouºití v¥t²ího molárního pom¥ru se výt¥ºnost zvy²ovala.
Lze tedy °íci, ºe p°i p°ítomnosti vy²²ího nadbytku HCl se výt¥ºnost zvy²uje. Nejvy²²í vý-
t¥ºnost reakce byla p°i pouºití nejv¥t²ího molárního pom¥ru, konkrétn¥ 5,00. P°i vyuºití
tohoto molárního pom¥ru bylo dosaºeno výt¥ºnosti tém¥° aº 98 %.

P°i reakci tulathromycinu s HCl dochází ke kyselé hydrolýze, kde je od²t¥pená kladinó-
zová £ást molekuly tulathromycinu. P°i nadbytku HCl je v reak£ní sm¥si p°ítomno více mo-
lekul HCl které mohou atakovat molekulu tulathromycinu. ƒím více molekul HCl, tím v¥t²í
je pravd¥podobnost sráºek molekul HCl s molekulou tulathromycinu. Dle Le Chatelierova
principu p°ebytek HCl posune rovnováhu sm¥rem ke vzniku produktu tulathromycinu M1.
Proto byla nejvy²²í výt¥ºnost detekována p°i nejv¥t²ím nadbytku HCl.

V jiº provedené studii [6], kde bylo dosaºeno výt¥ºnosti hydrolýzy nad 95 %, byla
pro nejlep²í výt¥ºnost pouºita 2 mol/L HCl (objem nebyl ve studii uveden). Ve studii
se výt¥ºnost pohybovala nad 95 %, kdy po 120 min za£ala klesat pod 90 %. Výt¥ºnost
p°i vyuºití 2 mol HCl byla ve studii stabiln¥j²í, neº p°i vyuºití 3 mol/L HCl, kde bylo
dosaºeno výt¥ºnosti také nad 95 %, ov²em jiº po 30 min výt¥ºnost klesla pod 90 %. Poda°ilo
se tedy dosáhnou tém¥° stejných výt¥ºností, ale v porovnání s d°íve provedenou studií
nedocházelo p°i pouºití reak£ního pom¥ru 5,00 k degradaci b¥hem reak£ního £asu 1 hod.
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Obrázek 4.1: Graf výt¥ºnosti p°ípravy tulathromycinu M1 p°i r·zných molárních pom¥rech
tulathromycin : HCl

4.1.2 Optimalizace teploty a doby reakce

Pro optimalizaci byly vyuºity teploty 50, 60, 70 a 80 °C a reak£ní doby 0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 hod.
Výt¥ºnosti pro pouºité teploty a doby reakce jsou zobrazeny v contour grafu na obrázku 4.2.
Konkrétní hodnoty výt¥ºností jsou uvedeny v tabulce B.4 (viz p°íloha B).

Z grafu je patrné, ºe pokud je reak£ní teplota vy²²í nebo rovna 70°C a zárove¬ je re-
ak£ní doba del²í nebo rovna 1,5 hod, výt¥ºnost reakce je vy²²í jak 90 %. Nejvy²²í výt¥ºnost
vykazovala doba reakce po dobu 1,5 hod p°i 80°C. Tato kombinace parametr· vykazovala
tém¥° 100% výt¥ºnost. Pro p°ípravu tulathromycinu M1 byla zvolena optimální kombinace
teploty 80 °C, která zajistila výt¥ºnost vºdy nad 99 %, a doby reakce 1,5 hod, která p°ed-
stavuje nejkrat²í moºný £as pro dosaºení maximální výt¥ºnosti. Del²í doba reakce vedla
k malému sníºení výt¥ºnosti.

S ohledem na jiº zmín¥nou studii [6], ze které byl postup replikován, nebyla prokázaná
degradace tulathromycinu M1 p°i vy²²í teplotách a del²í dob¥ reakce. Ve studii je zmín¥no,
ºe p°i vy²²í teplot¥ se tulathromycin M1 rozkládal rychleji a jeho výt¥ºnost klesla pod 90 %
za 60 min p°i 70 a 80°C a za 120 min p°i 60°C. Vzhledem k tomu, ºe tulathromycin M1
se rychle rozkládá p°i teplot¥ 70°C nebo vy²²í, byla ve studii zvolena teplota hydrolýzy
60 °C.
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Obrázek 4.2: Graf výt¥ºnosti p°ípravy tulathromycinu M1 p°i r·zných teplotách a dobách
reakce
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4.2 Optimalizace metody extrakce tulathromycinu z chlév-
ské mrvy

Jelikoº modi�kovaný extrak£ní postup (viz kapitola 3.8.1) z publikované studie [75] m¥l
velmi vysokou výt¥ºnost, nebylo dále nutné optimalizovat parametry extrak£ního postupu
a následovala validace metody, jejíº výsledky jsou zobrazeny v kapitole 4.4. Vyhodnocení
vzork· bylo provedeno v programu TASQ pomocí kalibra£ní k°ivky. Koncentrace reziduí
tulathromycinu byla stanovena jako suma izomer· A i B na £erstvou váhu (fw) chlévské
mrvy. Výsledky výt¥ºností pro zkou²ku extrakce um¥le naspikované £erstvé chlévské mrvy
jsou zobrazeny v grafu na obrázku 4.3. Výt¥ºnost na extrak£ních hladinách 1 fw� g/g
a 25 fw � g/g se pohybovala od tém¥° 60 do 150 %.

Obrázek 4.3: Graf výt¥ºnosti modi�kované extrak£ní metody reziduí tulathromycinu z mrvy
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4.3 Optimalizace metody extrakce tulathromycinu z p·dy

Optimalizované parametry postupu extrakce reziduí tulathromycinu jsou uvedeny v tabul-
kách 3.2 a 3.3 v kapitole 3.9.1. Vyhodnocení vzork· bylo provedeno v programu TASQ
pomocí kalibra£ní k°ivky. Koncentrace reziduí tulathromycinu byla stanovena jako suma
izomer· A i B na £erstvou váhu (fw) p·dy. Výsledný optimalizovaný postup je uveden
v kapitole 3.9.2 a na obrázku 3.3.

4.3.1 Optimalizace extrak£ních rozpou²t¥del

Pro optimalizaci extrak£ních rozpou²t¥del bylo vyzkou²eno 16 extrak£ních sm¥sí, neboli
extrak£ních medií (EM) viz tabulka 4.1. Stanovené výt¥ºnosti pro pouºité EM jsou vid¥t
v grafu na obrázku 4.4 (sloºení extrak£ních medií je zobrazeno v tabulce 4.1) a konkrétní
nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.6 (viz p°íloha B). Dle nam¥°ených dat m¥ly
nejvy²²í výt¥ºnost EM, které vyuºívaly kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA), ACN,
2,5% roztok NH3, roztok Mg(NO3)2 �6H2O (c = 0,5 g/mL) a McIlvain·v pufr. Naopak nu-
lovou výt¥ºnost m¥ly ob¥ media vyuºívající kombinaci organického rozpou²t¥dla s Milli-Q
vodou (EM1 a EM2), n¥které z medií vyuºívající ACN jako organické rozpou²t¥dlo v kombi-
naci s McIlvainovým pufrem (EM5, pro tulathromycin také EM8, EM7) a media vyuºívající
kombinaci MeOH a kyselej²í McIlvainovy pufry (EM9, EM10, EM11). Nevy²²í výt¥ºnost
z EM vyuºívající pouze organické rozpou²t¥dlo a McIlvain·v pufr m¥ly kombinace s pouºi-
tím pufru pH 8.

Protoºe p·vodní extrak£ní postup ze studie [75] vyuºíval stejnou extrak£ní sm¥s jako
je EM15, ukázalo se, ºe není problém s výt¥ºnosti u extrak£ních rozpou²t¥del, ale p°edev²ím
u n¥kterých z parametr· SPE p°e£i²t¥ní. Z toho d·vodu byly dále optimalizované parametry
SPE p°e£i²t¥ní (viz kapitola 3.9.1 a 4.3.2).

Ve studiích, kde byl analyzován tulathromycin [6, 11] nebo jiná makrolidová antibio-
tika [76, 77, 78], nebyly vyuºity takto komplexní sm¥si rozpou²t¥del, jelikoº ve studiích
byly analyty extrahovány p°edev²ím ze zví°ecích tkání, jako svalovina, tuk, játra a dal²í.
P·da jako matrice pro stanovení tulathromycinu a jiných makrolidových antibiotik vy-
ºaduje jiné podmínky extrakce, jako nap°íklad p°ítomnost EDTA, které nebylo pouºito
v ºádné ze zmín¥ných studií, aby se p°ede²lo tvorb¥ komplex· antibiotik s kationty p°ítom-
nými v p·d¥ (Ca 2+ , Mg2+ ). EDTA bylo pouºito nap°íklad ve studiích [74, 75], kde byly
analyzovány nap°. sulfonamidy, tetracyklin, �uoroquinolony v p·d¥. Ve studiích zmín¥ných
v tabulce 2.3 (kapitola 2.6) bylo vyuºito ²iroké spektrum kombinace rozpou²t¥del, coº uka-
zuje na speci�cké parametry pro konkrétní stanovované analyty v r·zných matricích, kdy
je velmi d·leºité zvolit vhodnou kombinaci rozpou²t¥del, která dokáºe extrahovat analyty
z komplexní matrice.
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Obrázek 4.4: Graf výt¥ºností extrakce pro r·zná extrak£ní rozpou²t¥dla

Tabulka 4.1: Sloºení extrak£ních rozpou²t¥del podle ozna£ení

Provedení Ozna£ení Sloºení extrak£ní 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 fosfátový pufr pH 3,0

Stejný EM4 5 mL MeOH + 5 mL fosfátový pufr pH 3,0
objem EM5 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 2,6
druhé EM6 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 4,0

extrakce EM7 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 6,0
EM8 5 mL ACN + 5 mL McIlvain·v pufr pH 8,0
EM9 5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 2,6
EM10 5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 4,0
EM11 5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 6,0
EM12 5 mL MeOH + 5 mL McIlvain·v pufr pH 8,0

0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3

EM13 + 7,5 mL McIlvain·v pufr pH 2,6
+ 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (c = 0,5g /mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3

Polovi£ní EM14 + 7,5 mL McIlvain·v pufr pH 4,0
objem + 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (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 McIlvain·v pufr pH 6,0
+ 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (c = 0,5 g/mL)
0,6 g EDTA + 7,5 mL ACN + 0,2 mL 2,5% NH 3

EM16 + 7,5 mL McIlvain·v pufr pH 8,0
+ 4,8 mL Mg (NO3)2 �6H2O (c = 0,5 g/mL)
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4.3.2 Optimalizace pH loadingu a elu£ních rozpou²t¥del u SPE p°e£i²t¥ní

Pro optimalizaci pH loadingu a elu£ních rozpou²t¥del u SPE p°e£i²t¥ní byly vyzkou²eny t°i
varianty pH pro nanesení vzorku: pH 3, bez úpravy pH a pH 8 (viz tabulka 3.2). Stanovené
výt¥ºnosti pro r·zné kombinace pH loadingu a elu£ních rozpou²t¥del u SPE kolonek jsou
vid¥t v heatmap grafech na obrázku 4.5 pro tulathromycin a 4.6 pro tulathromycin M1.
Konkrétní nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.7 (viz p°íloha B). Dle nam¥°ených
dat m¥ly nejvy²²í výt¥ºnost pro tulathromycin i tulathromycin M1 kombinace pH loadingu
8 s 0,1% FA jako elu£ním rozpou²t¥dlem.

A£koli se výt¥ºnost pohybovala velmi vysoko, u varianty, kdy m¥l vzorek naná²ený
na SPE kolonky pH 8, docházelo k vytvo°ení sraºeniny a bylo velmi t¥ºké nanést celý ob-
jem vzorku na SPE kolonku. Filtrace vzorku p°ed nanesením na SPE kolonku byla velmi
zdlouhavá a nebyla bohuºel dostate£n¥ ú£inná. Metoda s vyuºitím SPE by v tomto p°í-
pad¥ nebyla dostate£n¥ spolehlivá, jelikoº by mohlo docházek k ucpání SPE kolonek je²t¥
p°ed nanesením celého objemu vzorku. Z tohoto d·vodu bylo nutné vyvinout extrak£ní
metodu bez SPE p°e£i²t¥ní.

Obrázek 4.5: Graf výt¥ºnosti pro tulathromycin u optimalizovaných parametr· loadingu
a eluce z SPE kolonek
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Obrázek 4.6: Graf výt¥ºnosti pro tulathromycin M1 u optimalizovaných parametr·
loadingu a eluce z SPE kolonek
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4.3.3 Optimalizace extrak£ních organických rozpou²t¥del

Pro optimalizaci extrak£ních organických rozpou²t¥del byly vyzkou²eny dv¥ rozpou²t¥dla
MeOH a ACN (viz tabulka 3.3). Stanovené výt¥ºnosti pro ob¥ organická rozpou²t¥dla jsou
vid¥t v grafech na obrázku 4.7 a konkrétní nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.8
(viz p°íloha B). Dle nam¥°ených dat m¥l o mnoho vy²²í výt¥ºnost roztok 0,1% NH3 v MeOH.
Hodnoty výt¥ºnosti se pohybovaly okolo 100 %. Potvrdila se tedy teorie, ºe tulathromycin
bude lépe rozpustný v zásaditém organickém rozpou²t¥dle, jak bylo zmín¥no v kapitole
3.9.1 na základ¥ výsledk· z kapitoly 4.3.1.

Obrázek 4.7: Graf výt¥ºností organických rozpou²t¥del
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4.3.4 Optimalizace rozpou²t¥del pro rekonstituci vzorku

Pro optimalizaci rozpou²t¥del pro rekonstituci vzorku byly vyzkou²eny t°i rozpou²t¥dla
0,1% NH3 v MeOH, £istý MeOH a 0,1% FA v MeOH (viz tabulka 3.3). Stanovené výt¥ºnosti
v²ech rozpou²t¥del pro rekonstituci vzorku jsou vid¥t v grafech na obrázku 4.8 a konkrétní
nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.9 (viz p°íloha B). Dle nam¥°ených dat m¥l
nepatrn¥ vy²²í výt¥ºnost 0,1% NH3 v MeOH. Ta se pohybovala okolo 50 % pro oba dva
analyty.

To ºe výt¥ºnost nep°esahovala 50 % mohlo být zp·sobeno sorpcí tulathromycinu a jeho
metabolitu na sklo, kdy se v laborato°i pro odpa°ení pouºívaly sklen¥né vialky. Z toho d·-
vodu bylo také zvoleno zásadité pH extrak£ního rozpou²t¥dla. Sorpce tulathromycinu na
sklo byla jiº prokázána ve studii [6], kde je uvedeno, ºe jak tulathromycin A, tak tulathromy-
cin M1 A m¥ly tendenci se sorbovat na povrch skla, zejména v neutrálních podmínkách,
jako je metanol/voda (1:1, v/v) a metanol. U tulathromycinu A v metanolu/vod¥ (1:1,
v/v) nebo metanolu do²lo k absorpci ihned po jejich p°íprav¥ ve sklen¥ných zkumavkách
ve srovnání s PP zkumavkami.

Obrázek 4.8: Graf výt¥ºností rozpou²t¥del pro rekonstituci vzorku
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4.4 Validace extrak£ních metod

Pro optimalizované extrak£ní postupy (viz kapitola 3.8.2 a 3.9.2 ) byly stanoveny instru-
mentální limity detekce (ILoD), neboli nejniº²í koncentrace analytu, která m·ºe být ve
vzorku detekována, pomocí rovnice 4.1

ILoD = 6 �
sblank

b
; (4.1)

a instrumentální limity kvanti�kace (ILoQ), neboli nejniº²í koncentrace analytu, kterou
lze spolehliv¥ kvanti�kovat, pomocí rovnice 4.2 [104, 105].

ILoQ = 9 �
sblank

b
; (4.2)

kde sblank je sm¥rodatná odchylka odezvy v matri£ním blanku vzorku ab je sm¥rnice
kalibra£ní p°ímky [104, 105]. V p°ípad¥ MLoD a MLoQ byly tyto limity p°epo£ítány na fw
chlévské mrvy a p·dy.

Byly také stanoveny výt¥ºnosti (RR, recovery rate) p°i extrak£ních hladinách 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).

Dále byla také vypo£ítaná opakovatelnost metody (relative standard deviation, RSD)
podle rovnice 4.3 a matri£ní efekty (ME) dle rovnice 4.4.

RSD =
� RR

�xRR
; (4.3)

kde � RR je sm¥rodatná odchylka výt¥ºnosti a �xRR je pr·m¥r výt¥ºností.

ME =
Amatrix blank

Apure solvent
� 100; (4.4)

kde Amatrix blank je plocha spikovaného (50 ng/mL tulathromycinu) blanku matri£ního
extraktu £isté p·da a Apure solvent je plocha spikovaného (50 ng/mL tulathromycinu) blanku
£istého rozpou²t¥dla (metanol nebo Milli-Q voda).

Nam¥°ená data byla vyhodnocena pomocí programu TASQ. V²echny výsledky jsou uve-
deny v tabulce 4.2 a 4.3.
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Tabulka 4.2: Výsledky validace extrak£ní metody stanovení 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 ng�g� 1 [%] 42± 4 34± 1
RR 1 000 ng�g� 1 [%] 55± 2 69± 11
RR 2 500 ng�g� 1 [%] 67± 3 96± 3
RR 5 000 ng�g� 1 [%] 73± 1 88± 6

RR 25 000 ng�g� 1 [%] 76± 2 83± 4
RR 50 000 ng�g� 1 [%] 87± 3 70± 4

Inter-day RSD [%] 4 6
ME [%] 59 81

Tabulka 4.3: Výsledky validace extrak£ní metody stanovení 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 ng�g� 1 [%] 46± 1 12± 10
RR 50 ng�g� 1 [%] 38± 3 31± 3
RR 75 ng�g� 1 [%] 37± 1 42± 3

RR 100 ng�g� 1 [%] 39± 2 53± 1
RR 200 ng�g� 1 [%] 49± 13 59± 15
Inter-day RSD [%] 9 25

ME [%] 90 125

65



4.5 Analýza reálných vzork·

4.5.1 Koncentrace reziduí tulathromycinu v chlévské mrv¥

Vzorky pro stanovení reziduí tulathromycinu v chlévské mrv¥ byly extrahovány pomocí jiº
optimalizované extrak£ní metody (viz kapitola 3.8.2 a obrázek 3.2). Vyhodnocení vzork·
bylo provedeno v programu TASQ pomocí kalibra£ní k°ivky s vyuºitím izotopicky zna-
£eného vnit°ního standardu tulathromycinu-d7. Koncentrace reziduí tulathromycinu byla
stanovena jako suma izomer· A i B a p°epo£tena na suchou váhu chlévské mrvy (dw), kde
su²ina tvo°ila v pr·m¥ru 15 ± 3 %. Konkrétn¥ byly analyzovány vzorky, které byly odebí-
rány b¥hem 1�42 dn· od subkutálního podání lé£iva Draxxin osmnácti telat·m na pokusné
farm¥. Výsledky jsou zobrazeny v grafu na obrázku 4.9 a konkrétní nam¥°ené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce B.10 (viz p°íloha B).

Obrázek 4.9: Koncentrace reziduí tulathromycinu v chlévské mrv¥ (tulathromycin M1 nebyl
detekován)

Ve v²ech vzorcích chlévské mrvy byl kvanti�kován tulathromycin, konkrétn¥ v rozmezí
1,5�8,8 dw mg/kg. Z nam¥°ených výsledk· lze sledovat nejvy²²í p°ítomnou koncentraci
tulathromycinu v chlévské mrv¥ hned první den po aplikaci lé£iva telat·m, konkrétn¥
8,8 ± 0,7 dw mg/kg chlévské mrvy. Od 5. dne od aplikace lé£iva se koncentrace tulathro-
mycinu postupn¥ sniºovala na 2,89± 0,09 dw mg/kg. Od 5. do 42. dne se koncentrace
tulathromycinu v chlévské mrv¥ pohybovala okolo relativn¥ konstantních hodnot. Tato kon-
centrace antibiotika v jednotkách mg/kg není výjimkou. B¥ºn¥ se koncentrace antibiotik
v mrv¥ pohybují mezi 1 a 10 mg/kg (mg/L) [31]. V n¥kterých p°ípadech, jako je ƒína,
se mohou nacházet aº stovky mg/kg [32].
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Produkt metabolismu tulathromycinu tulathromycin M1 nebyl v chlévské mrv¥ dete-
kován. V p°ede²lých studiích [1, 6] byl tulathromycin M1 detekován p°edev²ím ve tkáních
skotu, jako jsou svaly tuk a játra, nebo ve ºlu£i. Je tedy moºné, ºe tulathromycin M1
je v t¥le dále p°em¥¬ován na jiný metabolit a aº následn¥ je vylou£en exkrementy z t¥la
skotu. Je také uvád¥no [1], ºe mén¥ jak 10 % celkové dávky tulathromycinu je metabolizo-
váno na produkty. V t¥chto 10 % má svoje zastoupení tulathromycin M1. Je tedy moºné,
ºe tulathromycin M1 se vylu£uje ve velmi malém mnoºství, které je v chlévské mrv¥ t¥ºko
detekovatelné.

A£ nelze ur£it p°esné procento vylou£eného mnoºství tulathromycinu, jelikoº nebyla
ur£ena p°esná hmotnost celkových exkrement· telat, nam¥°ené výsledky potvrzují studie
metabolismu tulathromycinu u skotu [1], které ukazují, ºe p°ibliºn¥ 48 % dávky bylo vylou-
£eno mo£í a stolicí b¥hem prvních p¥ti dn· po subkutánním podání. P°ibliºn¥ 19 % dávky
se vylu£ovalo pomaleji b¥hem následujících 42 dn·.

Nam¥°ená data byla statisticky zpracována. Konkrétn¥ byl vypo£ítán Pearson·v kore-
la£ní koe�cient ( r ) a stanovenap-hodnota (p). Pro zji²t¥ní korelace koncentrace tulathro-
mycinu v chlévské mrv¥ s celkovou dobou od podání lé£iva, kdy byly odebírány vzorky,
byly výsledné hodnoty stanoveny nar = -0,564 a p = 0,008. Podle vypo£ítané hodnotyr
je zde pozorována st°edn¥ silná aº silná negativní korelace a nazna£uje tak trend sniºo-
vání koncentrace v £ase. S ohledem na vypo£ítanoup-hodnotu je tato korelace statisticky
významná, jelikoº p < 0,05.

Pro vylu£ování tulathromycinu b¥hem 42 dn· byly také sestrojeny kinetické rovnice nul-
tého, prvního a druhého °ádu. Z graf· kinetických rovnic na obrázcích A.9, A.10 a A.11 (viz
p°íloha A) je patrné, ºe nebylo moºné data proloºit ani v jenom z p°ípad· lineární závislostí.
Ze v²ech nam¥°ených dat pro 42 dn· tedy nelze stanovit kinetiku vylu£ování tulathromy-
cinu telaty. Tuto skute£nost potvrzuje také zmín¥né statistické ov¥°ení (r = -0,564), které
°íká, ºe je zde st°edn¥ silná aº silná negativní korelace, ov²em hodnota korela£ního koe�ci-
entu nespadá do rozmezí, které je obvykle povaºováno za silné, kde pro silnou korelaci musí
být spln¥na podmínka r =2 (� 0; 75; 0; 75)). A£koli tedy existuje mírný vztah mezi dobou
po podání tulathromycinu a jeho koncentrací v trusu, mohou koncentraci ovliv¬ovat i jiné
faktory a síla korelace není dostate£n¥ vysoká, aby znamenala p°ímou, silnou závislost.

Pokud bychom uvaºovali pouze koncentrace tulathromycinu nam¥°ené ve vzorcích ode-
braných b¥hem prvních 10 dn·, výsledný koe�cient by odpovídal silné negativní kore-
laci mezi koncentrací tulathromycinu v chlévské mrv¥ a dobou od aplikace lé£iva, jelikoº
r = 0,920 a tedy r =2 (� 0; 75; 0; 75) a ukazuje na prudký pokles koncentrace v £ase. Tento
vztah je také statisticky významný, jelikoº p < 0,0001 a tedy p < 0,05. To nazna£uje, ºe
b¥hem 10 dn· od podání lé£iva se rostoucím £asem sniºuje koncentrace tulathromycinu, coº
nazna£uje p°edvídatelný vzorec degradace nebo eliminace v pr·b¥hu £asu 10 dn·.

Pro vylu£ování tulathromycinu b¥hem 10 dn· byly tedy sestrojeny kinetické rovnice
nultého, prvního a druhého °ádu. Z graf· kinetických rovnic na obrázcích A.12, A.13 a 4.10
(viz p°íloha A) je patrné, ºe nejvy²²í shodu modelu s experimentálními daty vykazuje graf
pro kinetickou rovnici 2. °ádu (viz obrázek 4.10), coº potvrzuje velmi vysokým koe�cien-
tem determinace R2 = 0,979. Z kinetické rovnice vyplývá, ºe s rostoucím £asem dochází
k postupnému sniºování koncentrace tulathromycinu v chlévské mrv¥, p°i£emº rychlost
odbourávání klesá s klesající koncentrací látky. Tento typ kinetiky je typický pro procesy,
kde dochází k významné interakci molekul nebo kde se ú£innost odbourávacích mechanism·
m¥ní v závislosti na koncentraci substrátu.
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Obrázek 4.10: Graf závislosti 1/koncentrace tulathromycinu v chlévské mrv¥ na dob¥
od aplikace Draxxinu b¥hem 10 dn·

V biologickém kontextu to znamená, ºe tulathromycin je v t¥le telat odbouráván re-
lativn¥ rychle p°i vy²²ích koncentracích bezprost°edn¥ po aplikaci, zatímco v pozd¥j²ích
fázích, kdy koncentrace klesne, se odbourávání zpomaluje.

4.5.2 Koncentrace reziduí tulathromycinu ve fermentované mrv¥

Vzorky pro stanovení reziduí tulathromycinu ve fermentované chlévské mrv¥ byly extra-
hovány pomocí jiº optimalizované extrak£ní metody (viz kapitola 3.8.2 a obrázek 3.2).
Vyhodnocení vzork· bylo provedeno v programu TASQ pomocí kalibra£ní k°ivky s vy-
uºitím izotopicky zna£eného vnit°ního standardu tulathromycinu-d7. Koncentrace reziduí
tulathromycinu byla stanovena jako suma izomer· A i B a p°epo£tena na suchou váhu
fermentované chlévské mrvy (dw), kde su²ina tvo°ila v pr·m¥ru 23 ± 4 %. Konkrétn¥ byly
analyzovány vzorky, které byly odebírány b¥hem 0�48 dn· od zahájení fermentace um¥le
kontaminované chlévské mrvy. Výsledky jsou zobrazeny v grafu na obrázku 4.11 a konkrétní
nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.11 (viz p°íloha B).

V pr·b¥hu procesu fermentace byly nam¥°eny koncentrace tulathromycinu v rozmezí
28,2�53,9 dw mg/kg. Po uplynutí v²ech 48 dn· byla koncentrace tulathromycinu stanovena
na 41,0 ± 0,8 dw mg/kg. Toto mnoºství odpovídá p°ibliºn¥ 78 % po£áte£ní koncentrace.
Je zde tedy vid¥t, ºe se £ást tulathromycinu ve fermentované mrv¥ rozloºila, ov²em ú£innost
degradace tulathromycinu nebyla vysoká. Podmínky zna£n¥ ovliv¬ují ú£innost procesu a tu-
lathromycin má také velkou tendenci vázat se na výkaly [1]. V porovnáním s odbornými
publikacemi [46], kde uvád¥jí ú£innost odstran¥ní antibiotik (erythromycinu) fermentací
více neº 90 %, je z°ejm¥ tulathromycin v mrv¥ více perzistentní a nepodléhá tolik degra-
da£ním reakcím.

68



Obrázek 4.11: Koncentrace reziduí tulathromycinu ve fermentované chlévské mrv¥
(tulathromycin M1 nebyl detekován)

Produkt metabolismu tulathromycinu tulathromycin M1 nebyl ve fermentované chlévské
mrv¥ detekován. P°i fermentaci pravd¥podobn¥ nebyly p°ítomny stejné podmínky, jako
p°i metabolizaci tulathromycinu v t¥le skotu, a nebyly p°ítomny ani vhodné podmínky
pro nap°íklad kyselou hydrolýzu, díky níº tento metabolit vzniká.

Nam¥°ená data byla statisticky zpracována. Pro zji²t¥ní zm¥n koncentrace tulathromy-
cinu ve fermentované mrv¥ b¥hem 48 dn· byla pouºita one-way repeated measures ANOVA
(jednosm¥rná ANOVA s opakovanými m¥°eními). Analýza prokázala statisticky významný
vliv £asu na koncentraci, F (1,30; 2,60) = 12,76 a p = 0,047, coº nazna£uje, ºe hladiny
tulathromycinu se b¥hem sledovaného období významn¥ m¥nily.

Jelikoº byl prokázán statisticky významný vliv £asu na koncentraci, byl vypo£ítán také
Pearson·v korela£ní koe�cient (r ) a stanovena p-hodnota (p). Pro zji²t¥ní korelace mezi
koncentrací tulathromycinu ve fermentované chlévské mrv¥ a dobou fermentace byly vý-
sledné hodnotyr = -0,349 a p = 0,015. Vypo£ítaná hodnota r znamená slabou aº st°edn¥
silnou negativní korelaci, jelikoº r 2 (� 0; 75; 0; 75). S rostoucím po£tem dní má tedy kon-
centrace tulathromycinu ve fermentované mrv¥ tendenci klesat. S ohledem na vypo£ítanou
p-hodnotu je tato korelace v²ak statisticky významná, jelikoº p < 0,05. Výsledky tedy uká-
zaly statisticky významnou negativní korelaci, coº znamená, ºe s prodluºující se dobou
fermentace klesá koncentrace tulathromycinu. A£koli síla korelace byla mírná, vztah byl
konzistentní a významný na hladin¥ 0,05. Výsledky také nazna£ují, ºe doba fermentace má
m¥°itelný vliv na rozklad tulathromycinu.

Pro degradaci tulathromycinu byly také sestrojeny kinetické rovnice nultého, prvního
a druhého °ádu. Z graf· kinetických rovnic na obrázcích A.14, A.15 a A.16 (viz p°íloha A)
je patrné, ºe nebylo moºné data proloºit ani v jenom z p°ípad· lineární závislostí. Z nam¥-
°ených dat tedy nelze stanovit kinetiku degradace tulathromycinu b¥hem fermentace. Tuto
skute£nost potvrzuje také zmín¥né statistické ov¥°ení (r = -0,349;p = 0,015), které °íká,
ºe je zde sice statisticky významná, ale pouze mírná (r = -0,349) negativní korelace.
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Vzhledem k ú£innosti fermentace, která nedosahovala ani 25 %, není provedená fermen-
tace vhodná metoda pro odstran¥ní tulathromycinu z chlévské mrvy. Ú£innost fermentace
by bylo moºné zvý²it optimalizací daných podmínek, jako je doba fermentace, teplota nebo
pouºité mikroorganismy. Dal²í metodou by mohlo být nap°íklad aerobní zpracování. Na-
víc p°estoºe se °ada studií zam¥°uje na odstra¬ování antibiotik ze statkových hnojiv, jen
velmi omezený po£et prací se zabývá degrada£ními drahami a analýzou vznikajících meta-
bolit·, které mohou z·stat biologicky aktivní. Tento p°ístup by poskytl komplexn¥j²í pohled
na danou problematiku.

4.5.3 Koncentrace reziduí tulathromycinu v p·d¥ z modelového pokusu

Vzorky pro stanovení reziduí tulathromycinu v p·d¥ z modelového pokusu byly extraho-
vány pomocí jiº optimalizované extrak£ní metody (viz kapitola 3.9.2 a obrázek 3.3). Vy-
hodnocení vzork· bylo provedeno v programu TASQ pomocí kalibra£ní k°ivky s vyuºitím
izotopicky zna£eného vnit°ního standardu tulathromycinu-d7. Koncentrace reziduí tulathro-
mycinu byla stanovena jako suma izomer· A i B a p°epo£tena na suchou váhu p·dy (dw),
kde su²ina tvo°ila v pr·m¥ru 80 ± 5 %. Konkrétn¥ byly analyzovány vzorky, které byly
odebírány p°ed aplikací fermentované mrvy a 0�97 dn· od aplikace kontaminované fermen-
tované chlévské mrvy na pokusné pole. Výsledky jsou zobrazeny v grafu na obrázku 4.12
a konkrétní nam¥°ené hodnoty jsou uvedeny v tabulce B.12 (viz p°íloha B).

Obrázek 4.12: Koncentrace reziduí tulathromycinu v p·d¥ z modelového pokusu
(tulathromycin M1 nebyl detekován)

Koncentrace tulathromycinu v mrv¥ p°ed aplikací byla 42,0± 0,8 dw mg/kg. B¥hem 97
dn·, kdy probíhal experiment, byly nam¥°eny koncentrace tulathromycinu v p·d¥ v roz-
mezí 25,7�40,3 dw � g/kg. Koncentrace antibiotik v rozmezí � g/kg aº mg/kg jsou b¥ºn¥
uvád¥ny po aplikaci statkových hnojiv, biosolid· £i závlaze p°e£i²t¥nou odpadní vodou [34].
Studie sledující perzistenci makrolid· v p·d¥ ukázala polo£asy rozpadu od 5 do 27 dní,
p°i£emº koncentrace roxithromycinu z·stala stabilní. Tyto hodnoty se v²ak li²í v závislosti
na vlastnostech p·dy, klimatu a experimentálních podmínkách [106].
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V pr·b¥hu t¥chto 97 dn· nebylo pozorováno výrazné sníºení koncentrace tulathromy-
cinu, které by bylo moºné p°isoudit degradaci tulathromycinu, zvý²ení teplot, £i odplavu
vlivem nam¥°ených sráºek na stanici ÚKZÚZ (viz obrázek 4.13). P°i pH p·dy 7 je tulathro-
mycin vhledem k jeho pK a jen velmi málo ionizován a jeho neutrální forma je mén¥ mobilní
v terestrickém prost°edí [1].

Stejn¥ jako u vzork· mrvy a fermentované mrvy nebyl tulathromycin M1 v p·d¥ dete-
kován. Stejn¥ jako p°i fermentaci nebyly z°ejm¥ v p·dním ekosystému dosaºeny podmínky,
které by degradovaly tulathromycin práv¥ na tento metabolit.

Nam¥°ená data byla statisticky zpracována. K posouzení zm¥n koncentrace tulathromy-
cinu v p·d¥ b¥hem 97 dn· byla pouºita one-way repeated measures ANOVA (jednosm¥rná
ANOVA s opakovanými m¥°eními). Analýza neodhalila ºádný významný vliv £asu na úrove¬
koncentrace,F (4,90; 68,63) = 0,538;p = 0,601. Rozdíly v nam¥°ených koncentracích byly
tedy statisticky nevýznamné.To nazna£uje, ºe koncentrace tulathromycinu z·stala po celou
dobu studie relativn¥ stabilní

Pro korelaci mezi koncentrací tulathromycinu v p·d¥ a sráºkami byl stanoven Pearson·v
korela£ní koe�cient. Pro výpo£et korelace byla pouºita suma sráºek, které spadly na pokusné
pole p°ed odb¥rem p°íslu²ného vzorku, a hodnoty koncentrace tulathromycinu nam¥°ené
pro p°íslu²ný vzorek. Hodnoty pro r a p byly stanoveny na r = 0,094 a p = 0,661. Hodnota
r nenazna£uje tém¥° ºádnou lineární korelaci a hodnotap navíc °íká, ºe tato závislost není
statisticky významná. Statisticky nevýznamná korelace mezi koncentrací tulathromycinu
a sráºkami potvrzuje, ºe nebylo pozorováno rapidní sníºení koncentrace tulathromycinu
v p·d¥ b¥hem experimentu. Z pohledu statistiky nemají sráºky významný vliv na mobilitu
tulathromycinu v terestrickém prost°edí. Výsledky jsou také v souladu s literaturou, která
hovo°í, ºe makrolidy jsou v p·d¥ perzistentní a málo mobilní [106].

Pro degradaci tulathromycinu v p·d¥ byly také sestrojeny kinetické rovnice nultého,
prvního a druhého °ádu. Z graf· kinetických rovnic na obrázcích A.17, A.18 a A.19 (viz p°í-
loha A) je patrné, ºe nebylo moºné data proloºit ani v jenom z p°ípad· lineární závislostí.
Z nam¥°ených dat tedy nelze stanovit kinetiku degradace tulathromycinu v p·d¥. Tuto
skute£nost potvrzuje také zmín¥né statistické ov¥°ení pomocí one-way repeated measures
ANOVA, které nazna£uje, ºe koncentrace tulathromycinu z·stala po celou dobu studie re-
lativn¥ stabilní.

Obrázek 4.13: Graf sráºek 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£ítány koe�cienty rizik ( RQ) podle rovnice 4.5.

RQ =
MEC

PNEC
; (4.5)

kde MEC je nam¥°ená koncentrace tulathromycinu v p·d¥ a PNEC je p°edpokládaná
koncentrace bez ú£ink·, pro tulathromycin je dostupné pouzePNECwater = 0,04 � g/L
[107]. Pro hodnoty PNEC soil byl nutný p°epo£et dle rovnice 4.6 [75]. Výsledná hodnota
pro PNEC soil v p°ípad¥ tulathromycinu a p·dy z modelového pokusu byla vypo£ítána
na 0,02� g/kg.

PNEC soil = PNECwater � K d; (4.6)

kde PNECwater je jiº zmín¥ná p°edpokládaná koncentrace bez ú£ink· ve vod¥ aK d je
distribu£ní koe�cient v p·d¥ a vod¥, který byl pro tulathromycin v p·d¥ z modelového
pokusu vypo£ítán pomocí rovnice 4.7 a nabývá hodnoty 0,4 L/kg.

K d = K OC � TOC; (4.7)

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

Klasi�kace podle RQ umoº¬uje se°adit lé£ivé p°ípravky na základ¥ jejich potenciálního
rizika pro ºivotní prost°edí p°i dané koncentraci (tj. výsledk· PEC/PNEC). Podle RQ jsou
látky °azeny jako p°ípravky s nevýznamným (RQ � 0; 1), nízkým (0; 1 < RQ � 1; 0),
st°edním (1; 0 < RQ � 10) nebo vysokým rizikem pro ºivotní prost°edí (RQ > 10)
[109].

Vypo£ítané RQ pro jednotlivé dny od aplikace mrvy jsou zobrazeny v tabulce 4.4.RQ
nabývaly velmi vysokých hodnot, konkrétn¥ 1927�2519, to je ovlivn¥no zejména velmi malou
hodnotou PNECwater pro tulathromycin, v porovnání s PNECwater ostatních antibiotiky
(PNECwatererythromycin =1 � g/kg, PNECwater tetracyclineine =1 � g/kg [110]), a nam¥°enou
vysokou koncentrací tulathromycinu v p·d¥.

V p·d¥ byly m¥°eny geny AMR, konkrétn¥ ermA, ermB, ermF, ermT a ermQ. Kon-
krétní charakteristika gen· je zobrazena v tabulce B.13 (p°íloha B). Tyto geny byly také
m¥°eny v tulathromycinem obohacené fermentované mrv¥, která byla aplikovaná na p·du.
V aplikované fermentované mrv¥ byly p°ítomny pouze genyermA, ermB a ermF.

Navzdory tomu, ºe RQs pro v²echny odebírané vzorky p·dy byly nadm¥rn¥ vysoké,
rezistentní geny ermB a ermF, byly p°ítomny zejména ihned po aplikaci kontaminované
fermentované mrvy a genyermB je²t¥ 13. a 41. den po aplikaci. v dal²ím dnech nebyly
p°ítomny ºádné geny AMR. Navzdory velmi vysokým RQs tedy nedocházelo ke vzniku
dal²ích gen· AMR.

Jak je vid¥t v grafu 4.14 6 týdn· po aplikaci mrvy nebyly p°ítomny ani bakterie E. coli,
která nebyly rezistentní k erythromycinu. To nasv¥d£uje tomu, ºe v p·d¥ nebyly vhodné
podmínky pro rozvoj mikroorganism·, tedy ani k ²í°ení gen· AMR. To m·ºe být zp·sobeno
vysokou koncentrací tulathromycinu v p·d¥, která byla pro bakterie toxická, £emuº by na-
sv¥d£ovaly vysoké hodnotyRQs a také fakt, ºe na pokusném poli nevze²ly zaseté plodiny.
Jistý vliv mohou mít nap°íklad vy²²í koncentrace rizikových prvk· v p·d¥ (viz tabulka B.2
v p°íloha B).
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Tabulka 4.4: Vypo£ítané RQs ve srovnání s p°ítomnými geny AMR (data z LF
Masarykovy univerzity [101])

Doba od aplikace RQ Pr·kaz gen· rezistence
[den] [-] ermA ermB ermF ermT ermQ

fermentovaná mrva x + + + - -
0 (p°ed aplikací) 0 - - - - -
0 (po aplikaci) 1927 - + + - -

13 2229 - + - - -
27 2519 - - - - -
41 1607 - + - - -
55 1834 - - - - -

Obrázek 4.14: Graf po£tu E.coli stanovený v jednotlivých odb¥rech polního pokusu
(HCCA-Harlequin ® chromogenic coliform agar; +ery � suplementovaný erythromycinem

(data z LF Masarykovy univerzity [101])
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5 Záv¥r

Tématem této diplomové práce byla problematika spojená s výskytem antibiotik v ºivotním
prost°edí, konkrétn¥ v chlévské mrv¥ a v p·d¥, a s ním spojená rizika jako je p°edev²ím
antimikrobiální rezistence bakterií.

Protoºe antibiotika jsou z t¥la vylu£ována nejen jako mate°ská slou£enina, ale také jako
metabolity, byla optimalizována metoda pro syntézu metabolitu tulathromycinu, konkrétn¥
tulathromycinu M1. Tento metabolit lze p°ipravit pomocí kyselé hydrolýzy. V této metod¥
byl optimalizován molární pom¥r tulathromycinu : HCl a také doba reakce. Výsledná opti-
malizovaná metoda m¥la výt¥ºnost p°es 99 %.

Pro kvantitativní stanovení reziduí tulathromycinu byly optimalizované dv¥ extrak£ní
metody stanovení, pro extrakci tulathromycinu z chlévské mrvy a z p·dy. Výsledné optima-
lizované metody byly následn¥ validovány, byly stanoveny ILoD, ILoQ, MLoD, MLoQ, RR,
RSD a ME p°i r·zných koncentra£ních hladinách. Tyto optimalizované a validované metody
byly následn¥ pouºity na extrakci reálných vzork· chlévské mrvy, fermentované chlévské
mrvy a p·dy z modelového pokusu. Vzorky byly vºdy analyzovány pomocí optimalizované
metody na UHPLC-ESI-TQ.

Na vzorcích chlévské mrvy bylo zkoumáno vylu£ování tulathromycinu po jednorázovém
subkutánním podání lé£iva 18-ti telat·m. Nejvy²²í koncentrace tulathromycinu byla za-
znamenána první den po aplikaci, následn¥ koncentrace klesala a od 5. dne se ustálila na
relativn¥ konstantní úrovni aº do 42. dne. Metabolit tulathromycinu, tulathromycin M1,
nebyl v chlévské mrv¥ detekován. Statistická analýza ukázala st°edn¥ silnou negativní kore-
laci mezi koncentrací tulathromycinu a dobou po aplikaci, p°i£emº b¥hem prvních 10 dn·
byla pozorována silná negativní korelace, coº nazna£uje rychlý pokles koncentrace v tomto
období. Kinetická analýza vylu£ování tulathromycinu b¥hem prvních 10 dn· ukázala, ºe nej-
lep²í shodu s experimentálními daty vykazuje kinetika 2. °ádu, coº nazna£uje zpomalující
se odbourávání látky v t¥le telat.

Vzorky fermentované chlévské mrvy byly analyzovány za ú£elem sledování koncentrace
tulathromycinu b¥hem 48denní fermentace. Výsledky experimentu ukázaly, ºe b¥hem fer-
mentace kontaminované chlévské mrvy docházelo ke statisticky významnému, av²ak pouze
£áste£nému poklesu koncentrace tulathromycinu. Po 48 dnech fermentace se koncentrace
sníºila p°ibliºn¥ na 78 % p·vodní hodnoty, p°i£emº nebyl detekován metabolit tulathromy-
cin M1. Statistická analýza potvrdila slabou aº st°edn¥ silnou negativní korelaci mezi dobou
fermentace a koncentrací antibiotika, av²ak nebylo moºné stanovit jasnou kinetiku degra-
dace. Vzhledem k nízké ú£innosti fermentace p°i odstran¥ní tulathromycinu lze konstatovat,
ºe fermentace v provedených podmínkách není vhodnou metodou pro jeho eliminaci z chlév-
ské mrvy. Optimalizace podmínek fermentace £i vyuºití jiných metod, nap°íklad aerobního
zpracování, by mohly ú£innost degradace zvý²it. Zárove¬ se ukazuje pot°eba detailn¥j²ího
studia degrada£ních drah a identi�kace potenciáln¥ biologicky aktivních metabolit·, které
mohou z·stat v prost°edí zachovány.
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Po aplikaci kontaminované fermentované chlévské mrvy na p·du byly v rámci 97denního
sledování zji²t¥ny koncentrace tulathromycinu v rozmezí 25,7�40,3µg/kg su²iny, p°i£emº
nebyl detekován jeho metabolit tulathromycin M1. Statistická analýza (ANOVA a Pear-
sonova korelace) neprokázala ºádný významný vliv £asu ani sráºek na zm¥ny koncentrace,
coº nazna£uje vysokou perzistenci a nízkou mobilitu tulathromycinu v p·d¥. Tato stabi-
lita m·ºe souviset s neutrální formou látky p°i pH p·dy z modelového pokusu. Rovn¥º
nebyla prokázána vhodná kinetická rovnice, která by popisovala jeho transport v terestric-
kém prost°edí. Výsledky tak potvrzují, ºe tulathromycin je v p·d¥ málo mobilní a obtíºn¥
degradovatelný.

Pro hodnocení rizika tulathromycinu v p·d¥ byly vypo£ítány RQs, které dosahovaly
extrémn¥ vysokých hodnot vlivem vysokých koncentrací tulathromycinu a nízké hodnoty
PNECwater pro tulathromycin. P°esto se geny antimikrobiální rezistence (ermA, ermB,
ermF) v p·d¥ vyskytovaly jen krátce po aplikaci a pozd¥ji vymizely, stejn¥ jako bakte-
rie E. coli. Výsledky nazna£ují, ºe vysoké koncentrace tulathromycinu mohly být toxické
pro mikroorganismy a bránily ²í°ení rezistence, p°i£emº sv·j vliv mohly mít i dal²í faktory,
jako nap°íklad obsah rizikových prvk· v p·d¥.

Výsledky této diplomové práce poukazují na komplexnost a náro£nost sledování osudu
veterinárních lé£iv v prost°edí a jejich moºných dopad·. Vzhledem k významu antimik-
robiální rezistence pro ve°ejné zdraví je nezbytné nadále rozvíjet metody pro sledování
a eliminaci zbytkových lé£iv v ºivotním prost°edí. Tato práce p°ispívá k lep²ímu pochopení
problematiky, zd·raz¬uje pot°ebu efektivn¥j²ích metod odstra¬ování antibiotik a hlub²ího
výzkumu jejich osudu v ºivotním prost°edí.
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Obrázek A.1: Vzorky odebrané chlévské mrvy

Obrázek A.2: Příprava pokusu s fermentovanou mrvou
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