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1 UvoD

Kravské mléko je pro své slozeni a vlastnosti velmi dulezitou potravinou. Zakladni
podminkou kvality mléka a mléénych vyrobk( je hygienicky nezavadna surovina. Pfi
hodnoceni kvality syrového mléka je dle platné legislativy sledovan pfedevSim celkovy

pocet mikroorganisma, pocet somatickych bunék a vyskyt rezidui inhibi¢nich latek.

Rezidua inhibi¢nich latek v mléce souvisi zejména s rozSifenym pouzivanim
veterinarnich [éCiv, s nedodrzovanim ochrannych Ihat IéCiv, se zménou metabolismu
nemocného zvifete, popf. s nedislednym vylu€ovanim mléka lé€enych zvifat z dodavky.
Pfipadna neumérna a neodlvodnéna spotieba antibiotik je rizikovym faktorem ve vyvoiji
rezistenci, ktery muze ovlivnit nejen Uspésnost terapie nemocnych zvifat, ale miaze mit
i nasledky na zdravi spotfebitelll a v neposledni Fadé ovlivnit i ekonomické ukazatele

vyroby miléka.

PFitomnost rezidui, pfedevsim veterinarnich |éCiv, pfinasi rovnéz technologické
problémy pfi zpracovani mléka. V mlékarenském prdmyslu ovliviiuji aktivitu mlékarskych
kultur, coz zpuUsobuje problémy pfi vyrobé syrQ, zakysavani jogurtG a dalSich

fermentacnich procesech pfi zpracovani mléka.

Mezi nejdulezitéjSi preventivni opatfeni vyskytu rezidui inhibi¢nich latek v mléce
patfi striktni respektovani zootechnickych a veterinarnich zasad aplikace a indikace IéCiv
a pouzivani vhodnych screeningovych metod detekce rezidui inhibi¢nich latek od farmy

pFes pfijem mléka v pfijmovych laboratofich mlékaren az po finalni produkty.

Cilem této prace bylo sledovani pfitomnosti rezidui inhibiénich latek v mléce
léCenych dojnic a porovnani tfi metod stanoveni jejich pfitomnosti, v€etné posouzeni

jejich vyhod a nevyhod.



2 LITERARNIi PREHLED

Pojmem inhibi¢ni latky jsou oznaovany latky, které svymi baktericidnimi, pfipadné
bakteriostatickymi UCinky znesnadriuji nebo UpIné znemozfuji zpracovani mléka na
mlé&né vyrobky, pfi jejichZ vyrobé se pouzivaji &isté mlékarské kultury (CMK). Obecné tak
mohou byt oznaceny latky, které maiji tlumivy vliv na rozvoj a aktivitu téchto mlékarskych
kultur (NAVRATILOVA, 2002).

Inhibiéni latky v mléce Ize dle SAMKOVE (2010) rozdélit na latky pfirozené se

vyskytujici a latky cizorodé - kontaminanty.

Mezi pfirozené inhibiCni latky jsou fazeny nékteré antibakterialni slozky miéka,
které jsou soucasti obranného systému milécné Zlazy, napf. specifické imunoglobuliny,
lysozym, laktoferin, laktoperoxidazovy systém (SAMKOVA, 2010). Jak uvadi GAJDUSEK
(1994), syrové mléko vzdy obsahuje pfirozené inhibiéni latky. Jejich koncentrace zavisi na
stadiu laktace a na zdravotnim stavu mlécné Zlazy. Ve zralém mléce se vyskytuji
v nizkych koncentracich, ke zvySeni obsahu dochazi napf. v mastitidnim mléce, v mlezivu
nebo mléce starodojnych krav. Inhibi¢né plsobi také nékteré lipidy a organické kyseliny,

pokud jsou v mléce pfitomny ve vyS$Sich koncentracich (HOLEC, 1994).

Prikladem pusobeni pfirozenych inhibi¢nich latek je baktericidni faze mléka, jejiz
délka a ucinnost je individualni, trva 0,5-6 hodin po nadojeni. Tyto latky jsou snadno
degradovatelné pasteraci na 82-83 °C po dobu 3 minut (SEYDLOVA, 1998).

Rezidua inhibi¢nich latek (RIL), ktera se do mléka dostavaji z vnéjSiho prostredi,
jsou tzv. cizorodé, kontaminujici latky (NAVRATILOVA, 2002). Jejich nejvyznamngjsi
skupinou jsou antimikrobialni latky (NAVRATILOVA, 2012). Rovnéz JERABKOVA (2013)
oznacuje za hlavni zdroje nezadoucich RIL v zemé&délské prvovyrobé antimikrobialni
latky, pFedevSim antibiotika (ATB), chemoterapeutika a ostatni IéCiva pochazejici
vyhradné po |éCbé a profylaxi onemocnéni, dale sanitaéni prostfedky, mykotoxiny (M1),

fytoncidy, agrochemikalie a pfirozené inhibitory.
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2.1 REZIDUA INHIBICNICH LATEK V MLECE A JEJICH PRICINY

vrwve

léCivych pfipravkd, pouzivanych v chovech k |é¢bé zvifat, dale to mohou byt
antiparazitarni |égiva, antipyretika, analgetika aj. (SAMKOVA, 2010). Skutednost, Ze
nejcastéjsi pri¢inou RIL v mléce jsou antibiotické pFipravky, potvrzuje vice autort. Napf.
NAVRATILOVA (2012) mluvi o 95 %, SAMKOVA (2010) o 90 %, HAUBERT et al. (1991)
0 80 %, DOLEZAL et al. (2000) uvadi, Ze 90 az 99 % nalez(i RIL v mléce ma sv(j pavod
prfedevsim v antibiotické 1é&bé (z toho az z 50 % penicilinové) a nasledném pochybeni

personalu pfi dojeni.

Dle NAVRATILOVE (2008) jsou antimikrobialni latky u dojnic v laktaci vyuZivany
pfedevSim v terapii mastitid, ale i dalSich onemocnéni (laminitid, respiraénich
onemocnéni, metritid). Prevladajicim zdrojem kontaminace miléka je intramamarni
aplikace IécCiv. Pri aplikaci antibiotik (ATB) pouze do jedné nebo nékolika &tvrti pfechazeji
tyto i do mléka neléCenych Ctvrti, a to tak, ze po resorpci do krevniho obéhu se vylu€uji
mlékem i ze &tvrti neléenych (HOLEC, 1994). NAVRATILOVA et al. (2002) upozorfiuji i
na dalSi zplUsoby kontaminace mléka a to perkutanni, intrauterinni, subkutanni,
intramuskularni a intravenézni aplikaci léciv. Nej¢astéjSi pficiny nalezi RIL v mléce
znézorfiuje obr. 1 (SEYDLOVA, 1998).

Obrazek 1. Pri¢iny pozitivnich nélezi RIL v miéce (SEYDLOVA, 1998)

6% 2%

31%
61%

Nedodrzeni ochranné Ihity po aplikaci ATB; zaména ATB uréenych k aplikaci v dobé
zaprahlosti na lé€eni v dobé laktace; nedostate€né oznaceni Ié€enych dojnic

Kratké obdobi stani na sucho, pfed€asné oteleni; Individualita vylu¢ovani ATB po ochranné
Ihaté

Injek&ni aplikace; ostatni oSetfeni; zbytky dezinfek&nich prostfedkd; zbytky prostfedkil k
hubeni hmyzu &i ochrané rostlin

Nespecificka inhibice
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2.1.1 Veterinarni léCiva

Mezi nej¢astéjsi zdroje RIL v mléce patfi bezesporu veterinarni [€Civa. Veterinarni
léCivé pripravky jsou farmakologicky a biologicky aktivni chemické latky uréené predevsim
kléCbé a prevenci onemocnéni zvifat. VSeobecné k nejpouzivanéjSim skupinam
antimikrobialnich latek u potravinovych zvifat patfi skupina beta-laktamovych antibiotik
(peniciliny a cefalosporiny), tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy a sulfonamidy
(BOTSOGLOU A FLETOURIS, 2001).

PFfi pouzivani antimikrobidlnich latek je dulezita zejména spravna volba
antimikrobialni latky, optimalni a dostateCné dlouha doba |é¢by, adekvatni davkovani,
vhodna kombinace |ég&iv i monitorovani antimikrobialni 1é8by (KOLLATOROVA, 2011).

Antibiotikum (ATB) je latka, ktera usmrcuje nékteré mikroorganismy nebo brani
jejich rastu (VOTAVA, 2005). ATB pUlsobi predevsim proti bakteriim, néktera jsou vSak
uginna také proti houbam a parazitickym prvokdm (KOLLATOROVA, 2011).

ATB Ize rozliSit na latky s baktericidnim u€inkem (usmrcuji mikroorganismy) a latky
s bakteriostatickym uc€inkem (inhibuji rdst mikroorganismu). ATB, ktera naruSuji
proteosyntézu, zpravidla pusobi bakteriostaticky (LULMANN et al., 2004). Latky, které
ovliviiuji buné€nou sténu nebo bunénou membranu, ucinkuji zpravidla baktericidné,
napr. beta-laktamy a cefalosporiny (LEE, 2001). Mikroorganismy, pfedevsim G- bakterie,
rezistentni v(ci této skupiné ATB produkuji enzym beta-laktamazu Stépici beta-laktamovy

kruh, ¢imz dochazi k inaktivaci ATB.

Rozdé&leni na latky baktericidni a bakteriostatické ale neni dle KOLLATOROVE
(2011) zcela striktni, protoZe mnoho bakteriostatickych ATB (tetracykliny, makrolidy,
sulfonamidy v kombinaci s trimetoprimem) puUsobi ve vys$Sich koncentracich rovnéz
baktericidné (beta-laktamy, aminoglykosidy). Vysledny uc€inek ATB ovliviuje kromé

koncentrace ucinné latky také plvodce onemocnéni.

LULMANN et al. (2004) uvadgji rozdéleni ATB dle spektra uginnosti vagi riznym
druhlm mikroorganismu na ATB uzkospektralni (zasahuji bud G- nebo G+ bakterie, nebo
mikroorganism, v€etné symbiotické mikrofléry na povrchu sliznic). V tabulce 1 je uveden
struény prehled pouzivanych ATB, jejich zafazeni do skupin, spektrum uc€inku, popfipadé

vedlej§i Gginky.
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Tabulka 1. Prehled antibiotik a sulfonamidi pouZivanych

(SIMUNEK, SMOLA, 1998)

ve veterinarni mediciné

Skupina Zastupci Spektrum Toxicita, vedlejsi
pusobeni // ucinky
efekt
BETA-LAKTAMY
Peniciliny Benzylpenicilin Obecné malo toxické,
Oxacilin Uzké - G+ vyjime&né pFipady
Kloxacilin precitlivélosti
Dikloxacilin
Ampicilin
Amoxicilin Siroké
Karbenicilin
Cefalosporiny
1. a 2. generace Cefazolin, cefonicid Stredni Potencialné
nefrotoxické
3. a 4. generace Ceftiofur, cefalonium Siroké
Karbapenemy Imipenem, Siroké Nevolnost, prdjem,
Meropenem kozni vyrazky
Monobaktamy Aztreonam Uzké - G-
TETRACYKLINY Oxytetracyklin Siroké Poruchy strevni
Chlortetracyklin mikrofléry,
Tetracyklin U prezvykavcl
DoxycykKlin bachorové mikroflory
POLYPEPTIDY Bacitracin, Polymyxiny  Stfedni - G+, G- PFi systémovém
pusobeni:
neurotoxicita,
nefrotoxicita
GLYKOPEPTIDY Vankomycin, Uzké - G+ (i
Teikoplanin multirezistentni
kmeny)
MAKROLIDY Erytromycin Siroké (i na Urcita hepatotoxicita
Spiramycin chlamydie a Prijem, zvraceni,
mykobakterie) nevolnost
Lokalni podrazdéni
v misté aplikace
LINKOSAMIDY Linkomycin, Uzké - G+ Travici poruchy
Klindamycin v disledku naruseni

gastrointestinalni
mikrofléry

AMINOGLYKOSIDY

Streptomycin

Od uzkého (G-) po

Vysoka nefrotoxicita,

Kanamycin Siroké ototoxicita
Neomycin
Gentamycin
SULFONAMIDY Sulfadimidin Stredni //
Sulfanilamid Bakteriostaticky
Sulfurazol
Sulfonamidy
potencované Sulfadiazin a Sirsi //

diaminopyrimidiny

trimethoprim

Efekt az baktericidni
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Ve veterinarni mediciné se smi pouzivat pouze schvalené (registrované)
pripravky. Nedilnou soulasti registrace je i posouzeni zdravotni nezavadnosti rezidui
v surovinach Zivogisného ptvodu pro konzumenty (NAVRATILOVA, 2012). V chovech
mlécného skotu jsou nejCastéji pouzivana beta-laktamova ATB samostatné nebo

v kombinaci s aminoglykosidy, méné Casto ATB tetracyklinova (COLAK, 2007).

Pouzivani ATB pfi 1éEbé by se mélo fidit pravidly, ktera stanovuje antibioticka
politika Ceské republiky. Antibioticka politika je soubor opatfeni pro uginné a bezpeéné
pouzivani ATB. Jejim cilem je zajistit vysokou odbornou uroven antimikrobialni 1écby,
omezit vznik a Sifeni rezistentnich mikroorganism(, a tak zachovat co nejdel$i G&innost
ATB (NOVOTNA et al., 2006). Antibioticka politika vychazi z Navrhu subkomise Ceské
lékarské spole€nosti Jana Evangelisty Purkyné (z 6. 10. 1999) pro antibiotickou politiku
a je spole¢na pro oblast humanni a veterinarni (HERA et al., 2002). Antimikrobialni léCiva
ve veterinarni mediciné se déli do dvou skupin, a to na IéCiva volna a IéCiva s indikacnim
omezenim. Od roku 2000 probiha v Ceské republice monitoring rezistence vybranych
bakterialnich kmenl k vybranym antibiotikiim a monitoring spotfeby antimikrobialnich

latek ve veterinarni mediciné (HERA et al., 2002).

Z vysledku studie zabyvajici se kontaminaci mléka rezistentnimi mikroorganismy
Vyzkumného ustavu veterinarniho Iékafstvi v Brné vyplynulo, Ze napf. Staphylococcus
aureus je nejcastéji rezistentni vici penicilinu (50 %), streptomycinu (30 %), tetracyklinu
(30 %), pokud se jedna o koagulaza negativni stafylokoky, pfidava se navic rezistence
i vagi oxacilinu (25 %). U Escherichia coli byla dle NOVOTNE et al. (2006) nejvice
zastoupena rezistence ke streptomycinu (30 %), tetracyklinu (20 %) a ampicilinu (10 %).

2.1.2 Veterinarni lé¢iva v problematice mastitid

NejCastéjSim onemocnénim dojnic, které je pfi€inou pFitomnosti rezidui
veterinarnich léCiv v mléce, jsou mastitidy. Ostatni pfi€iny Ize oznacdit za méné vyznamné.

Mastitidy jsou dle epidemiologie rozliSovany na:

1. infekéni (kontagiézni) mastitidy - primarnim rezervoarem patogennich
mikroorganismu je infikovana mlécna Zlaza, mezi nejCastéjSi plvodce téchto mastitid

patfi Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae a Streptococcus dysgalactiae;

2. environmentalni mastitidy - primarnim rezervoarem puvodcu je Zivotni prostredi
zvifat. Nejcasté&jSimi plvodci téchto mastitid jsou Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Yersinia spp. (HUML A PASKOVA, 2003; SEYDLOVA, 2006;

HOFIREK et al., 2009; BRZDIL, 2011).
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Pfed zahajenim antibiotické léCby mastitid by mél byt odebran vzorek miéka
z postizené mlécné Zlazy k bakteriologickému vySetfeni. Na dulezitost vySetfeni mléka
pfed zahajenim léCby a stanoveni citlivosti patogennich mikroorganism( k ATB upozorfiu;ji
TICHACEK et al. (2007). Rovnéz dle HOFIRKA et al. (2009) neni cilené nasmérovani
antimikrobialni terapie bez téchto vySetfeni mozné. Dale je nutné vybrat pfipravek, ktery
obsahuje vhodnou antimikrobialni ucinnou latku nebo jejich kombinaci, vedouci
k baktericidité. Zaroven je tfeba uvazit délku ochranné Ihuty, spravny zplsob aplikace
a délku trvani lécby (POKLUDOVA et al., 2007).

Idealni ATB by mélo mit nizkou minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), coz je
koncentrace ATB, ktera jiz viditelné inhibuje rist mikroorganismid. ATB by mélo byt co
nejlépe rozpustné v lipidech, s vysokou biologickou dostupnosti, s kratkou ochrannou

Ihditou a minimalnimi nezadoucimi G&inky (NOVOTNA et al., 2006).

Jak upozorfiuji TICHACEK et al. (2007) ve vét§iné chovl se stala antibioticka
IéCba rutinni zalezitosti, pfedevsim v obdobi zaprahovani. Pokud pfi aplikaci ATB nejsou
dodrZzovana zakladni pravidla jejich pouzivani, pfipadné v podminkach dlouhodobého
nekontrolovaného profylaktického uZiti pravé pfi zaprahovani, vzrasta dle HOFIRKA et al.
(2004) ve stajich problém se ziskanou rezistenci mikroorganismd. NOVOTNA et al.
(2006) také upozorfiuji na riziko pouzivani stale stejnych ATB (nebo pfibuznych latek, kde
se vyskytuje zkfizena rezistence), jelikoz vede k selekénimu tlaku a dalSimu nardstu

rezistence bakterii.

Lécba mastitid maze byt volena lokalni nebo celkova. K lokalni (intramamarni)
patfi 1éEba antibioticka, enzymova, vtirani masti a fytoterapie. K aplikaci intramamarnich
pFipravkll se pfistupuje u klinickych mastitid, u subklinickych mastitid na konci laktace
nebo jako prevence novych infekci, kdy je pfipravek aplikovan do vemene po poslednim
dojeni na po&atku zaprahovani dojnic (POKLUDOVA et al., 2007). Celkova lé&ba zahrnuje
pouzivani parenteralnich ATB, které Ize u stfednich a tézSich forem kombinovat s ATB
lokalnimi (HOFIREK et al., 2009). SCOTT et al. (2011) doporuduji vyuzivat kombinovanou

léEbu u mastitid vyvolanych bakteriemi Staphylococcus aureus a Streptococcus uberis.

Podle TICHACKA et al. (2007), je pfi 1é8b& mastitid uplatiiovana v prvé fadé
aplikace intramamarnich ATB. Z ucinnych latek jsou ve vSech intramamarnich pfipravcich
nejCastéji zastoupena beta-laktamova ATB (zejména kloxacilin), ale také ATB z jinych tfid
(aminoglykosidy, cefalosporiny, tetracykliny), z dalSich antimikrobialnich latek Ize
jmenovat kolistin, novobiocin, linkomycin, pirlimycin a také kombinaci sulfonamid -
trimetoprim (NOVOTNA et al., 2006; POKLUDOVA et al., 2007).
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Aplikace ATB v dobé zaprahovani muze eliminovat az 80 % existujicich infekci
a muze byt i vyznamnym preventivnim opatfenim novych infekci ziskanych v obdobi stani
na sucho. AvSak terapeuticka hladina ATB v mlééné Zlaze nepfetrvava po celé obdobi
stani na sucho (KRATOCHVIL, 2006).

Zpusob zaprahovani se dle SEYDLOVE (2011) lisi:

e pokud béhem laktace nebyly zaznamenany Zadné problémy se zdravotnim stavem
mlécné zlazy a pocet somatickych bunék (PSB) dosahoval hodnot do 200 tisic v 1 ml

mléka, pak Ize podle SEYDLOVE (2011) volit neantibioticky zptisob zaprahovani:

e pokud jsou hodnoty PSB vysSi nez 200 tisic v1 ml, ale bez klinického nalezu
mastitidy, je vhodné aplikovat do jednotlivych struk ATB uréené k zaprahovani, dle

citlivosti na patogeny a doplnit jej strukovou zatkou neantibiotického prostfedku;

o pokud je zjisténa aktualné mastitida, je nutné se pokusit ji prelécit ATB uréenymi na
[éCbu v laktaci a poté dojnici zaprahnout ATB na zaprahovani a aplikovat

neantibioticky prostfedek.

U pfipravkd uréenych pro obdobi zaprahovani jsou U€inné latky zamérené spise
na G+ bakterie, s prodlouzenou dobou udrzeni u¢inné koncentrace (a také delSi ochranné
Ihaty). Nejéast&ji pouzivanymi jsou pfipravky obsahujici kloxacilin. Jak POKLUDOVA et
al. (2007) uvadéji, jsou tyto pfipravky obvykle aplikovany pouze jednorazové, pficemz

v porovnani s pfipravky indikovanymi v laktaci je obsah ucinné latky relativné vyssi.

2.1.3 Faktory ovliviujici hladinu RIL v mléce

Hladiny rezidui veterinarnich [éCiv jsou ovlivnény farmakokinetikou v organismu
zvifete - absorpci, distribuci ve tkanich, metabolismem a vyluCovanim |éCiva. Stupen
absorpce |éCiva zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech podavané latky
(elektrolytické vlastnosti, lipofilita) a na zptisobu podani (VELISEK A HAJSLOVA, 2009).

Kontaminanty se do téla dostavaji krevnim ob&hem a poté cestou v disledku
galaktopoézy do mléka (SEYDLOVA, 1998). | po ukon&eni medikace jsou rezidua légiv
jesté po urcitou dobu mlékem vylucovany. Délku vyluCovani léCiva mlékem ovliviuje druh
a rozsah patologickych procesu, zpUsob aplikace IéCiva, frekvence vydojovani a rychlost
restitu¢nich procest. HAUBERT et al. (1991) upozorfiuji rovnéz na vliv koncentrace
ucinné latky, zplsobu davkovani, mista a Cetnosti aplikace a vliv stanovené ochranné
lhaty (OL). Nejvy$8Si koncentrace ATB se nachazi v mléce po intramamarni nebo
intracisternalni aplikaci I&Civ.
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Je tfeba si uvédomit, ze OL léCiv jsou stanovovany u zdravych zvifat, ovSem
farmakokinetika u zvifat nemocnych muze byt zménéna. HAUBERT et al. (1991)
poukazuji na pfitomnost RIL v mléce i po ukon&eni OL |éCiva, a to zejména pfi opakované
intramamarni aplikaci ATB nebo pfi aplikaci vy$Sich davek |éc¢iva nez je doporuceno.
Vyznamnou roli pfi intramamarni aplikaci hraje mira postiZzeni tkané. Bylo zjisténo, Ze
s mirou naruseni tkané stoupa pravdépodobnost dlouhodobéjsiho zachytu RIL v mléce,

dokonce i po skonéeni OL.

Antimikrobialni latky zastoupené v intramamarnich pfipravcich se lisi spektrem
ucinnosti, ale také farmakokinetickymi vlastnostmi (ROURKE A BAGGOT, 2004).
Intramamarni preparaty, které se uzivaji v dobé laktace, obsahuji takové slozeni latek,
které zplsobuje rychlé uvolnéni antimikrobialni substance a jeji rychly zasah v misté
infekce, coz zavisi mimo jiné na chemické charakteristice pfitomnych latek a pfedevsim
na schopnosti distribuce do postizené tkané. Obvykle jsou v téchto pfipravcich
zastoupeny vodorozpustné soli antimikrobidlnich latek s nizkym stupném vazby na mléko
a bilkoviny tkani mlé&né zlazy (POKLUDOVA et al., 2007).

Farmakokinetické chovani pfipravku ma vliv nejen na rychlou distribuci, ale odrazi
se také vrychlosti eliminace rezidui, coz se finalné projevuje také v délce OL
(POKLUDOVA et al., 2007). S farmakokinetikou souvisi také distribuce intramamarné
podavanych ATB. Dobrou distribuci se vyznacCuji amoxicilin, ampicilin, cefalexin,
novobiocin, rifaximin, pirlimycin a z kombinaci amoxicilin + klavulanat a kombinace
sulfametoxazol + trimetoprim; stfedné& dobra distribuce je charakteristicka pro penicilin,
kloxacilin, cefapirin, cefacetril, cefquinom a tetracykliny a slaba distribuce je popisovana
u dihydrostreptomycinu, gentamicinu, neomycinu a polymyxini (ROURKE A BAGGOT,
2004).

Mnozstvi rezidui v mléce rovnéz zavisi na rozpustnosti ATB v tucich. ATB s vySsi
schopnosti rozpoustét se v tucich jsou z mléné Zlazy rychleji vylou€ena, a to nejspis
vlivem tkariové absorpce (NOVOTNA et al., 2006).

GRIEGER A HOLEC (1990) uvadéji skute¢nost, ze v dusledku tepelného oSetfeni
mléka muaze dojit k CasteCné inaktivaci ATB. Napfiklad LOKSUWAN (2002) zjistoval
pusobeni dlouhodobé pasterace (63 °C, 30 minut) na rezidua tetracyklini v mléce.
Rezidua oxytetracyklinu byla vyznamné redukovana az o 79 - 87 %, zatimco rezidua
tetracyklinu byla inaktivovana v rozmezi 23 - 55 %. U chlortetracyklinu doslo po tepelném
oSetfeni mléka pouze k3,7 - 9,5 % degradaci. Dle SHALAKA et al. (2009) zavisi
kvantitativni obsah tetracyklinl v mléce rovnéz na poctu aplikaci pfipravku a také muaze

byt ovlivnén uZzitkovym typem skotu.
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2.2  RIZIKA SPOJENA S VYSKYTEM RIL V MLECE A JEJICH PREVENCE

Vyskyt RIL a rizika s timto spojena Ize posuzovat z riznych hledisek. Sledovani
pritomnosti RIL vmléce ma vyznam predevS§im z hygienického a technologického
pohledu. Podle NAVRATILOVE (2011) jsou hlavni dlvody kontroly mléka na RIL
pfedevSim etické (zabranéni nedobrovolné expozici konzumentu terapeutickym davkam
léCiv v potravinach), hygienické (ochrana pfed moznymi Skodlivymi ucinky rezidui na
zdravi konzumenta), technologické (v mlékarenském pramyslu) a ekologické.

zdravotni nezavadnosti mléka, zajiSténi kvalitni suroviny pro mlékarenské zpracovani

a ochrana Zivotniho prostfedi.

Prevence vyskytu RIL zavisi pfedevSim na dodrZzovani zakladnich chovatelskych
a veterinarnich opatfeni pfi pouzivani lé€iv a pfipravkl, dale na technologické kazni
v prvovyrobé a pravidelné a striktni kontrole mléka tykajici se pfitomnosti RIL od
prvovyroby az po zpracovani a to vyuzitim rznych screeningovych metod detekce. Dle
HANUSE (1994) spogiva prevence kontaminace mléka v prvovyrobé ve striktnim oddéleni
mléka |é€enych dojnic po dobu trvani Ié€by a OL, v dodrzovani OL pouzitych [€Civ,
v kontrole miéka lIé€enych dojnic na pfitomnost RIL pfed zafazenim do dodavky mlékarné
a dusledné vyfazovani mléka v pozitivnim pfipadé (existuje riziko pfetrvani inhibice po

ochranné |huté, zejména u metabolicky nevyrovnanych jedincu).

2.2.1 Technologicka rizika

vrwve

pfitomnosti antimikrobialnich latek v syrovém mléce.

Bakteriostatické nebo baktericidni ucinky inhibi¢nich latek na mikroorganismy
mlékarskych kultur a zakysu se projevuji naruSenim technologie vyroby fermentovanych
mlécnych vyrobku, tvarohu, syrd, masla vyrabéného ze zakysané smetany (HEESCHEN
A BLUTHGEN, 1991). Pokud je koncentrace antimikrobialni latky v mléce vy3s$i, nez je
MIC zpuUsobuijici inhibici rastu specifického kmene miékaiské kultury, projevi se toto
negativné v kvalité finalniho vyrobku (GRIEGER A HOLEC, 1990). Citlivost mlékaFskych
kultur k RIL zavisi na druhu kultury, jejim sloZzeni a na druhu antimikrobidlni latky
(TAMIME A ROBINSON, 1999). Stanovené hladiny MRL u ATB jsou obecné nizZsi nez
hladiny, které zpUsobuji inhibici rustu bakterii mlééného kvaseni, bifidobakterii

a propionovych bakterii.
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2.2.2 Zdravotni rizika

Rezidua ATB pfitomna v surovinach zivocisného plvodu mohou mit pfimy toxicky
vliv na zdravi ¢lovéka. Z farmakologicko-toxikologickych ucinkl jsou dale uvadény mozné
karcinogenni, mutagenni a teratogenni ucinky. | velmi nizké koncentrace rezidui
veterinarnich léCiv mohou vyvolat u senzibilovanych osob alergickou reakci. Nejcastéji
peniciliny, ale i napf. sulfonamidy, neomycin, nitrofurany, erytromycin, spiramycin,
novobiocin, tetracykliny jsou za ur€itych podminek schopné vyvolat alergickou reakci
(BOTSOGLOU A FLETOURIS, 2001).

Mezi hlavni hygienicka rizika spojena s vyskytem RIL patfi riziko vzniku a Sifeni
bakterialni rezistence, negativni vliv na stfevni mikrofléru, alergické reakce a toxické
uginky (NAVRATILOVA, 2012). Pfijem rezidui veterinarniho lé&iva s uginnou latkou
antimikrobialni povahy mize dle NOVOTNE et al. (2006) predstavovat dvoji riziko pro
lidské zdravi. Je to jednak naruSeni kolonizace normalni intestinalni mikrofléry a dale
mozné zvySeni populace rezistentnich bakterii bud v disledku ziskani rezistence dfive
citivych kmend, nebo relativnim zvySenim podilu méné citlivych mikroorganisma.
Rezistentni mikroorganismy se mohou S$ifit a snizovat ucinnost terapie ve veterinarni
i humanni mediciné. NAVRATILOVA (2011) rovnéZ upozorfiuje na toto nebezpedi

pfi opakovaném pfijmu malych davek IéCiv.

NejCastéjSi cesty Sifeni rezistentnich bakterii ze zvifat na ¢lovéka jsou nasleduijici -
primy kontakt se zvifaty, prostfednictvim potravniho fetézce a pfenos genu rezistence
mezi jednotlivymi druhy bakterii (BILLOVA et al., 2007).

2.3 LEGISLATIVNi OPATRENI K VYSKYTU RIL V MLECE

Zasady pouzivani veterinarnich lécivych pfipravkd (VLP) u zvifat urCenych
k produkci potravin podléhaji v zemich EU pfisnym pravidlim, které jsou ustanoveny

legislativnimi pfedpisy. Problematiku MRL v potravinach resi tato dvé Nafizeni:

Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 470/2009 ze dne 6. kvétna 2009,
kterym se stanovi postupy Spole€enstvi pro stanoveni limita rezidui farmakologicky
ucinnych latek v potravinach zivocisného pavodu.

Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010 ze dne 22. prosince 2009 o farmakologicky
ucinnych latkach a jejich klasifikaci podle MRL v potravinach zivocisného plvodu.
Farmakologicky ucinné latky jsou uvedeny v jediné pfiloze, kde jsou vytvofeny dvé

tabulky:

19



1. latky povolené (antibiotika, sulfonamidy, ostatni veterinarni 1éCiva - MRL stanoven,

farmakologicky ucinné latky - MRL nestanoven);

2. latky zakazané (podrazec a vyrobky z néj, kolchicin, chloramfenikol, chlorpromazin,

dapson, dimetridazol, metronidazol, nitrofurany v&etné furazolidonu a ronidazol).

Obé nafizeni jsou zavazna v celém rozsahu a pfimo pouZitelna ve v3ech
Clenskych zemich a zaroven jsou nadfazena narodni legislativé. Mezi legislativu, tykajici

se jakosti potravin v€etné problematiky RIL, patfi i tzv. hygienicky bali¢ek obsahujici:

- Nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 852/2004, o hygiené potravin;

- Narizeni Evropského parlamentu a Rady ¢&. 853/2004, kterym se stanovi

specifické hygienické predpisy pro potraviny zivociSného puvodu;

- Narizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 854/2004, kterym se stanovi
specificka pravidla pro organizaci Ufednich kontrol vyrobk( zivocisného plvodu uréenych
pro lidskou spotiebu;

- Nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 882/2004, o Urednich kontrolach

za UCelem ovéfovani, zda se dodrzuji pravni predpisy o krmivech a potravinach

a ustanoveni o zdravi zvifat a dobrych Zivotnich podminkach zvirat;

- Smérnici Evropského parlamentu a Rady ¢&. 2004/41/EHS, ktera rusi smérnice
tykajici se hygieny potravin a zdravotni nezavadnosti pro produkci a uvadéni do obéhu
potravin zZivociSného puvodu uréenych pro lidskou spotfebu a pozménuje Smérnici Rady
€. 89/662/EHS a 91/67/EHS a rozhodnuti Rady €. 92/118/EHS.

DalSi souvisejici legislativa provadéjici pfedpisy:

Zakon ¢. 166/1999 Sb. ze dne 13. ¢ervence 1999 o veterinarni péc¢i a o zméné

nékterych souvisejicich zakonu (veterinarni zakon), uplné znéni - Zakon ¢. 332/2008 Sb.

Vyhladka ¢. 291/2003 Shb., o zadkazu podavani nékterych latek zvifatim, jejichz

produkty jsou ur€eny k vyzivé lidi, a o sledovani (monitoringu) pfitomnosti nepovolenych
latek, rezidui a latek kontaminujicich, pro néz by Zivo€iSné produkty mohly byt Skodlivé
pro zdravi lidi, u zvifat a v jejich produktech, ve znéni pozdé&jSich pFedpisu (posledni
aktualizace Vyhlaskou €. 129/2009 Sb.).

Viyhlaska 289/2007 Sb., o veterinarnich pozadavcich na mléko a mlé¢né vyrobky

V oboru milékafstvi je také zachovana soustava narodnich norem (CSN), které
jsou doporuduijici, platné, ale nezavazné. Dle CSN 57 0529 Syrové kravské mléko pro
mlékarenské oSetfeni a zpracovani (1993): ,stanoveni rezidui latek inhibujicich rdst
mlékarenskych kultur musi byt negativni’.
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2.3.1 Maximalni rezidualni limity

Maximalnim rezidualnim limitem se rozumi maximalni koncentrace rezidui
farmakologicky ucinnych latek, jez mize byt povolena v potravinach zivocisného plvodu.
Mezi tato rezidua patfi vSechny farmakologicky u&inné latky vyjadfené v mg/kg nebo
pg/kg zivé tkané, at uz ucinné slozky, pomocné latky nebo produkty rozkladu a jejich
metabolity, které zlstavaji v potravinach ziskanych ze zvifat. PFi pfekroCeni MRL jiz
potraviny nebo suroviny nejsou povazovany za zdravotné nezavadné (NAVRATILOVA,
2011).

Ke v8em farmakologicky uc€innym latkam, uréenym k pouZiti v EU ve veterinarnich
léCivych pfipravcich podavanym zvifatdm uréenym k produkci potravin, musi byt vydano
stanovisko Evropské agentury pro 1é€Civé pfipravky (EMA), tykajici se MRL a vypracované
Komisi pro veterinarni légivé pripravky (NAVRATILOVA, 2012). Stanovisko agentury
vychazi z védeckého hodnoceni rizika, kdy je posuzovan druh a mnozZstvi rezidui, jez se
povazuji za bezpeCné pro lidské zdravi a nasledné rizika toxikologickych,

farmakologickych a mikrobiologickych ucink( u ¢lovéka (HERA et al., 2012).

Védecké hodnoceni rizika zvazuje metabolismus a vyluCovani farmakologicky
ucinnych latek u pfislusnych druh( zvifat a druh rezidui a jejich mnozstvi, jaké muze
Clovék v praibéhu zivota pfijmout bez jakéhokoli citelného zdravotniho rizika, vyjadfené
jako akceptovatelny denni pfijem (ADI - Acceptable Daily Intake). MRL jsou stanoveny
tak, aby celkové mnozZstvi rezidui denné konzumovanych v potravinach nepresahlo ADI
(NAVRATILOVA, 2013). Dle NOVOTNE et al. (2006) je hlavni farmakologicky G&inek
v pfipadé antimikrobialnich latek zaméfen proti bakteriim, a proto je MRL zaloZeno na
akceptovatelném dennim pfijmu. ADI pfedstavuje maximalni mnozstvi rezidui, které muze
byt denné pfijimano v potravé Clovéka bez zdravého rizika. Hodnoty ADI jsou vyjadfovany

obvykle v mg pfislusné latky na kg télesné hmotnosti na den.

2.3.2 Ochranné Ihty lé€iv

v

Podle Zakona €. 166/1999 Sb. (veterinarni zakon) zvifata, kterym byly podany
doplikové latky, IéCivé pfipravky a dalSi pfipravky zanechavajici nezadouci rezidua
v zivo€iSnych produktech, mohou byt vyuzivana k ziskavani nebo vyrobé& produktl
uréenych k vyzivé lidi az po uplynuti ochranné lhaty stanovené vyrobcem nebo pfislusnym

organem.
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Ochranna Ihuta (OL) je definovana jako pfedem stanovena doba od ukonceni
aplikace veterinarniho 1éCiva, po kterou nesmi byt ziskané potraviny a suroviny
zivocisného puvodu pouzity k vyzive lidi tak, aby v téchto nebyl pfekro¢en MRL dle platné

legislativy.

Pro minimalizaci nebo eliminaci rizik spojenych s RIL je nutné pro kazdé
veterinarni l1éCivo stanovit spravnou OL. Délka OL muze byt od nékolika dnli az po nékolik
tydnd (VELISEK A HAJSLOVA, 2009). OL je specificka pro jednotlivé pfipravky, zatimco
MRL je hodnota specificka pro uginnou latku (BILLOVA et al., 2007).

Ochranna Ih(ta je stanovovana pro kazdy VLP obsahujici napf. ATB a musi byt
dodrzovana v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy. Stanoveni OL je vysledkem
odborného hodnoceni daného VLP, ktery musi byt pfed uvedenim na trh vramci CR
registrovan v Ustavu pro statni kontrolu veterinarnich biopreparat(i a légiv v Brné (HERA
et al., 2012). OL se zavadi pro danou lékovou formu, druh zvifete a surovinu. Je tfeba
zdlraznit, ze presné stanovena OL se Fidi nejen typem antimikrobialni latky, eventuelné
kombinacemi antimikrobialnich latek v pfipravku, ale zavisi také na pfesném slozeni
pFipravku a jeho farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnostech (NOVOTNA et
al., 2006).

Pokud neni u pfislusného Ié€iva pro dany druh nebo kategorii zvifat OL stanovena,
stanovi veterinarni lékaf nejméné standardni OL - pro mléko plati 7 dnii (NAVRATILOVA,
2011). OL u pfipravk podavanych dojnicim musi byt specifikovana jak pro maso (v¢etné
vnittnosti), tak pro mléko (POKLUDOVA et al., 2007). U pFipravk( indikovanych v dobé&
zaprahovani je OL specifikovana ve vztahu k délce zaprahovani a terminu oteleni.
Dostupné registrované intramamarni pfipravky indikované v laktaci maji OL kratSi
v porovnani s pfipravky aplikovanymi v dobé zaprahovani. OL se u téchto pfipravkl
pohybuije v rozmezi 3-10 dojeni (NOVOTNA et al., 2006).

Studie perzistence ATB v organismu krav po IéCbé mastitid dolozily, Zze v 15-30 %
pFipadu dochazi k prekroceni OL o 1 az 7 dnu. Toto zjisténi plati jak pro ATB v laktaci, tak

pro dlouze pusobici ATB pfi terapii béhem zaprahovani (DOLEZAL et al., 2000).
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2.4  METODY DETEKCE RIL V MLECE

Systém stanoveni RIL v mléce Ize rozdélit do dvou na sobé zavislych kroku:

1. ploSné monitorovani - pouzivaji se testy umoznujici rychlé stanoveni pfitomnosti IL.
Tento pozadavek splnuji komeréné vyrabéné screeningové testy (selektivni
a Sirokospektralni rychlotesty). Pfitomnost RIL Ize prokazat i mikrobiologickymi plotnovymi

metodami;

2. cilené vySetfovani - pouzivaji se metody na identifikaci a konfirmaci inhibi¢ni latky
(zjisténi konkrétniho druhu a koncentrace léCiva - napf. fyzikalné chemické metody,
ELISA metody).

JERABKOVA (2012), NAVRATILOVA (2011) poukazuji na porovnani citlivosti
jednotlivych testd a doporucuji kombinovat rizné metody detekce: mikrobiologické
metody, identifikani fyzikalné-chemické metody a jejich vzajemné kombinace. Pozitivni
vysledky screeningovych testd na pfitomnost RIL dle HERY et al. (2012) jesté
neznamenaji, ze rezidua antimikrobialnich latek jsou v mnoZstvi prekracujici stanovené
MRL, vzdy by mélo nasledovat vysSetfeni vzorku presnou instrumentalni technikou

(konfirmacni analyza).

V CR i ostatnich zemich mezi nejéast&ji detekovana rezidua v mléce patfi beta-
laktamova ATB (COLAK, 2007). Podle NAVRATILOVE et al. (2008) by plo$né
monitorovani nemélo byt zaméfeno jen na beta-laktamova ATB, ale i na skupinu

tetracyklinovych ATB.

V CR se procento pozitivnich vzorki na pfitomnost RIL v letech 2002-2010
pohybovalo mezi 0 - 0,53 %. MésiCni porovnani vyskytu RIL zjisténych v laboratofi
Ceskomoravského svazu chovateld (CMSCH) vletech 2011-2013 uvadi obr. 2.
(http://www.cmsch.cz/store/prehledy-vysledku-za-rok-2013.pdf; stazeno 2013-02-02)

Obrazek 2. Procentualni podil RIL pozitivnich vzorki (KOPUNECZ, 2013)
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2.4.1 Screeningové selektivni rychlotesty

Pouziti screeningovych metod je rozSifené zejména v prvovyrobé a v mlékarnach.
V prvovyrobé mléka mlze veterinarni Iékaf nebo zootechnik testem provadénym pfimo
u léCené dojnice zkontrolovat hladinu pfitomnosti rezidui IéCiva v mléce po ukonceni OL
a tim zabranit pfipadnému znehodnoceni celé dodavky miéka. V pFijmovych laboratofich
mlékaren je témito metodami prvotné kontrolovana surovina pro vyrobu, pfedevsim

vySetfenim cisternovych vzorku.

Selektivni  rychlotesty umoziuji detekci beta-laktamovych ATB  spolu
s cefalosporiny, tetracyklini a aminoglykosidd, tylosinu, sulfonamid(, chinolont
a chloramfenikolu. Jedna se o receptorovou nebo enzymatickou analyzu. Jak uvadi
JERABKOVA (2013), nékteré tyto testy detekuji pouze jednu skupinu ATB, nékteré
umoznuji detekci dvou skupin najednou (napf. Twinsensor BT, Charm ROSA Test), nebo
detekuji i tfi az C&tyfi skupiny léciv souCasné. Vyhodou téchto testd je jednoduchost
a rychlost stanoveni RIL. Jedna se vSak pouze o kvalitativni prikaz pfitomnosti RIL na
hladiné pouzitého testu (JERABKOVA, 2012).

2.4.2 Screeningové Sirokospektralni rychlotesty

U Sirokospektralnich testl je spojen princip agarové difuze se zménou barvy
indikatoru v dusledku zmény pH pldy zpusobené rlastem testovaciho kmene
(JERABKOVA, 2012). Tyto mikrobiologické inhibiéni metody vyuZivaji standardni kulturu
testatniho mikroorganismu, nej¢astéji Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis,
v pevném nebo tuhém médiu (NAVRATILOVA, 2008).

Mezi nejéastji pouzivané Sirokospektralni rychlotesty patfi dle JERABKOVE
(2013) Eclipse 50, Delvotest ® SP-NT, Kalidos MP, TB test. Vyhodou téchto metod je
Siroké detekéni spektrum, jednoduchost, nizka nakladnost, moznost vySetfeni vice vzorku
najednou. Nevyhodou je nemoznost identifikace ATB a dlouha inkubaéni doba. Jsou
vysoce citlivé vici beta-laktamovym ATB, predevS§im vaci penicilinu, cefalosporiniim,
sulfonamidim, tetracyklinim, méné citlivé k ostatnim antimikrobialnim latkam jako jsou
aminoglykosidy nebo makrolidy. JERABKOVA (2013) déale upozortiuje na to, Ze i u téchto
testu se jedna pouze o kvalitativni prikaz pfitomnosti /nepfitomnosti IL na hladiné citlivosti
pouzitého testu. Pouziti Sirokospektralnich testu je rozsifeno v prvovyrobé, v centralnich
laboratofich, Statnich veterinarnich ustavech a zpracovatelskych zavodech (kontrola
bazénovych vzork(l dodavatell, kontrola negativity finalnich mlékarenskych vyrobki,

potvrzeni pozitivnich vysledku rychlotestd pouzivanych v pfijmovych laboratofich).
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2.4.3 Screeningové mikrobiologické plotnové metody

Standardizované plotnové metody detekuji antibakterialni latky za pouziti citlivych

bakterialnich kmenl. Plotnové metody umoznuji skupinovou identifikaci inhibi¢ni latky,

provadi se jako agar difuzni test. Vzorky se umisti na plotnu s pldou inokulovanou

testovacim kmenem. Difuze antibakterialni latky se projevi formou tvorby z6n inhibice

ristu testovaciho kmene, jak je znazornéno na obr. 3. Podle velikosti inhibi¢ni zény je

mozny i odhad pfiblizné koncentrace RIL (tabulka 2).

Tabulka 2. Plotnové metody - metoda &tyr ploten (€. 1-4), metoda Sesti ploten (&. 1-6)

Plotha Pouzity kmen Detekce Inkubace Yylfo.dvm?ce’m
inhibiéni zény
ivni<
¢&.1.  Bacillus subtilis tetracykliny ~ 30°C 18-24p  negativni<zmm
pozitivni = 2mm
s
¢.2.  Bacillus subtilis aminoglykosidy 30 °C 1824  egativni<2mm
pozitivni = 2mm
¢. 3. Kocuria rhizophila makrolidy 37°C18-24h neg.a.tlvr’n<2mm
beta-laktamy pozitivni = 2mm
s
¢.4.  Bacillus subtilis sulfonamidy 30 °C 18-24p  "egativni<zmm
pozitivni = 2mm
&5 Geobacillus beta-laktamy 64 °C 5 h negativni<imm
C stearothermophilus v.c. 953  aminoglykosidy pozitivni = 1mm
e
¢. 6. Escherichia coli chinolony 37 °C 18-24 h negativni<zmm

pozitivni = 2mm

Obrazek 3. Schéma plotnové metody

Testaéni kmen

N\

Inhibiéni zéna

Pozitivni vzorek

Negativni vzorek
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2.4.4 Fyzikalné-chemické a imunoenzymatické metody

Na screeningoveé metody navazuji metody fyzikalné-chemické
a imunoenzymatické. Pfedpokladana oblast pouziti je dohledavani druhu inhibi¢ni latky
jako druhy krok po ploSném monitorovani. Umozruji identifikaci hledané latky a jeji
&aste¢nou nebo exaktni kvantifikaci (JERABKOVA, 2012).

Fyzikalné chemické metody

e Gelova elektroforéza (ELFO) s mikrobialni detekci - umoziuje identifikaci IL

i semikvantitativni stanoveni této latky;

e Radioimunolanalyza (RIA) - CHARM II. - rychly semikvantitativni testovaci systém.
Pracuje na principu RIA metody, vyuziva se efektu vazby detekované latky a latky
znadené radioizotopy **C nebo *H na vazebny receptor nebo specifickou protilatku.
Analyzatorem Charm Il. se stanovuji beta-laktamova ATB spolu s cefalosporiny,
tetracyklinova ATB, kloxacilin, oxacilin, gentamycin + neomycin, erytromycin a tylosin,

sulfonamidy, streptomycin a chloramfenikol;

e Chromatografické metody - konfirmaéni stanoveni RIL se provadi metodami
kapalinové (LC) a plynové chromatografie (GC). Nejvice pouzivanou metodou na
konfirmaci a kvantifikaci IL je vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci (HPLC/MS/MS). Tuto metodu Ize pouzit jako screeningovou, umoZzhuje
identifikaci Sirokého spektra |éCiv v jedné analyze. Metoda je hlavné pouZivana

k cilenému stanoveni légiva a jeho nasledné kvantifikaci (JERABKOVA, 2012).
ELISA metody

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imunochemicka metoda slouzici
v analyze potravin k rozpoznani pfitomnosti antigenu (analytu) ve vzorku prostfednictvim
jeho biospecifické interakce s protilatkou. K detekci veterinarnich 1éCiv se pouzivaji
komeréni kompetitivni ELISA testy (JERABKOVA, 2013). Metoda umozfiuje kvalitativni i
kvantitativni stanoveni IL (dle pouZitého testu), vyuziva se ke stanoveni streptomycinu,
neomycinu, gentamycinu, tetracyklinu, chinolond, sulfonamidl, chloramfenikolu,
penicilinu. Vysledky jsou ode&itany pomoci specialniho spektrofotometru (JERABKOVA,
2011). ELISA metody se pouzivaji zejména na stanoveni streptomycinu pfi monitoringu
cizorodych latek, nebot ten na urovni MRL neni detekovatelny predchozimi
screeningovymi metodami. Dale jsou tyto metody pouzivany pfi stanoveni
chloramfenikolu, ktery rovnéz neni na hladiné < 0,1 ppb detekovatelny predchozimi
screeningovymi metodami (JERABKOVA, 2011).
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Nasledujici pasaz ,MATERIAL A METODIKA® o rozsahu 8 stran je vypusténa
z davodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufre a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,VYSLEDKY A DISKUSE“ o rozsahu 20 stran je vypus$téna
z davodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufre a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,ZAVER® o rozsahu 2 stran je vypus$téna z divodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsaZzena pouze v archivovaném originale

diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz ,SUMMARY" o rozsahu 1 strana je vypusténa z divodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsaZzena pouze v archivovaném originale

diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulté JU.
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SEZNAM TABULEK, GRAFU A OBRAZKU
SEZNAM TABULEK

1. Zakladni rozdéleni antimikrobiélnich l1éCiv
2. Plotnové metody - metoda &ty ploten (€.1-4), metoda Sesti ploten (&.1-6)
3. Rozdéleni a pocty vzorkl podle chovi a indikace pouziti IéCiva

4. Hodnoty MRL a porovnani citlivosti jednotlivych pouzitych test (dle vyrobce) na

vybrané ucinné latky (ug/kg)
5. Selektivni rychlotesty - Twinsensor BT
6. Sirokospektralni rychlotesty - DELVOTEST SP-NT
7. Sirokospektralni rychlotesty ECLIPSE 50

8. Stanoveni poctu somatickych bunék (PSB), obsahu tuku a bilkovin v testovanych

vzorcich
9. Cetnost pouziti jednotlivych skupin lé&iv v testovanych vzorcich
10. Vliv skupiny léCiva na vysledky test detekce RIL
11. Statistické vyhodnoceni vlivu jednotlivych pouzitych testi na detekci RIL
12. Cetnost a zastoupeni pouzitych veterinarnich lé&iv v testovanych vzorcich
13. Vliv pouzitych veterinarnich Ié€iv na vysledky testu detekce RIL
14. Vliv indikace na vysledky testl detekce RIL
15. Cetnost testovanych vzorki po |é¢bé& mastitid v dobé laktace
16. Cetnost testovanych vzorkii po 1é8b& nebo prevenci mastitid v dobé& zaprahovani
17. Cetnost testovanych vzork( po jiné 1ébé
18. Vliv dodrzeni ochranné Ihaty na vysledky testu detekce RIL

19. Vliv doby po aplikaci [éCiva na vysledky test( detekce RIL
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Tab. 20. Uginnost ochranné Ih(ty u jednotlivych antibiotik

Tab. 21. Pocet pozitivnich vzorkl na BR testu v dennich intervalech po skonceni |éEby
Tab. 22. Porovnani vysledkd rozbord mezi jednotlivymi pouzitymi testy

Tab. 23. Porovnani citlivosti screeningovych testu dle vyrobcu v jednotkach ppb (ug/kg)

4.2 SEZNAM GRAFU

Graf 1. Cetnost a zastoupeni skupin 1&&iv v testovanych vzorcich

Graf 2. Cetnost a zastoupeni skupin légiv v testovanych vzorcich pfi aplikaci kombinované
léCby

Graf 3. Pozitivni vysledky testl detekce RIL v zavislosti na skupiné IéCiva

Graf 4. Cetnost a zastoupeni nejéastgji pouzitych veterinarnich 1é&iv v testovanych

vzorcich
Graf 5. Pozitivni vysledky testl detekce RIL v zavislosti na pouzitém veterinarnim Iécivu
Graf 6. Pozitivni vysledky testl detekce RIL v zavislosti na indikaci 1éCby
Graf 7. Pozitivni vysledky testl detekce RIL v zavislosti na dodrzeni ochranné Ihity
Graf 8. Pozitivni vysledky testl detekce RIL v zavislosti na dobé po aplikaci I&Civa

Graf 9. Pozitivni vysledky testl detekce RIL
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Obr. 1. PFiginy pozitivnich nalezil RIL v mléce (SEYDLOVA, 1998)
Obr. 2. Procentualni podil RIL pozitivnich vzorkt (KOPUNECZ, 2013)
Obr. 3. Schéma plotnové metody

Obr. 4. Twinsensor BT s pfisluSenstvim - inkubaéni jednotka (vlevo), tiskarna s klavesnici,

ReadSensor
Obr. 5. Delvotest SP-NT ampule a mikrodesti¢ka, pozitivni (+) a negativni (-) vzorek
Obr. 6. Eclipse 50, mikrodesti¢ka, pozitivni (+) a negativni (-)vzorek

Obr. 7. Spotfeba ATB v kg, v letech 2005-2010
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