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ABSTRAKT

Néplni této diplomové prace je aplikace hojné vyuzivaného extrakéniho postupu QUEChERS
na pudu, ¢i na dalSi matrice, jako je podestylka nebo hntj, obsahujici fluorochinolonova
antibiotika. V teoretické Casti prace jsou kapitoly vénované obecné lé¢iviim, dale pak
antibiotikim a antibiotické rezistenci. Fluorochinolony jsou popsany detailnéji z hlediska jejich
vlastnosti, vyskytu a chovani v Zivotnim prostiedi. Posledni kapitola je zamétena na analytické
metody. V experimentéalni ¢asti prace je na zéklad¢ dostupnych publikaci vyzkouSen a vybran
nejvhodnéjsi extrakéni postup pro pudni matrici, ktery je pak dale optimalizovan.
Optimalizovany postup je aplikovan na redlné vzorky pudy a driibezi podestylky za ucelem
stanoveni obsahu ciprofloxacinu a enrofloxacinu. Extrakéni postup je také vyzkouSen
na dalSich antibiotikach ztady fluorochinolonti (norfloxacinu, ofloxacinu, pefloxacinu,
moxifloxacinu) v ptidé. VSechny vzorky byly analyzovany pomoci LC-MS.

ABSTRACT

The content of this master's thesis is an application of frequently used extraction method
QuEChERS on soil or other samples like litter or manure containing fluoroquinolone
antibiotics. In the theoretical part of this thesis are chapters describing drugs, antibiotics
and antibiotic resistance. Fluoroquinolones are described in more details with their properties,
appearance and behaviour in the environment. The last chapter is focused on analytical
methods. In the experimental part of this thesis is chosen in accordance with available
publications the most suitable extraction method. This method is tested and optimized on soil
samples. The optimized method is applied on the real soil and poultry litter samples to
determine the amount of ciprofloxacine and enrofloxacine. This extraction method is used on
other fluoroquinolone antibiotics (norfloxacine, ofloxacine, pefloxacine, moxifloxacine) in soil.
All of the samples were analyzed by LC-MS.

Klicova slova

antibiotika, fluorochinolony, ciprofloxacin, enrofloxacin, ptida, QuEChERS, kapalinova
chromatografie, hmotnostni spektrometrie

Keywords

antibiotics, fluoroquinolones, ciprofloxacine, enrofloxacine, soil, QuEChERS, liquid
chromatography, mass spectromectry



GRAFICKY ABSTRAKT

Drubezi jsou prostiednictvim

vody podavana antibiotika. ﬁ
i Nt B

Exkrementy a podestylka obsahuji rezidua
antibiotik. Hnij je p¥idan do plidy

Piida a podestylka s exkrementy
jsou vzorkovany a piHipraveny
k analyze.

Lé¢iva jsou extrahovana
metodou QUEChERS.

GRAPHICAL ABSTRACT

The poultry consume
antibiotics through water.

Vzorky jsou analyzovany
pomoci UPLC/MS.

Excrement and litter contain antibiotic
residues. Manure is added to the soil.

Soil and litter with excrement are

Antibiotics are extracted by
the QUEChERS method.

Samples are analyzed by
UPLC/MS.

sampled and ready for analysis.




BRABCOVA, Kristyna. Vyuziti metody QuEChERS pro analyzu fluorochinolonovych
antibiotik v pude. Brno, 2022. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-
prace/detail/139328. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka,
Ustav chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi . Vedouci prace Ludmila Mravcova.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a mize byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se souhlasem vedouciho
diplomové/bakaléiské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Touto cestou bych chtéla podékovat své vedouci Ing. Ludmile Mravcové, Ph.D. za jeji ochotu,
vstiicny a pratelsky pfistup pfi realizaci této diplomové prace. Dale patii podékovani Ing. Janu
Fucikovi za odborné rady, ochotu a pomoc pfi praci v laboratofi a Ing. Pavliné Landové za rady
a napady kdanému tématu. De&kuji Ustiednimu kontrolnimu a zkuebnimu ustavu
zemédélskému za poskytnuti vzorkl pro analyzu. Zaroven dékuji své rodiné a ptiteli za podporu
nejen pii psani prace, ale i pfi celém studiu. Podékovani rovnéz patii i Fakulté chemické a vSem,
ktefi ndm b&hem studia vénovali sviij ¢as.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/139328#_ga=2.146578100.1450303014.1644233405-1034028245.1643995329
https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/139328#_ga=2.146578100.1450303014.1644233405-1034028245.1643995329

OBSAH

I V0D et 9
2 TEORETICKA CAST ..ottt 10
2.1 LLECIVA ittt ettt ettt ettt et at e te et e e nt e st e beententtenseentenneenaeas 10
2.1.1 CharakteristiKa POJIMT........eeeriieeriieeiiieeiieeeeteeeiteeeteeeereeeereeessbeeesbeeesaseeesnseeensseas 10
2.1.2 NAZVOSIOVI 1ttt ettt et ettt et et esaeenseenaesneeneeas 11
2.1.3 ROZACIENT LECTV.......eeiiiiiiiiieiicee ettt 11
2.2 Antimikrobialni 1éCiva — antibiotika a chemoterapeutika............cccceeevierieeciienienieenens 13
2.2.1 Mechanismy ptisobeni antimikrobidlnich IECIV ........cccoveiiiriiiniiiiiiiniiceee 14
2.2.2 Pivod antimikrobidlnich 18IV ........ooouiiiiiiiiiiiiiiciee e 14
2.2.3 Spektra G€innosti antimikrobidlnich 1€CIV ........cocoeviriiiiiiiic 14
2.2.4 ANtIDIOtICKA T@ZISTETICE. ... vieuiieeiiieiie ettt ettt ettt et e neeeeeans 14
Mechanismy vzniku antibiotické reZiStenCe.........ccvuveeeeriierciieeriieeie e ceiee e 15

2.2.5 Antibiotika a chemoterapeutika v Zivotnim prostredi...........ccceeeeveervieenieeinieeeeen. 16
ANtDIOtKA V& VOAC.. ..ot 17
ANLIDIOtIKA V PUAE ..ottt et seaes 18

2.3 FIUOTOCHINOLONY ....c.uviiiieiiieiiecie ettt ettt ettt e st e et e e beeseeenneenseans 19
2.3.1 Antibioticka rezistence na fluorochinolony ............cccceevveriieiieniiiinieniieeeeee e 20
2.3.2 Fluorochinolony v Zivotnim prostiedi ..........cceccveereeriiiiienieeieieeeeec e 21
2.3.3 ENTOTIOXACTNL 1.ttt ettt ettt e st e et et e ebeesneeennens 21

B T 03101 V0 i () €2 T2 1 1 HO PR 22
2.3.5 NOTTIOXACII ..ttt ettt et ettt e st e et e bt e eabeesbbeenbeessaeenbeans 23
2.3.6 OflOXACII .ttt et ettt et et e et e e s at e e bt e saeeebeesabeenbeesseeebens 23
2.3.7 PElOXACIIN ..ttt ettt et et 24
2.3.8 MOXITIOXACTI. ..ottt ettt ettt ettt ettt et et et e e enteseeenbesatesseenaeas 25
2.4 Analyza 1€C1v v Zivotnim ProStredi.........ceceieeriiiriiiiieiieeiieie e 25
2.4.1 Sbér a uchovani vzorkll obsahujicich [€Civa.........cceeviiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeee 26
VZOTKY VOAY .ottt ettt ettt et 26

PEVINE VZOTKY vttt ettt s 26

2.4.2 Extrakce vzorkl obsahujicich 1€Civa ..........ccoveeeiiiieeiiiiciieeeeee e, 26
QUECKERS ...ttt sttt sae e 26

2.4.3 Instrumentace vyuzivana pii analyze vzorkd obsahujicich 1éCiva.........cccccecveeeennen. 30

3 EXPERIMENTALNI CAST .ottt 32
3.1 Pouzité ChemMiKALIE. ......couiiiiiiiiiiiiie et 32
3.1.1 ROZPOUSLEALA. ...ttt ettt et e see e nae e 32



B L3 000 ettt et sttt 32
3104 SOTDENLY .ottt ettt ettt ettt e et e et et e e teesab e et e e snbeeneennaeenne 33
315 StANAATAY ..o 33
3.1.6 Deuterovan€ standardy............cocueerieiiieniieniiee e 33
3.2 Pouzité ptistroje a [aboratorni vybaveni.........cccccecueeeriieiiieeeiiiecieecee e 33
3.3 POUZILY SOTEWATE ....vieeiie ettt ettt e et e e ve e e b e e et e e s saaeeesbeeessaeeesnseeenneas 34
B4 VZOTKY .ottt ettt et e e st e et e e st eebe e abeenbeeetbeetaeeabeenbeeesseeraens 34
3.4.1 Vzorky driibezi podestylky pro zjisténi obsahu enrofloxacinu a ciprofloxacinu .... 34
Popis vZOTKll pOAESEYICK .......ooeiiiiieiieeiiciee e 34

3.4.2 Vzorky pady pro zjisténi obsahu enrofloxacinu a ciprofloxacinu..............cc.......... 35
Popis vZOTKT PUAY €. 1. 35

3.5 Piiprava zasobnich a kalibracnich roztokill............cccoeiiiiiiiiiiiiii e 36
3.5.1 Piiprava zasobnich roztokl standardii ............ccccueveeiieeciiiiiiieeiecee e 36
3.5.2 Piiprava kalibranich roztoKil..........c.ccooouiieiiiieiiiieiieeeeee e 37
3.5.3 PHPIava PULTT oottt ettt et e e s e e enseeesareeenaeaens 39
3.6 Vybér vhodného extrak€niho POSTUPUL......ccueereiiiiiiiriieiiecii ettt 40
3.7 Optimalizace parametrti vybraného extrakéniho postupu .........ccccceevvieiieniieniienieennens 42
3.8 Aplikace optimalizovaného postupu na vzorky ptidy a podestylek ...........ccoeeverveenens 45
3.9 Stanoveni obsahu ciprofloxacinu a enrofloxacinu v pide¢ a podestylkach..................... 47
3.10 Aplikace optimalizovaného postupu na skupinu fluorochinolont v pad¢ ................... 48
3.11 Stanoveni fluorochinolonll v piidé¢ — optimalizace metody LC-MS ...........ccccoceeenee. 49
4 VYSLEDKY A DISKUZE .......oiiiiieeoeeeeeeeeeeeeeseeeeeesee s ses s nesnens 51
4.1 Kalibra€ni ZAVISIOST ......coiuiiiiieiieiiee ettt 51
4.2 CRIOMALOZIAINY ...eeeuvvieeuiieeeieeeeieeesieeesteeeseteeeereeeseseesssneessseeasssessseeesseeessseeesnseesnsseesnnns 53
4.3 Vybér vhodného extrakCniho POSTUPU......cceieiiiriiiiiieiieeiieiie ettt eeve e 54
4.4 Optimalizace vybrané¢ho extrakéniho poStuPU ........c.cocveeiiiiiiieiiiinieeeeee e 55
4.4.2 Optimalizace parametru VOdNna fAZe...........cocuveriieiiieiiiiiiecieeeeee e 56
4.4.3 Optimalizace parametru organicka faze.........c..coceeverieniiiiniiniiiiecccece 57
4.4.4 Optimalizace parametru doba plisobeni ultrazvuku..........ccccoceviiiiniiiniininiineennn 58
4.4.5 Optimalizace parametru sloZeni SMEST SOl ......ceevuvieriieeriiiierieeeie e 59
4.4.6 Optimalizace parametru doba rucniho tirepani..........ccceeecvveevciieeecieeccie e, 60
4.4.7 Optimalizace parametru slozeni sorbentll pro dSPE...........ccccoveivviiiiiiniiieniecieees 61

4.4.8 Ovéteni funkenosti postupu na vzorcich pidy a podestylky obohacenych na riznych
koncentra¢nich h1adinach...........c.ooociiiiiiiiiiiii e 61



0 9 N D

4.5 Stanoveni enrofloxacinu a ciprofloxacinu ve vzorcich pidy a podestylek .................... 63

4.6 Aplikace optimalizovaného postupu na skupinu fluorochinolont v rizné¢ definovanych

PUAACK . ..ottt ettt et e st e et e s abeetee s et e enbeesnbeenseesnbeenseennnes 65
4.6.1 Optimalizace metody UPLC-ESI-TQ pro analyzu fluorochinolonii ....................... 65
4.6.2 Aplikace optimalizovaného postupu na skupinu fluorochinolonti v rtzné
definovanych PUAACK .........ooouiiiiiie e e 66

4.7 Shrnut] VYSIEAKT ..ottt e 67
ZAVER ..ot 68
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ......ovtiuriirriineiieeeieeeseeisesisessssssssssssesssssssesssneens 69
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ....cvouiiriirrireineeinesiseies e 76
SEZNAM PRILOH. ......cotiuuiiniiieiiee et 78



1 UVOD

Od objeveni penicilinu roku 1928 sirem Alexandrem Flemingem se antibiotika stala nedilnou
a bézné vyuzivanou soucasti 1¢kar'ské praxe. Ve vétsing piipadi si bez nich neumime nas Zivot
pfedstavit. Antibiotika jsou poddvéna jak v humanni, tak ve veterinarni mediciné. Ve
veterindrni mediciné jsou vyuzivana nejen k 1écbé, ale i k prevenci chorob [1]. V humanni
medicing jsou antibiotika ¢asto predepisovana zbytecné, nebo je lidé uzivaji preventivé. Obecné
tedy dochazi k rostouci spotiebé téchto latek, coz s sebou nese uskali. Vyloufend nebo
nevhodné likvidovana antibiotika se prostfednictvim riznych médii dostavaji do zivotniho
prostiedi [2]. Dochazi ke vzniku a pfenosu genu antibiotické rezistence, které maji pro zdravi
fatalni dopad [3]. Dle rozséhlé studie podlehlo infekcim zplisobenym bakteriemi rezistentnimi
vici antibiotikiim v roce 2019 vice nez 1,2 milionu lidi [4]. Fluorochinolonova antibiotika byla
tak zafazena do seznamu WHO (2019) v 6. vydani mezi HP CIAs (antimikrobika s kritickym
vyznamem nejvyssi priority pro humanni medicinu [5].

Vramci této diplomové prace byla ve spolupraci s UKZUZ (Ustiednim kontrolnim
a zkuSebnim ustavem zemédélskym) feSena problematika vyskytu a analyzy enrofloxacinu
a ciprofloxacinu v dritbezi podestylce a pid¢ obohacené touto podestylkou. V experimentalni
c¢asti této diplomové prace byla pro extrakci 1éCiv z piidy a podestylky aplikovana metoda
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe; cesky rychlé, jednoduché, levné,
efektivni, robustni a bezpe¢né). Metoda je v laboratotich hojné vyuzivana pro extrakci riznych
analytu z riznych typi matric, avSak pro extrakci 1éCiv je jeji vyuziti pomérné nové. Vyhodou
je jeji jednoduchost, rychlost a efektivnost, a proto je uzitecné ji pro extrakci danych analyth
z pudni a podestylkové matrice vyzkouset.

Spolehlivou a vyuZzivanou analytickou instrumentaci pro analyzu 1éCiv je spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s trojitym kvadrupdlem a ionizaci pomoci
elektrospreje. Tato instrumentace byla vyuZita i pro ucely této diplomové prace.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Létiva

Zékon 378/2007 Sb. (Zakon o 1éCivech a o zménach nékterych souvisejicich zakont) definuje
1é¢ivy pripravek jako latku nebo kombinaci latek s 1é¢ebnymi nebo preventivnimi vlastnostmi
pii onemocnéni lidi a zvitat. Dale jde také o latku nebo kombinaci latek, kterou 1ze pouzit u lidi
(zvitat) nebo podat lidem (zvifatim) za ucelem obnovy, upravy nebo ovlivnéni fyziologickych
funkci prostiednictvim farmakologického, metabolického nebo imunologického tucinku.
Dalsim ucelem je pouziti nebo podani za i¢elem stanoveni 1ékai'ské diagnozy [6].

2.1.1 Charakteristika pojmu

Lécivé latky jsou latky pfirodniho ¢i syntetického plvodu s farmakologickym nebo
imunologickym tc¢inkem a latky s u¢inkem na metabolismus. Slouzi k prevenci, l1é¢eni, mirnéni
chorob, k diagnostice a ovlivnéni fyziologickych funkei [7].

Lécivé pripravky jsou pripravky ziskané pomoci technologického zpracovani 1é¢ivych
a pomocnych latek do 1ékové formy, kterd je balena ve vhodném obalu a fddné oznacena.
Lécivé ptipravky jsou déleny na humanni (podavané lidem) a veterinarni (podavané zviratiim)

[7].

Pomocné latky jsou latky bez vlastniho 1é¢ebného ucinku. Pouzivaji se za i¢elem umoznéni
a usnadnéni vyroby, pfipravy, uchovavani a aplikace 1é€ivych ptipravkii. Mohou také ptiznivé
ovlivilovat farmakokinetické vlastnosti 1é¢ivych latek [7]. Mezi pomocné latky patii plniva,
pojiva, kluzné latky, rozvolnovadla, barviva, rozpoustédla, antimikrobidlni latky nebo chutova
a ¢ichova korigencia [8]. Piiklad slozeni 1 tablety 1é¢iva, konkrétné PARALENU 500, je
uvedeno v Tabulce 1.

Naptiklad 1 tableta PARALENU 500 obsahuje:
Tabulka 1: Slozeni tablety PARALENU 500 (prevzato z [9])

Léciva latka | 500 mg Paracetamol

Pomocné Ptedbobtnaly kukutfi¢ny Skrob, povidon 30, sodn4 stl kroskarmelosy,
latky kyselina stearova

Lékova forma je zptisob upravy l1é¢iva do formy vhodné pro 1écebné tcely. Je ptizptisobena
cesté ptivodu 1é¢iva do organismu. Lékové formy jsou déleny na enteralni (podavané travici
trubici) a parenterdlni (poddvané mimo travici trubici). Mezi enteralni lékové formy patii
naptiklad tablety, drazé, kapsle, roztoky; kone¢nikem jsou pak podavany Cipky. Parenteralni
1ékové formy zahrnuji injekce, infuze, zasypy, masti, krémy, naplasti aj. [7].

Proléciva jsou prekurzory bez ucinku, ze kterych vznikaji ucinné latky az pochody
metabolismu v organismu. Divodem jejich ptipravy je eliminace nevhodnych vlastnosti, jako
jsou napiiklad nizka rozpustnost, nestabilita nebo nepiijemna chut’ ¢i zapach [7].
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2.1.2 Nazvoslovi

Kazdé syntetické 1écivo, jakozto chemickou slouceninu, lze pojmenovat systematickym
nazvoslovim dle [IUPAC (Mezindrodni unie pro €istou a uzitnou chemii). Tyto ndzvy se vSak
bézné v praxi neuzivaji, nebot’ jsou piilis dlouhé ¢i matouci. Lé€iva maji tedy svilj genericky
nazev €¢i INN (mezinarodni nechranény nazev), ktery bézné¢ vznikne zkrdcenim nazvu
systematického. WHO (Svétova zdravotnickd organizace) eviduje ndzev genericky, ktery se
objevuje ve farmaceutické nebo chemické literatute. Lé¢iva nesou téz rizné obchodni nazvy
(trade names) diky rozmanitosti farmaceutického pramyslu [7]. Typy nazvi jsou uvedeny
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Priklad nazvoslovi Ibuprofenu (prevzato z [10])

Systematicky nazev (IUPAC) | (RS)-2-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanova kyselina

Genericky nazev Ibuprofen

INN nazev Ibuprofen

AKTREN, BRUFEN, DOLGIT, EXNEURAL,
IBUMERCK, MOTRIN, NUROFEN, a;.

Obchodni nazvy

2.1.3 Rozdéleni 1é¢iv

Tabulka 3: Rozdeleni léciv (prevzato z [7])

Analgetika
Nerarkorc | e A ey s o Sy s
analgetika - aty Y Y Y Py

a pyrazolidindionu, arylsulfonamidy (oxikamy), inhibitory COX-2

Narkoticka analgetika

Léciva ovliviiujici centralni nervovy systém

Celkova anestetika | Inhala¢ni anestetika, intravendzni anestetika

Sedativa Karbamaty, alifatické acylmocoviny (ureidy), derivaty barbiturové
a hypnotika kyseliny a dioxopiperidiny, benzodiazepiny, hypnotika 3. generace
Neuroleptika, antidepresiva, anxiolytika, psychostimulancia,
nootropika a 1é¢iva Alzheimerovy choroby, psychodysleptika

Psychofarmaka

Antiepileptika, antiparkinsonika, antimigrenika

Léciva ovliviiujici vegetativni nervovy systém

Adrenergika a—a(vlfen,erglka, a2.—adrenerg1ka, B1-adrenergika, f2-adrenergika,
nepiimd adrenergika

Antiadrenergika a-antiadrenergika, B-antiadrenergika

Cholinergika Pfima chol.merglka, nepiimd cholinergika, ireverzibilni inhibitory
acetylcholinesterasy

Anticholinergika Neurotrop_m a neurotropné-myotropni spasmolytika, myotropni
spasmolytika
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Tabulka 4: Rozdéleni léciv — pokracovani (prevzato z [7])

Lokalni anestetika a myorelaxancia

Lokalni anestetika

Periferni myorelaxancia — kurarimimetika, centralni

Myorelaxancia :

myorelaxancia

Antialergika a antihistaminika
Antialergika Hypohistaminika, H1 Antihistaminika
H?2 Antihistaminika
Léciva obé&hové soustavy
Pryskyfice vazici zlucové kyseliny, 1éCiva ovliviiujici syntézu
. g lipoproteind, derivaty a-aryloxyalkanovych kyselin — fibraty,

Antihyperlipidemika

inhibitory HMG-CoA reduktasy — statiny, ostatni
antihyperlipidemika

Léciva ovliviujict
srazlivost krve

Antitrombotika, hemostatika

Estery kyseliny dusité a dusi¢né, antagonisté iontl vapniku,

Vasodilatancia periferni vasodilatancia, 1éC¢iva erektilnich poruch
Latky blokujici sympatikus, pfima antihypertenziva, inhibitory
Antihypertenziva angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE) a antagonisté

angiotensinu I1

Léciva ovliviiujici cinnost
srdecniho svalu

Kardiotonika, antidysrytmika

Léciva travici a vylucovaci soustavy

Antacida, antiulcerdza
a cytoprotektiva

Antacida, antiulcerdza, cytoprotektiva

Léciva pouzivana k
terapii jaternich poruch

Cholagoga, hepatoprotektiva

Peroralni antidiabetika

Derivaty sulfonylmocoviny, derivaty biguanidu,
thiazolidindiony

Léciva ovliviiujici

Diuretika a saluretika, laxativa, antidiaroika

wlucovani

Antitusika a expektorancia
Antitusika | Antitusika opioidniho typu, antitusika neopioidniho typu
Expektorancia
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Tabulka 5: Rozdéleni léciv — pokracovani (prevzato z [7])

Latky pouzivané k prevenci a terapii infekénich a parazitarnich chorob

Oxidacni ¢inidla, halogeny, slou¢eniny kovt, alkoholy, fenoly,

Dezznf ekc;?z latky aldehydy, kyseliny, povrchové aktivni latky, trifenylmethanova
a antiseptika .
barviva
Antibakterialni . ., . .
chemoterapeutika Sulfonamidy, derivaty chinolonti
Antimykotika Karboxylové kyseliny a jejich derivaty, derivaty imidazolu,

ostatni antimykotika
Antiprotozoalni léciva | Antimalarika, ostatni antiprotozoika
B-Laktamova antibiotika, tetracykliny a anthracykliny,

Antibiotika aminoglykosidy, makrolidy, peptidova antibiotika, ostatni
antibiotika
Antivirotika, antimykobakteridlni léciva
Cytostatika

Alkylacni cinidla, antimetabolity, ostatni protinadorova léciva

Vitaminy

Vitaminy rozpustné v Vitaminy skupiny A, vitaminy skupiny D, vitaminy skupiny E
tucich (tokoferoly), vitaminy skupiny K

Vitaminy skupiny B, kyselina listové - vitamin M, vitamin C -
kyselina askorbova, vitamin H — biotin, ostatni slouceniny s
ucinky vitaminl

Vitaminy rozpustné ve
vodeé

Hormony

Hormony — aminokyselin

Peptidové hormony Hormony hypothalamu a hypofyzy, hormony slinivky bfisni
Estrogeny, inhibitory estrogentl, gestageny, androgeny

a anabolika, hormony kiiry nadledvin (adrenokortikosteroidy)

Steroidni hormony

2.2 Antimikrobialni lé¢iva — antibiotika a chemoterapeutika

K infekci dochazi, proniknou-li choroboplodné (patogenni) mikroorganismy (bakterie, viry,
plisn€, prvoci) nebo cizopasné mnohobunécné organismy (Cervi) do organismu a dojde
nasledné k jejich pomnozeni. Tyto procesy nasledné vedou ke vzniku infekéni choroby.
K prevenci infekce se uzivaji predevsim dezinfekéni latky, antiseptika a germicidy. K potlaceni
jiz vznikl¢ infekce jsou pouzivany antibiotika, antibakterialni chemoterapeutika, antimykotika,
antivirotika ¢i antiprotozoalni 1é¢iva [7].

V idedlnim ptipadé vykazuje antimikrobidlni 1é¢ivo selektivni toxicitu vici parazitim, aniz
by doslo k poskozeni hostitele. VE&tSinou je ale selektivita toxicity spiSe relativni a znamena to,
ze 1é¢ivo poskozuje mikroorganismy v mnozstvi, které je pro hostitele stale tinosné [7].
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Léciva s antibakteridlnimi G¢inky délime na dvé skupiny, a to na antibiotika, ktera jsou
ziskdvana zpravidla biosynteticky a na chemoterapeutika, které jsou pfipravena synteticky [6].
Zastupci antibiotik a chemoterapeutik jsou uvedeny v Tabulce 5. Antibiotikum ¢i
chemoterapeutikum je ¢inidlo, které inhibuje (bakteriostaticka lé¢iva) nebo zastavuje
(bakteriocidni 1é¢iva) rist bakterii [12, 13].

2.2.1 Mechanismy piisobeni antimikrobialnich 1é¢iv

— Inhibice syntézy bunécné stény (B-laktamova antibiotika)

— Zména permeability bunééné membrany a zmeéna aktivniho transportu pfes tuto
membranu (antifungélni azoly)

— Inhibice syntézy proteint (tetracykliny)

— Inhibice syntézy nukleovych kyselin (chinolony a sulfonamidy) [7]

2.2.2 Puvod antimikrobialnich 1é¢iv

— Produkce aktinomycetami (streptomycin)

— Produkce bakteriemi (polypeptidy)

— Produkce plisnémi (penicilin)

— Syntetickd produkce (chemoterapeutika) [11]

2.2.3 Spektra acinnosti antimikrobialnich 1é¢iv

— Uzké spektrum ptisobeni
— Stiedni spektrum plisobeni
— Siroké spektrum ptisobeni [11]

Antimikrobialni spektrum je vycet mikrobidlnich kment a druhti citlivych k dané substanci.
Antimikrobialni G¢innost stanovuje miru G¢inku substance. Lze ji vyjadfit pomoci MIC

R4

[ RA4

usmrceni prislusného mikroorganismu [7, 13].
2.2.4 Antibioticka rezistence

Rezistence mikroorganismu je charakterizovana jako schopnost odolavat ucinkim
antimikrobialni substance [7]. Dnes je tato rezistence velmi diskutovanou a sledovanou
zalezitosti v globalnim métitku at’ uz pro lidské zdravi nebo potravinovou bezpecnost a rozvoj.
Jeji vyskyt je pfirozeny, ale nespravné a nadmérné zachdzeni s antibiotiky v huménni
1 veterinarni medicing tyto procesy znacné podporuji a urychluji. Naptiklad u nemoci jako je
ucinnosti. To mize mit nasledujici dopady, a to prodlouzeni pobytu v nemocnici, nasazeni
draz$ich a u¢inngjSich 1€ki, coz predstavuje predevsim ekonomickou zatéz. Dale jsou pak
ohroZeny né¢které narocné zékroky, jako jsou transplantace organl nebo cisaiské fezy. Tyto
zakroky jsou bez u¢innych antibiotik mnohem vice ohrozujici kvlili moznému vzniku infekce.
Preventivni opatfeni pro pfedchdzeni antibiotické rezistence jsou: pouzivani antibiotik pouze
po piredepsani certifikovanym zdravotnikem, nesdileni a nepozivani zbytkd antibiotik
z predchozi 1é€by, dodrzovani spravné hygieny, predepisovani antibiotik pouze v piipadé
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nutnosti, Sifeni povédomi o problematice, podavani antibiotik zvifatim pouze pod piisnym
dohledem veterinafe, nepouzivani antibiotik k podpofe rustu a prevenci zdravych zvirat,
vakcinace zvifat, aj. [3].

Antibiotickd rezistence miize byt primarni (pfirozend), ktera je dana genetickou vybavou
mikroorganismu, nebo sekundarni (ziskand), ktera vznikd mutacemi nebo pfenosem genu
rezistence pomoci plazmidi a transpozonti [7, 14].

Mechanismy vzniku antibiotické rezistence

— Zména cilové molekuly

— Zhorseny prunik do buiiky (zména propustnosti membrany)
— Efflux (aktivni transport substance z buiiky)

— Inaktivace enzymy [14, 15]

ATB ATB

Populace bakterii BézZné bakterie jsou | Dochazi Dal$im pisobenim
(modré), v niz se pusobenim k rozmnozeni | antibiotik dojde
vyskytuje subpopulace | antibiotik usmrceny, | rezistentnich k upevnéni genetické
rezistentnich bakterii rezistentni bakterii. informace rezistence,
(Cervené). subpopulace ptezije. geny se prendsi.

Obrazek 1: Obecné schéma vzniku a narustu kolonii rezistentnich bakterii (prevzato z [16],
upraveno)
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Obrazek 2: Znazorneni mechanismu v bakterialni burnce vedoucich ke vzniku
antibiotické rezistence (prevzato z [17], upraveno dle [15])

2.2.5 Antibiotika a chemoterapeutika v Zivotnim prostredi

Od objeveni penicilinu roku 1928 sirem Alexandrem Flemingem, jsou antibiotika béznou
soucasti 1écby infekci vyvolanych bakteriemi. Dnes jsou antibiotika b&ézné vyuzivana jak
v humanni, tak ve veterinarni medicing€. Ve veterindrni medicing jsou vyuzivana nejen k 1é¢bé,
ale i k prevenci chorob [1]. V humanni mediciné jsou antibiotika ¢asto pfedepisovana zbytecne,
nebo je lidé uzivaji preventivé. Obecné tedy dochazi k rostouci spotiebé téchto latek [2].

Zdroji antibiotik, kterd se dostavaji do Zivotniho prostfedi, jsou odpady a odpadni vody
z domdcnosti, znemocnic, z farmaceutického primyslu, z veterinarnich klinik nebo
z zivocisnych farem. V domécnosti lidé vylucuji zbytky 1éCiv nebo je nevhodné likviduji.
Na farmach jsou zbytky 1é¢iv vylucovana zvitaty prostfednictvim exkrementi a moci. Hntyj
obohaceny o léciva byva aplikovan do pady [2, 19]. Dojde k Sifeni antibiotik v zivotnim
prostiedi a vzniku antibiotické rezistence, kterd je dnes velmi diskutovanym a obavanym
problémem (popsdna v kapitole 2.2.4) [3]. V bakteridlni bunce dojde k mutaci, piezije,
prizptsobi se a dale se mnozi jako ARB (bakterie rezistentni vici antibiotiklim) nesouci ARG
(geny antibiotické rezistence). Sifeni rezistence dale podporuji také mobilni genetické elementy
(MGE), u kterych dochazi k horizontalnimu pienosu. ARG se stavaji mobilni [20].
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Obrazek 3: Schématické zndazornéni transportu antibiotik v Zivotnim prostiedi (prepracovano
podle publikaci [18] a [1])

Antibiotika ve vodé

Léciva se do vody dostavaji prostfednictvim odpadnich vod at’ uz z domécnosti (exkrementy,
mo¢&) nebo znemocnic a farmaceutického primyslu. Odpadni vody jsou vedeny do COV
(Cistirny odpadni vody), kde mnohdy nejsou dostatecn¢ osetfeny a vody obsahujici rezidua 1é¢iv
jsou vypoustény do povrchovych vod a dochazi k jejich transportu. Metody vyuzivané pro
eliminaci 1é¢iv z vody mohou byt koagulace, flokulace, vyuziti aktivniho uhli, pokrocilé
oxidacni procesy (napf. aplikace UV zafeni a peroxidu vodiku), membranové technologie nebo
biologické procesy (anaerobni digesce) [19]. V zavislosti na vlastnostech se 1é¢iva mohou
ukladat i v sedimentech a tvorit tak rezervoary [21]. Dal$im zdrojem mohou byt akvakultury.
V rdmci mezindrodni studie provedené v roce 2021 byla sledovana tato 1é¢iva: ciprofloxacin,
norfloxacin, ofloxacin, levofloxacin, metronidazol, trimethoprim, erythromycin
a sulfomethoxazol. Kviili zaméteni diplomové prace na fluorochinolony jsou v Tabulce 6 pro
ilustraci uvedeny maximalni zjisténé koncentrace ciprofloxacinu pro vybrané zeme [19].
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Tabulka 6: Maximalni zjistené koncentrace ciprofloxacinu pro vybrané zemé a vybrané typy
vod (prevzato z [19])

Zemé - typ vody Maximalni zjiSténa koncentrace ciprofloxacinu [ng/l]
Spanélsko - odpadni voda 13625

Australie - odpadni voda 6900

Keta - povrchova voda 1300

SAE - odpadni voda 1028

Kostarika - povrchova voda 740

USA - odpadni voda 377

Brazilie - odpadni voda 33,7

Antibiotika v pudé

Zpusoby, jak se antibiotika dostavaji do pidy, nejcastéji byvaji zavlazovani ptidy odpadni
vodou obsahujici antibiotika, nebo aplikace kejdy ¢i kalu obsahujici antibiotika. Odpadni vody
se k zavlazovani pouzivaji bézn¢ v oblastech sucha kvili nedostatku vody vlivem zmény
klimatu, urbanizace nebo znegi§téni. Zviteci hntlj nebo kal z COV jsou rozmetany do ptdy
a mohou tak pfispivat ke kontaminaci zivotniho prostfedi. Hnlij mize obsahovat zna¢ny podil
vylou¢enych antibiotik, protoze zvifata jsou schopna metabolizovat pouze urcity podil.
V zévislosti na vlastnostech mize dané 1é¢ivo nasledné setrvavat v piid€, nebo je pfijimano
rostlinami [22]. Pro studium a kontrolu osudu antibiotik v pad¢ je dalezité zjistit co nejvice
o jejich transportu, degradabilité ¢i sorpénim chovani. VSe zavisi jak na vlastnostech daného
1é¢iva (napf. struktura, polarita, hydrofobicita), tak na vlastnostech pudy (pH, ptdni typ, obsah
pudni organické hmoty) [23]. Alternativou, jak zabranit Sifeni genti rezistence a omezit vyskyt
antibiotik v Zivotnim prostfedi, mlize byt zpracovani odpadii obsahujici antibiotika pomoci
anaerobni digesce, kompostovani nebo vermikompostovani [24].

— Adsorpcni procesy

Adsorpce antibiotik v pidé ovliviiuje jejich mobilitu, degradaci a biologickou dostupnost
[23]. Adsorpci ovliviluji predev§im funkéni skupiny antibiotik. Z vlastnosti ptidy jsou to
textura, pH, obsah iontdl (napt. Ca**, Mg?") a obsah pidni organické hmoty. Podle provedené
studie se v hlinito-jilovit¢ zemédélské pudé ochotné sorbuji tetracykliny a rovnéz
i fluorochinolony. Dochazi u nich ke kationtové vyméné a tvorbé vodikovych mustki.
Interaguji s piidni organickou hmotnou. Naopak sulfonamidy byvaji velmi mobilni [22, 23].

— Transportni procesy

Antibiotika mohou byt transportovdna do vodniho prostiedi. Transport je ovlivnén
klimatickymi podminkami (srdzky), vlastnostmi antibiotik (funkéni skupiny) a vlastnostmi
pudy (porozita, pH) [23]. Dlouhodobé srazky a kyselé¢ dest¢ vyrazné ovliviiuji migraci
antibiotik z hnoje do ptidy. Vyluhovatelnost Gzce souvisi se sorpénimi procesy. Naptiklad
sulfonamidy vykazuji potencidl pro snadnou migraci z pidy do vody [22].
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— Degradacni procesy

Antibiotika jsou degradovéna biotickymi nebo abiotickymi procesy. Mezi abiotické procesy
patii fotodegradace a chemické premény (hydrolyza, oxidace, redukce). Hlavni roli pfi
degradaci antibiotik hraje biodegradace, ktera je zprostiedkovana mikroorganismy v pudé. Je
zavisla na pfitomnosti a mnozstvi kysliku, pH, teploté, vlhkosti, stupném adaptace populace
mikroorganismu, dostupnosti zivin, struktufe odbouravané latky a jeji dostupnosti [22]. V pudé
také mohou né¢kterd antibiotika vzdjemné interagovat, coz muze biodegradaci také ovlivnit.
Ne¢ktera antibiotika mohou inhibovat mikroby, kteti se podileji na degradaci jinych antibiotik
[23].

— Prijem rostlinami

Podminky pro ptijem 1éCiv rostlinou opét zavisi na mnoha faktorech, at’ uz na vlastnostech
daného 1éciva nebo na charakteristice daného prostiedi, v némz se rostliny péstuji. Pro studium
transportu l1é¢iv se zakladaji sklenikové nebo hydroponické experimenty. Latky jsou pfijimany
koteny rostlin a nasledné¢ vedeny do stonku, listi a v n¢kterych ptipadech i do ploda [22].

2.3 Fluorochinolony

Tato skupina 1éCiv byla do klinické praxe uvedena koncem 60. let 20. stoleti. Mechanismus
ucinku je inhibice DNA gyrazy. DNA gyraza (topoizomeraza Il) je enzym, ktery zprostfedkuje
usporddani DNA dvousroubovice do chromozomi. Chinolony se déli do 4 generaci
(Tabulka 7). Oproti prvni generaci derivati chinolonid, které pulisobily pouze proti
gramnegativnim bakteriim, plisobi posledni generace proti gramnegativnim 1 grampozitivnim
bakteriim. VétSina derivatii chinolonii nachéazi uplatnéni pro 1écbu infekei mocovych cest.
Nov¢jsi generace se vyuziva pii 1€€be respira¢nich onemocnéni [7].

Tabulka 7: Rozdeéleni chinolonii podle generaci a jejich pouziti v praxi, kurzivou oznaceny
antibiotika pouzivana vyhradné veterinarné (zpracovano dle [25] a [26]).

Generace | Zastupci Pouziti
Kyselina nalidixova o - Lo x
ysel . Jiz nejsou v CR dostupné, uzivané pro 1écbu
I. kyselina oxolinova,

: . infekci mocovych cest
cinoxacin

Norfloxacin, ciprofloxacin,
ofloxacin, levofloxacin,

UZivané proti bakteriim Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia,

prulifloxacin, pefloxacin,

Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium

I1. enrofloxacin, tuberculosis, Mycobacterium avium-
marbofloxacin, intracellulare
danofloxacin, orbifloxacin, | Uzivané pti laboratornich testech na
sarafloxacin antibiotickou rezistenci
Gatifloxacin, pazufloxacin . « ) ,
I11. P .’ | Nejsou v CR registrovany
sparfloxacin, atosufloxacin
. . Uzivan pro 1écbu meningitidy u pacientii
Iv. Moxifloxacin p siey up

s alergii na f-laktamova antibiotika, chlamydii
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Fluorované derivaty zaCaly vznikat béhem 90. let 20. stoleti. Bylo zjisténo, Ze substituce
fluorem na chinolonovém jadru az desetkrat zvySuje antibakterialni ucinky. Substituenty bylo
dosazeno specifickych vlastnosti latek, které se nyni vyuzivaji pro léCebné ucely [27].
Fluorochinolony jsou rezervni antibiotika, slouzi jako zalozni, kdyz primarni 1é¢ba nefunguje
[28, 29]. Jsou dulezitou soucasti klinické praxe, nebot’ maji Siroké spektrum ucinku. Jejich
vyhodou je vyborné vstiebani z gastrointestindlniho traktu po peroralnim podéani. Nevyhodou
je rychly vznik antibiotické rezistence. Od roku 2001 je v CR registrovan moxifloxacin
(IV. generace), ktery spolehlivé inhibuje riist bakterii Streptococcus pneumoniae [27]. Jsou to
grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, které¢ zptisobuji infekce plic, meningitidu nebo
zanéty stiedniho ucha [30, 31].

Pii pouziti fluorochinolonli veterinarné je nutno dbat na spravnou diagnostiku piivodce
a vySetfeni citlivosti. PouZzivaji se na 1écbu infekci, kde jind antibiotika méla slabou odezvu,
nebo se slaba odezva ocekava. Enrofloxacin je vyuzivan k 1écbé infekei traviciho,
urogenitalniho a respiracniho ustroji. Marbofloxacin se vyuzivd u malych zvifat pfi 1é¢bé
koznich infekci, respiracnich a mocovych cest, u prasat a skotu k 1é¢bé respiracnich infekei.
Orbifloxacin je podavan injekéné kockam a psim. Sarafloxacin slouzi k medikaci kutat a krit
[26].

Fluorochinolony patii na seznamu WHO (2019) v 6. vydani mezi HP CIAs (antimikrobika s
kritickym vyznamem nejvyssi priority pro humanni medicinu [5]. Relevantnim dokumentem
pro veterindrni medicinu je smérnice EU EMEA/CVMP/055, kterd stanovuje limity rezidui
1é¢iv v hnoji, a to takové, aby nebylo nepfesahnuto 100 pg 1é¢iva na kg hnoje a 10 pg 1é¢iva na
kg pidy hnojené hnojem [32].

Co se ty&e spotieby fluorochinolontl, v roce 2020 ¢inila v ramci Ceské Republiky za rok 2020
1,94 mg/ PCU (populacné korekéni jednotku). Od roku 2010 do roku 2022 narostla spotieba
fluorochinolonti o 48,6 %. Nejvyssi spotieby fluorochinolonii v ramci Evropy maji Polsko
(12,0 mg/PCU) a Mad’arsko (11,6 mg/PCU) [5].

2.3.1 Antibioticka rezistence na fluorochinolony

V mediciné a mikrobiologii plati, Ze se na antibiotikum dfive ¢i pozdé&ji vytvoii rezistentni
kmeny bakterii. Ani u fluorochinoloni tomu neni jinak. Podle EARSS (The European
Antimicrobial Resistance Surveillance System) se za poslednich deset let v CR rezistence
k fluorochinolonim u kmenti Escherichia coli nebo Klebsiella pneumoniae zvysila. Pocet
rezistentnich kmenti Pseudomonas aeruginosa se v CR dlouhodobé pohybuje pod 50 %. Rist
bakterialni rezistence je zptisoben naduzivanim téchto 1é¢iv. I kdyz se ve veterinarni mediciné
pouzivaji vétsinou jiné ptipravky nez v humanni, existuje riziko pienosu rezistentnich bakterii
ze zvifat do lidské populace. V CR se objevily rezistentni kmeny Escherichia coli a Proteus
mirabilis v dribezich chovech [27].

Ziskana antibioticka rezistence je nejcastéji zprostiedkovana mutaci gent fidicich replikaci
a segregaci chromozomalni DNA. DalS§imi mechanismy vzniku rezistence je aktivni efflux
fluorochinolonii z bakteridlni builky nebo zména propustnosti vnéjsi membrany (Obrazek 2)
[25].
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2.3.2 Fluorochinolony v Zivotnim prostredi

Fluorochinolony jsou S$iroce vyuzivany kvili jejich Sirokému spektru ptisobeni, a proto
antibioticka rezistence v poslednich deseti letech narostla. LéCiva se $ifi zivotnim prostfedim.
Kontaminuji odpadni vody, které jsou vyuzivany k zavlazovani. Hntij obsahujici rezidua 1éciv
je vyuzit jako hnojivo. Hniij je zna¢né koncentrovany, protoze zvifata nejsou schopna velkou
¢ast antibiotik metabolizovat. Fluorochinolonova antibiotika se pouzivaji k podpofe riistu
hospodaiskych zvifat a k prevenci nebo 1écbé né€kolika chorob zvitat. Mohou se nachazet
ve vodach, sedimentech a pudé [32, 33].

Fluorochinolony maji zanedbatelnou tékavost a velkou tendenci k sorpci na pevné utvary
(sedimenty, piida). Jsou to zwitteriontové slouceniny, takze jejich forma vyskytu zavisi na pH
a umoziuje to rizné interakce s médiem [32].

Chovani fluorochinolonti v piid¢ zavisi na sorpénich procesech. Zalezi na vlastnostech pidy
(obsah piidni organické hmoty, obsah jilu, pH, pfitomnost n¢kterych iont). Jakmile antibiotika
vstoupi do ptidy, probihaji sorpéni a desorpcni procesy, coz ma vliv na perzistenci a toxicitu.
Maji kyselou 1 zasaditou funkcni skupinu a jejich forma zavisi na pH. Mohou interagovat
s ptidou pomoci kationtové vymeény ¢&i vodikovych vazeb. Plida také obsahuje ionty Ca>", Mg?*
a AI**. Fluorochinolony s nimi interaguji a mohou tvofit stabilni komplexy [32].

2.3.3 Enrofloxacin

HO

CHs
Obrazek 4: Struktura enrofloxacinu [34]

Tabulka 8: Charakteristické vlastnosti enrofloxacinu (zpracovano dle [32] a [35])

TUPAC nizev oxochinolin-tarboxyiod kyseina
Sumarni vzorec Ci19H22FN303
Molekulova hmotnost [g/mol] | 359,4
Vzhled Svétle Zluta krystalicka latka
pKa; 6,27
pKa; 8,3
logKow 1,1
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Enrofloxacin je baktericidni Sirokospektré fluorochinolonové antibiotikum. Je podavan
vyhradné ve veterinarni medicing, a to savciim, ptaktim i plaziim nejcastéji ve formé tablet nebo
injekéné [36 — 38]. Je G€inny proti koznim infekcim, infekcim mocovych cest ¢i respiraénim
onemocnénim [39]. Jako ostatni chinolony inhibuje syntézu DNA v bakterialni bunce. Po
podani byva metabolizovan na ciprofloxacin [38]. Obchodni nazvy pouzivané pro toto
antibiotikum jsou Baytril ¢i Enroxil [37, 40].

Mnoho studii dnes poukazuje na nartst kment rezistentnich bakterii, predev§im Escherichia
coli. Mechanismus vzniku rezistence je hlavné mutace enzymu gyrazy [38].

2.3.4 Ciprofloxacin
O O

OH

Obrazek 5: Struktura ciprofloxacinu [41]

Tabulka 9: Charakteristické vlastnosti ciprofloxacinu (zpracovano dle [32] a [42])

[UPAC nézev 11(;}})/1;1((;322}2%—}}2—@?&(:—4—0X0—7—piperazin— 1-ylchinolin-3-
Sumarni vzorec Ci17H18FN303
Molekulova hmotnost [g/mol] | 331,3
Vzhled Svétle zluta krystalickd praskova latka
pKa; 5,9
pKa; 8,89
logKow 0,4

Ciprofloxacin je baktericidni antibiotikum patfici ke II. generaci chinolonii. Vyuziva se k 1écbé
bakteridlnich infekci jak v humanni, tak ve veterindrni medicin¢ [25]. Je podavan pfi
onemocnénich dychacich a mocovych cest, koznich infekcich, pohlavnich nemocich ¢i pfi
zanétech stfedniho ucha a o¢i. Lze jej aplikovat ve formé tablet, roztoku (kapky, infaze) nebo
masti. Ciprofloxacin se vaze na DNA gyrdzu a inhibuje syntézu DNA [43, 44]. Obchodni nazvy
pouzivané pro toto antibiotikum jsou Ciprinol, Cifloxinal, Ciplox nebo Ciloxan [45]. Je
aktivnim metabolitem enrofloxacinu a v zZivotnim prostfedi se vyskytuje v pudé, vodach
i sedimentech [38, 46].
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2.3.5 Norfloxacin

| OH

Obrazek 6: Struktura norfloxacinu [47]

Tabulka 10: Charakteristické viastnosti norfloxacinu (zpracovano dle [48])

TUPAC nézev i;i{jlg):;?égz?{;:éﬁiz-7-piperazin— 1-ylchinolin-3-
Sumarni vzorec CisHisFN3O3
Molekulova hmotnost [g/mol] | 319,33
Vzhled Bil4 aZ svétle Zluta krystalickd praskova latka
pKa; 6,05
pKa; 8,51
logKow 0,46

Norfloxacin je baktericidni antibiotikum patfici ke II. generaci chinolont. Je G¢inny proti
infekcim mocovych cest a prostatitidé [25, 48]. Lze jej vyuzit i pii 1€cbé kapavky [49].
Norfloxacin se vaZze na DNA gyrazu a inhibuje syntézu DNA [48]. Obchodni nazvy pouzivané
pro toto antibiotikum jsou Nolixin ¢i Gyrablock [50]. V zivotnim prostiedi se vyskytuje v pade¢,
vod¢ a velmi ¢asto se usazuje v sedimentech [51].

2.3.6 Ofloxacin

Obrazek 7: Struktura ofloxacinu [52]
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Tabulka 11: Zakladni vilastnosti ofloxacinu (zpracovano dle [53])

IUPAC nazev

7-fluor-2-methyl-6-(4-methylpiperazin-1-yl)-10-oxo0-4-
oxa-l-azatricyklo[7.3.1.05'13 ] trideka-5(13),6,8, 11-
tetraen-11-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec

Ci18H20FN304

Molekulova hmotnost [g/mol]

3614

Vzhled Sedobila az svétle zluta krystalicka pragkova latka
pKa; 5,97
pKa; 9,28

logKow -0,39

Ofloxacin je baktericidni antibiotikum patfici ke II. generaci chinolond. Je U¢inny proti
gramnegativnim ty¢inkam, infekcim mocovych a zazivaciho traktu. Vyuziva se také ve formé
kapek pii 1écbé infekci o¢i a usi. Ofloxacin se vaze na DNA gyrazu a inhibuje syntézu DNA
[25, 53]. Obchodni ndzvy pouzivané pro toto antibiotikum jsou Floxal, Ofloxin ¢i Ofloxacin

[54].

2.3.7 Pefloxacin

O O
OH

Obrazek 8: Struktura pefloxacinu [55]

Tabulka 12: Zakladni vilastnosti pefloxacinu (zpracovano dle [56])

IUPAC nazev

1-ethyl-6-fluor-7-(4-methylpiperazin-1-yl)-4-
oxochinolin-3-karboxylové kyselina

Sumarni vzorec

C17H20FN303

Molekulova hmotnost [g/mol]

333,36

Vzhled

Bila az svétle zluta krystalicka praskova latka

Pefloxacin je baktericidni antibiotikum patfici ke II. generaci chinolonti [25]. Funguje jako
inhibitor DNA gyrazy a topoizomerazy IV. U&inkuje proti gramnegativnim aerobnim
bakteriim, jako jsou jako jsou E. coli a Neisseria gonorrhea, tak 1 proti grampozitivnim
bakteriim. Nasazuje se napt. pti 1é¢bé stfevnich infekci [57]. Pouzivanym obchodnim nédzvem

je Abaktal [58].

24



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H18FN3O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H18FN3O3

2.3.8 Moxifloxacin

@ O
Obrazek 9: Struktura moxifloxacinu [59]

Tabulka 13: Zakladni vlastnosti moxifloxacinu (zpracovano dle [59])

1-Cyklopropyl-6-fluor-7-((4aS,7aS)-hexahydro-1H-
IUPAC nazev pyrrolo[3,4-b]pyridin-6(2H)-yl)-8-methoxy-4-oxo-1,4-
dihydrochinolin-3-karboxylova kyselina

Sumarni vzorec C21H24FN304

Molekulova hmotnost [g/mol] | 401,4

Vzhled Svétle zluta krystalicka praskova latka
pKa; 6,3
pKa; 9,14

logKow 0,95

Moxifloxacin patii ke IV. generaci fluorochinolonovych antibiotik [25]. Blokuje enzymy, které
jsou nezbytné pro opravu bakterialni DNA a bakterie nejsou schopny mnoZzeni. Je u¢inny proti
dutin a u gynekologickych infekci véetné hlubokych panevnich zanétli. Antibiotika obsahujici
moxifloxacin nejsou vétSinou predepisovana primarné. Jsou nasazena spiSe az dle doporuceni
lékate, kdyZ primarné predepsana antibiotika neucinkuji [60]. Obchodni ndzvy pouZzivané pro
toto antibiotikum jsou Moxifloxacin, Avelox a Vigamox [61].

2.4 Analyza 1é¢iv v Zivotnim prostiedi

V dnes$ni dobé je snaha o multirezidudlni metody, aby v rdmci jedné analyzy bylo sledovano co
nejvetsi mnozstvi analytt. To ma sva uskali, protoze je nutné zvolit kompromis v ramci
stanoveni. Pfi analyzach se vyuzivaji vnitini standardy a laboratofe jsou Casto limitovany
vybavenim a instrumentaci [62]. LéCiva se stanovuji ve vodach, pudé¢, sedimentech a dalSich
pevnych vzorcich (hntj, podestylky) [62, 63].
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2.4.1 Sbér a uchovani vzorku obsahujicich 1é¢iva

Vzorky vody

Vzorky vody jsou odebirany do lahvi ruéné ¢i pomoci Cerpadel [63, 64]. Jsou odebrany
minimalné 2 litry vody. Pokud je ve vzorku ptitomen zbytkovy chlér, jsou k nému ptidany
thiosiran sodny nebo kyselina askorbova jako konzervacni prostiedky. Pfi transportu
do laboratofe se vzorek udrzuje pod teplotou 6°C. Pokud vzorky nejsou v co nejblizsi dobé
zpracovany, umist'uji se do mraznicky [63].

Pevné vzorky

Vzorky mohou jsou pomoci vzorkovaciho vybaveni odebrany do ptisluSnych nadob [63, 64].
Pokud vzorek obsahuje vetsi mnozstvi vody, je nutno mit dostatek pevné frakce. Pfi transportu
do laboratofe se vzorek udrzuje pod teplotou 6°C. Pokud vzorky nejsou v co nejblizsi dobé
zpracovany, umist'uji se do mraznicky [63].

2.4.2 Extrakce vzorki obsahujicich 1é¢iva

Dle typu vzorku je volen vhodny extrakéni postup. Pokud jde o vzorek ¢isté vody, je mozné jej
analyzovat pfimo bez ptedchozi upravy. Na to je ale zapotiebi dostatecné citliva instrumentace.
U odpadni vody je tfeba aplikovat Cistici krok a vzorek zakoncentrovat. Lze pouzit metodu SPE
(extrakce na tuhou fazi), kterou je nutno optimalizovat (napi. vybér kolonky, kondicionace,
mnozstvi sorbentu, pH vzorku). U pevnych vzorki je taktéZ nutno analyty extrahovat, precistit
je zde vice kritickych krokt. Casto se objevuje matriéni efekt [62, 63]. Analyty z pevnych
vzorkli mohou byt extrahovany pomoci ultrazvuku, SPE, mikrovinnou extrakci nebo metodou
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe; cesky rychlé, jednoduché, levné,
efektivni, robustni a bezpecné) [63, 65, 66]. Vyznam metody je uveden v Tabulce 14. Metoda
QuEChERS je pfedmétem této diplomové prace a bude detailnéji popsana.

QuEChERS

Laboratofe po celém svéte se zabyvaji problematikou vyskytu pesticidi at’ uz v potravinach
nebo ve slozkach zivotniho prostredi jiz kolem 40 let [67]. Metoda QuUEChERS byla vyvinuta
Michelangelem Anastassiadesem v letech 2001 az 2002 béhem jeho pobytu na Eastern
Regional Research Center ve Wyndmooru (Pennsylvanie, USA). Technika byla pivodné
vyvinuta pro extrakci pesticidl ze vzorkli ovoce a zeleniny. Predstaveni nové techniky prob&hlo
poprvé v ¢ervnu 2002 v Rimé na EPRW (European Pesticide Residue Workshop). Metoda byla
postupem Casu rizné upravovana modifikovana a jeji vyuziti se tak rozsitilo 1 pro dalsi analyty
a matrice [68]. Vyuziti metody postupem casu naléza ¢im dal Sirsi uplatnéni a pocet publikaci
se od roku, kdy byla metoda uvedena, neustale zvySuje (nartst je graficky znazornén
na Obrazku 6) [69, 70].
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Tabulka 14: Vyznam metody QuEChERS a jeji vyhody vyplhvajici z nazvu (prevzato z [69])

Zpracovani relativné velkého mnoZzstvi vzorkl v kratkém Casovém

uick (rychlé ,
Q (rychle) useku.
. Provedeni neni sloZité, kroky jsou jednoduché, nendro¢né na
Easy (snadn¢) .
vybaveni.
Cheap (levné) Je zapottebi mensi mnozstvi chemikalii (sorbentil, rozpoustédel).

Effective (efektivni) | Minimalni ztraty analytd.

Rugged (robustni) Metoda je vhodna pro rizné latky, lze provést kdekoliv v laboratofi.

Safe (bezpecné) Nejsou pouzita chlorovana rozpoustédla, typicky je acetonitril.

550 -
500 -
450 A

N D W W A

S W O W O

S O O O O
I I I I I

Pocet publikaci

150 -
100 -
50 -

Obrazek 10: Grafické znazornéni narustu publikaci venujicich se metodé QuEChERS od roku
2003 do roku 2021 podle portalu Web of Science (vyhledano dle [70])
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Obecny postup extrakce

Ptiprava  homogenniho  vzorku

, 39 (krajeny, drceny, mlety); navazeni
. . jeny y
: QQ,/ = _—" | pozadovaného mnozstvi vzorku do
' i ‘&@ zkumavky o objemu 50 ml.

Ke vzorku jsou pfidana rozpoustédla
(organickd a vodna faze); smés je
ttrepana ruén€, vortexem, nebo je
pouzit ultrazvuk.

/ Do zkumavky je piidéna sil, aby\
byla zahijena fazova separace;
vzorek je odstfedén a organicka faze
je prevedena do zkumavky o objemu
15 ml, ktera obsahuje sorbenty a siil;
vzorek je promichan a odstfedén.

- /

Dle potieby je vzorek natedén nebo

—_ zakoncentrovan; nasleduje analyza.

Obrazek 11: Znazornéni a popis obecného postupu metody QuEChERS (prevzato
a prepracovano dle [68])

Utinnost extrakce je ovlivnéna nékolika faktory. Jde o typ vzorku, volbu extrakénich
rozpoustédel, mnozstvi rozpoustédel, typ soli, mnozstvi soli, pH, obsah vodné faze, zplisobu
ttepani a odstfedeni, typ sorbentu, (ptiklady jsou uvedeny v Tabulce 15) dobu extrakce apod.
[71]. Konkrétni ptiklady vyuziti metody QUEChERS jsou shrnuty v Tabulce 16.

Tabulka 15: Typy sorbentii vyuzivanych v metodé QuEChERS a konkrétni priklady aplikaci
(prevzato z [69])

Typ matrice (priklad) Pouzivany sorbent
BéZznéa matrice (jablko, okurka) PSA

Tukové matrice (ceredlie) PSA +C18
Pigmentované matrice (salat, vino) PSA + C18 + aktivni uhli
Velmi pigmentované matrice (Spenat) PSA + C18 + aktivni uhli
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Tabulka 16: Priklady vyuziti metody QuEChERS pro riizné analyty v riiznych matricich

Matrice Analyty Mnozstvi vzorku | Extrakéni ¢inidla Zpusob extrakce Separacni sil dSPE Analyza | Odkaz
Zelenina Ruéni tfepani bsa, LC-
(napf. rajce, Pesticidy 10g Acetonitril pant, MgSO4 NaCl C18, [72]
. vortex MS/MS
zeli, okurka) MgSO,
Olihen, Estery kyseliny Mravenéan PSA,
makrela, ftalové, di(2- 5¢g Acetonitril Michani, vortex amonny C18, GC-MS [73]
tuiidk | ethylhexyl)adipat Y MgSO,
V)
Med, véeli |  Pyriproxyfen S k‘g‘;ﬂijﬁjﬁ;& é/lf’v Michini, vorex | MeSOsNaCl. | PSA, | UPLC- | .
vosk & y e ’ Na,SO4 MgSO; | MS/MS
acetonitrilu
B-Laktamova 0,1 M EDTA, Ru¢ni tfepani, PSA, LC-
Kal antibiotika 0.5¢ acetonitril vortex MgS04.NaCl, Ci18 MS/MS [76]
0
. o 0.1 M EDTA, I,A) Rucni tfepani, Octan sodny, PSA, UPLC-MS
Puda Antibiotika lg kyselina octova v vortex NSO C18, (QTRAP) [76]
acetonitrilu 2o Na,SO4
Mcllvaintv pufr pH Ruéni tfepani PSA, UPLC-MS
Pida Antibiotika lg 2.6, acetonitril vortex NaxSOq4 C18, (QTRAP) [76]
NaQSO4
Praseci Veterinarni 1 MCEV:::I;?;/HI;; lflr pH Rucni tfepani, MeSO.. NaCl PSA, LC- [77]
kejda antibiotika & ’ ’ vortex, ultrazvuk £, C18 MS/MS
methanol
Fluorochinolony gilstz(()l?gln
Odpadni (c1proﬂ0xa.cm, 10 ml 0,1 M EDTA, Rucni tfepani, citronan PSA, HPLC (78]
voda norfloxacin, acetonitril, methanol vortex . , MgSO,
ofloxacin) trisodny,
MgSO4, NaCl
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2.4.3 Instrumentace vyuzivana pri analyze vzorku obsahujicich 1é¢iva

S rostoucim a ¢astéjSim vyskytem 1é¢iv v zivotnim prostiedi je zapotiebi, aby v laboratotich
byla k dispozici dostate¢né robustni a spolehliva analyticka instrumentace pro kvantifikaci 1é¢iv
z realnych vzorkl zivotniho prostiedi a pro odpovidajici koncentrace, které se v nich mohou
vyskytovat. Hlavnimi technikami vyuzivanymi pii detekci 1é¢iv jsou GC (plynova
chromatografie) a LC (kapalinova chromatografie) v kombinaci s MS (hmotnostni
spektrometrii) nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii [79]. Lze vyuzit 1 LC s detekcei
pomoci UV/VIS (ultrafialové/viditelné svétlo) ¢1 FLD (fluorescencniho) detektoru [80].
V ptipadé GC je vSak nutny derivatizacni krok nejcastéji komeréné dostupnymi derivatizacnimi
¢inidly napt. MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid). Derivatizace vyzaduje
vice Casu iprace a je zde riziko kontaminace vzorki. I kdyz patii GC-MS mezi rutinni
analyticky néstroj, pro analyzu l1éCiv se spiSe vyuziva LC-MS, LC-MS/MS [62, 79].

Mezi vyuzivané rezimy LC pfi analyze 1éCiv patii napt. RP (reverzni faze), iontova vyména
nebo SEC (vylu€ovaci chromatografie). Staciondrni faze vyuzivana pii analyze 1é¢iv v rezimu
RP je nejcastéji silikagel modifikovanym C18 nebo C8. Co se tyce mobilni faze, je aplikovan
gradient ve slozeni acetonitril — voda ¢i methanol — voda. Pouzité ionizacni zdroje
v hmotnostnim spektrometru jsou nejcastéji ESI (elektrosprej) nebo APCI (chemicka ionizace
za atmosférického tlaku). Nejcastéji vyuzivany analyzator je QqQ (trojity kvadrupdl), nasleduje
IT (iontova past). Alternativnim analyzatorem je TOF (analyzator doby letu), coz je technika
vysokorozliSovaci MS. Usnadiuje tak identifikaci slouc¢enin ve slozitém vzorku jako je napf.
sediment [79]. Priklady vyuziti kapalinové chromatografie pti analyze 1é¢iv jsou uvedeny
v Tabulce 17.

V dnesni dobé jsou trendem multirezidualni analyzy, pii kterych lze simultdnné stanovit vice
skupin 1é¢iv, protoze se v zivotnim prostiedi Casto vyskytuji pohromadé. VétSina usili se
soustfedi na analyzu matefskych nedegradovanych lé¢iv, avSak srozvojem a pokrokem
techniky jako je vysokorozliSovaci MS je a bude mozné identifikovat degradacni produkty
a také objasnit a stanovit jejich struktury. V tomto pfipad€ pfichazi na fadu hybridni analyzatory
jako napt. Q-TOF (spojeni kvadrupélu a analyzatoru doby letu) [81].
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Tabulka 17: Priklady vyuziti kapalinové chromatografie pri analyze antibiotik v riiznych matricich

— Analyzator: TOF

Matrice Analyty Extrakce Analyza Publikace
HPLC s UV detekei
. . — Kolona: Atlantis™ dC 18 HPLC (150 mm x 3,0 mm, 3 um)
Plda Chinolony Ultrazvuk —> Mobilni féze: 3,16 mM HCOOH/acetonitril " [82]
— VInové délky detekce: 260 nm, 280 nm
UPLC-MS/MS
— Kolona: ZORBAX Eclipse XDB C18 (1.8 um, 2.1 x 50 mm)
Kozi mléko Chinolony QuEChERS — Mobilni faze: voda/acetonitril [83]
— lonizace: ESI
— Analyzator: QqQ
) HPLC s UV a FLD (fluorescen¢ni) detekci
quoroilhlnolgny — Kolona: Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 pm)
Odpadni voda (Crig ;goizgﬁin’ QuEChERS — Mobilni faze: fosfatovy pufr pH 3,9/acetonitril [78]
o ﬂoxacin)’ — VInové délky UV detekce: 274 nm, 280 nm
— VInové délky FLD detekce: 230 nm, 460 nm
LC-MS/MS
8-Laktamova — Kolona: SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MG (150 mm % 2,0 mm, 5 pum)
Vakciny e Vortex — Mobilni faze: 0,1% HCOOH ve vodé/0,1% HCOOH v acetonitrilu [84]
antibiotika .
— lonizace: ESI
— Analyzator: QqQ-LIT
LC-MS
Moiské voda Antibiotika — Kolona: Luna Omega 5 um Polar C18 (100 A, 100 mm x 2,1 mm)
mofsky ’ (ﬂumeghln, SPE Phenf)rr}el}ex ] (85]
sediment ﬂorfemkol? — Mobilni faze: 0,1% HCOOH ve vodé/methanol
oxytetracyklin) — lonizace: ESI

31



https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/earths-moon

3 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalni ¢asti byl z dostupnych publikaci vybran vhodny extrakéni postup pro
pudni matrici. Po vybéru vyhovujiciho postupu byly optimalizovany vybrané parametry, jako
je slozeni vodné faze, sloZeni organické faze, slozeni smési soli pro separaci fazi, sloZzeni smési
sorbentll pro dSPE, doba piisobeni ultrazvuku, doba ruc¢niho tfepani a pfitomnost EDTA.
Optimalizovany extrakéni postup byl aplikovan na vzorky pidy a podestylky (dodané
od UKZUZ). Béhem semestru byly dokoupeny dali standardy zfady fluorochinolonovych
antibiotik, které byly aplikovany do pidy a néasledné¢ extrahovany pomoci optimalizovaného
postupu. Byla vytvofena a optimalizovdna nova LC-MS metoda.

3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1 Rozpoustédla

— Milli-Q voda

— Voda pro LC/MS, filtrované na 0,2 um; VWR Chemicals BDH

— Acetonitril ¢istoty min. 99,9 % pro HPLC, Chromasolv, Sigma Aldrich (Némecko)
— Methanol ¢istoty min. 99,9 % pro HPLC, Chromasolv, Sigma Aldrich (Némecko)

3.1.2 Kyseliny
— Kyselina mravenci ¢istoty min. 98 %, Sigma Aldrich (Némecko)

— Kyselina octova ¢istoty min. 99,8 %, Sigma Aldrich (Némecko)

3.1.3 Soli

— Sodna sil kyseliny octové €istoty 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)

— Siran sodny bezvody &istoty 99 %, Penta (Praha, CR)

Siran hofecnaty bezvody Cistoty min. 99,5 %, Sigma Aldrich (Némecko)

Siran hofe¢naty bezvody, Lach-Ner (Neratovice, CR)

Dusi¢nan hofe¢naty hexahydrat &istoty min. 99 %, Penta (Praha, CR)

Chlorid sodny cistoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)

Citrat disodny seskvihydrat ¢istoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Citrat trisodny dihydrat ¢istoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina citronova monohyhdrat &istoty min. 99 %, Lach-Ner (Neratovice, CR)
Hydrogenfosforeénan disodny dihydrat ¢istoty min. 99 % pro HPLC, Fluka (Svycarsko)
Chelaton IIT dihydrat Gistoty min 99 %, Lach-Ner (Neratovice, CR)

N 2 2 2
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3.1.4 Sorbenty

—>

—>

DSC-18 SPE; SUPELCO, Sigma Aldrich (Némecko)

PSA SPE; SUPELCO, Sigma Aldrich (Némecko)

3.1.5 Standardy

—>

—>

N
N
5
N

Enrofloxacin, Pharmaceutical Secondary Standard, CRM; Sigma Aldrich (Némecko)
Ciprofloxacin, Pharmaceutical Secondary Standard, CRM; Sigma Aldrich (Némecko)
Norfloxacin Cistoty min. 98 % (TLC), Analytical standard; Sigma Aldrich (Némecko)
Ofloxacin Cistoty min. 99 % (HPLC); Sigma Aldrich (Némecko)

Pefloxacin mesylate dihydrate; Sigma Aldrich (Némecko)

Moxifloxacin Hydrochloride, Pharmaceutical Secondary Standard, CRM; Sigma Aldrich

(Némecko)

3.1.6 Deuterované standardy

_)

_)

Enrofloxacin - ds hydrochloride ¢istoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)
Ciprofloxacin - ds hydrochloride hydrate Cistoty min. 99 %, Sigma Aldrich (Némecko)

3.2 Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

\J

N 2 2 2 2 2 R

Ptistroj pro ptipravu Milli-Q vody Milli-Q Millipore, Academic
Kapalinovy chromatograf UHPLC 1290 Infinity, Agilent Technologies (USA)
o Kolona Luna® Omega Polar C18 Phenomenex, (100 x 2,1 mm; 1,6 um)

Generator dusiku a vzduchu, Peak Scientific — Genius 3045

Hmotnostni spektrometr Bruker Evoq LC-TQ
Analytické vahy Kern 770
Zatizeni pro suSeni dusikem Evaterm, Labicom
Ultrazvukova lazen Teson 4, Tesla
Centrifuga NF 800, Niive
Centrifuga ROTINA 420R, Hettich Zentrifugen
Centrifuga EBA 20, Hettich Zentrifugen
Vortex
Automatické mikropipety
Mikrosttikacky
Plastové zkumavky 50 ml a 15 ml

33



— Stiikackové nylonové filtry 0,22 um, Chromservis

— Stiikacky pro filtrovani, Braun

— B¢&zné laboratorni sklo a pomiicky

3.3 Pouzity software

— Microsoft Office Excel 365
Microsoft Office Word 365

Bruker Daltonics MS Workstation version 8.2.1, Bruker Daltonik GmbH 2017

_)
— Bruker Compass HyStar version 5.1.8.1, Bruker Daltonik GmbH 2019
%
%

TASQ version 2.2.14 1533, Bruker Daltonik GmbH 2018

3.4 Vzorky

Vzorky pidy a podestylek byly dodany od UKZUZ (Usttedniho kontrolniho a zkusebniho

ustavu zemédélského).

3.4.1 Vzorky driibeZzi podestylky pro zjiSténi obsahu enrofloxacinu a ciprofloxacinu

Vzorky driibezi podestylky byly rovhomérné odebrany z chovné haly kvili zjisténi obsahu
enrofloxacinu ve vykalech medikované driibeze, a to pfed zahajenim medikace, 3. den po
medikaci a 7. den po medikaci. Vzorky byly ulozeny do PE pytli, transportovany na fakultu

a ulozeny pii -80°C.

Popis vzorkii podestylek

Vzorky driibezi podestylky se skladaji z papiru, slamy a trusu medikované dribeze. Pro

optimalizaci extrakéniho postupu byla pouZita Cerstva podestylka bez obsahu trusu.

Tabulka 18: Seznam vzorkii podestylek

Oznaceni podestylky Popis Datum sbéru
1 Sldma + trus + papir (naskladnéni kurat) 18.5.2021
2 Slama + trus (3. den medikace) 21.5.2021
3 Slama + trus + papir (7 dni od zacatku medikace) | 25.5.2021
4 Slama + trus + papir (7 dni od zacatku medikace) | 25.5.2021
5 Slama + trus (7 dni od zac¢4tku medikace) 25.5.2021
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3.4.2 Vzorky pudy pro zjiSténi obsahu enrofloxacinu a ciprofloxacinu

Dribezi podestylka byla na pokusnou plochu ru¢né aplikovana. Vysledna aplikace Cinila 0,98
kg drlibezi podestylky na 1 m?. Pokusné poli¢ko bylo rozdéleno na dvé ¢asti. Na jednu &ast byla
aplikovana podestylka obohacend o enrofloxacin (davka 30 mg na m? piidy), na druhou byla
aplikovana podestylka bez dodatecného obohaceni enrofloxacinem. Pfed samotnou aplikaci
byla podestylka v maximalni mozné mife homogenizovana, zprvu rucné, poté v michaci. Po
homogenizaci bylo navazeno ptesné mnozstvi podestylky a ziedéno deionizovanou vodou tak,
aby byla umoznéna rovnomérna aplikace na ptdu.

Pidni vzorky pro stanoveni enrofloxacinu a ciprofloxacinu byly odebrany pted aplikaci,
v den aplikace, tyden po aplikaci, za dva tydny po aplikaci podestylky a dale pravidelné v
¢trnéctidennich intervalech. K odbéru vzorkl slouzil Edelmaniiv vrtak. Na misté byl proveden
prosev na Smm sité. Takto upraveny vzorek byl vlozen do PE sacku a v chladicim boxu
transportovan na fakultu, kde byl zamraZen na -80 °C.

Pro sledovani meteorologickych podminek slouzila automaticka meteostanice v Chrlicich.
Podle udajt z této stanice Cinilo rozpéti teplot od zahajeni (20. 5. 2021) do ukonceni pokusu
(7. 10.2021) 0,1 — 34,6 °C. Srazkové¢ Ghrny ¢inily od 12,2 mm (fijen) po 131,5 mm (srpnu).

Tabulka 19: Viastnosti piidy ¢. 1

Obsah [mg/kg]

Oznaceni | Misto o 1 pH o o
piidy odbéru Padni druh (CaCly) Ciot [%] Niot [%0] P K Mg | Ca
1 Bmo | Fluvizemé 7,1 1,83 0,19 161 | 315 | 336 | 6106

Tabulka 20: Obsahy rizikovych prvkii v piideé ¢. 1

Celkovy obsah prvki v pidé [mg/kg susiny]

Prvek As | Be | Cd | Co | Cr | Cu | Ni | Pb \Y% Zn | Hg
Chrlice 13,6 | 125043 ] 16,1 | 67.4 302455 31 [527] 113 | 0.14
3'(‘)’1"3l;°d°by monitoring | o ¢4 | 0941023 | 11,5 (359 | 19,5 | 23.6 | 25.1 | 40,6 | 70.5 | 0,07

Popis vzorki pudy ¢. 1

Jde o piidu stfedni zrnitosti s neutralnim pH a vysokymi obsahy zivin. V ptud¢ byly stanoveny
celkové obsahy uhliku a dusiku. Na zakladé¢ jejich hodnot se jedna o ornou pidu. Pomér C:N
je optimalni (Tabulka 19). Byly stanoveny celkové obsahy prvki pomoci lu¢avky kralovské
(Tabulka 20). Vzorek této pidy bez obsahu sledovanych 1é¢iv (enrofloxacinu a ciprofloxacinu)
byl pouzit pro vybér vhodného extrakéniho postupu a jeho naslednou optimalizaci.
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Tabulka 21: Seznam vzorkii pudy ¢. 1

CISIOO VZ?rku Cas [dny] | Datum odbéru | Jméno vzorku Popis vzorku
pudy ¢.1

1 0 20.5.2021 20/05/2021-P | Pida pted zalozenim pokusu

2 0 20.5.2021 ]20/05/2021-PAO| O = po aplikaci, natural

3 0 20.5.2021 ]20/05/2021-PAE | E = po aplikaci, obohaceno

4 7 27.5.2021 ]27/05/2021-PAO Tyden po aplikaci

5 7 27.5.2021 |27/05/2021-PAE Tyden po aplikaci

6 14 3.6.2021 ]03/06/2021-PAO 2 tydny po aplikaci

7 14 3.6.2021 03/06/2021-PAE 2 tydny po aplikaci

8 28 17.6.2021 |17/06/2021-PAO 4 tydny po aplikaci

9 28 17.6.2021 |17/06/2021-PAE 4 tydny po aplikaci
10 42 1.7.2021 1/07/2021-PAO 6 tydnt po aplikaci
11 42 1.7.2021 1/07/2021-PAE 6 tydnt po aplikaci
12 56 15.7.2021 |[15/07/2021-PAO 8 tydni po aplikaci
13 56 15.7.2021 | 15/07/2021-PAE 8 tydnti po aplikaci
14 70 29.7.2021 ]29/07/2021-PAO 10 tydnt po aplikaci
15 70 29.7.2021 ]29/07/2021-PAE 10tydnt po aplikaci
16 84 12.8.2021 |12/08/2021-PAO 12 tydnt po aplikaci
17 84 12.8.2021 |12/08/2021-PAE 12tydnti po aplikaci
18 101 26.8.2021 ]26/08/2021-PAO 14 tydnt po aplikaci
19 101 26.8.2021 |26/08/2021-PAE 14 tydnti po aplikaci
20 115 9.9.2021 ]09/09/2021-PAO 16 tydnt po aplikaci
21 115 9.9.2021 09/09/2021-PAE 16 tydnti po aplikaci

3.5 Priprava zasobnich a kalibraé¢nich roztoku

3.5.1 Priprava zasobnich roztoki standardu

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na 4 desetinnd mista navazeno 10 mg jednotlivych
standardt 1éCiv. Navazka byla kvantitativné pfevedena do odmérné baikky o objemu 10 ml
a nasledné doplnéna po rysku smési acetonitrilu a 0,1% kyseliny mravenci ve vodé pro UPLC
(v poméru 20:80). Celkem bylo pfipraveno 6 zasobnich roztokl s vyslednou koncentraci
1 mg/ml.

Piiprava smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu

Do odmérné baiiky o objemu 10 ml bylo mikrostiikackou pipetovano 100 ul roztoku standardu
o koncentraci 1 mg/ml (v odmérné bance bylo pted doplnénim celkem 200 pl, protoze jde o 2
1é¢iva). Odmeérna banka byla doplnéna po rysku vodou pro UPLC. Byl pfipraven jeden smésny
standard s vyslednou koncentraci jednotlivych 1é¢iv 10 pg/ml.

Piiprava smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu pro obohaceni piidy

Do odmérné banky o objemu 25 ml bylo pipetovano 2,5 ml roztoku smésného standardu
o koncentraci 10 pg/ml. Odmérna baiika byla doplnéna po rysku methanolem. Byl pfipraven
smésny standard pro obohaceni plidy s vyslednou koncentraci jednotlivych 1é¢iv 1 pg/ml.
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Piiprava smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu pro obohaceni podestylky

Do odmérné baiiky o objemu 10 ml bylo mikrostiika¢kou pipetovano 250 ul roztoku standardu
o koncentraci 1 mg/ml (v odmérné bance bylo pted doplnénim celkem 500 pl, protoze jde o 2
1é¢iva). Odmérna banka byla doplnéna po rysku methanolem. Byl pfipraven smésny standard
pro obohaceni podestylky s vyslednou koncentraci jednotlivych 1é¢iv 25 pg/ml.

Piiprava smésného standardu ciprofloxacinu, enrofloxacinu, pefloxacinu, norfloxacinu,
ofloxacinu a moxifloxacinu

Do odmérné baiiky o objemu 10 ml bylo mikrostiika¢kou pipetovano 100 ul roztoku standardu
o koncentraci 1 mg/ml (v odmérné bance bylo pted doplnénim celkem 600 pl, protoze jde o 6
1é¢iv). Odmérna barika byla doplnéna po rysku vodou pro UPLC. Byl pfipraven jeden smésny
standard s vyslednou koncentraci jednotlivych 1éciv 10 ug/ml.

Piiprava smésného standardu ciprofloxacinu, enrofloxacinu, pefloxacinu, norfloxacinu,
ofloxacinu a moxifloxacinu pro obohaceni pidy

Do odmérné banky o objemu 25 ml bylo pipetovano 2,5 ml roztoku smésného standardu
o koncentraci 10 pg/ml. Odmérna banka byla doplnéna po rysku methanolem. Byl piipraven
smésny standard pro obohaceni plidy s vyslednou koncentraci jednotlivych 1é¢iv 1 pg/ml.

3.5.2 Priprava kalibra¢nich roztoki

Priiprava kalibracni Fady ciprofloxacinu a enrofloxacinu

Byly pfipraveny smésné kalibra¢ni roztoky o koncentracich jednotlivych 1éciv 10, 15, 20, 25,
50, 75, 100, 200, 250, 300 a 500 ng/ml. Dale byly ptfipraveny také roztoky pro kontrolu kvality
(QC body) o koncentracich jednotlivych 1é¢iv 30, 50 a 150 ng/ml. Celkové tedy kalibra¢ni fada
obsahuje 14 bodd. Vsechny kalibra¢ni body byly pfipraveny do smési acetonitrilu a 0,1%
kyseliny mravenci ve vodé pro UPLC (v poméru 5:95). Ptiprava je znadzornéna v Tabulce 23.
Ke kazdému kalibra¢nimu roztoku byl pfidan IS (vnitini standard) obsahujici deuterovana
1é¢iva ciprofloxacin a enrofloxacin tak, ze vysledna koncentrace jednotlivych 1é¢iv byla 100
ng/ml.

Pro ptipravu roztokl o koncentracich jednotlivych 1é€iv 10, 15, 20, 25, 50 a 75 ng/ml byly
pfipraveny zdsobni roztoky o koncentracich jednotlivych 1é¢iv 100, 150, 200, 250, 500
a 750 ng/ml fedénim smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu o koncentraci
jednotlivych 1é¢iv 10 pg/ml. VSechny zasobni roztoky byly pfipraveny do smési acetonitrilu
a 0,1% kyseliny mravenc¢i ve vod¢ pro UPLC (v poméru 5:95). Jejich piiprava je znazornéna
v Tabulce 22.
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Tabulka 22: Priprava zasobnich roztokii pro pripravu kalibracnich bodii ciprofloxacinu
a enrofloxacinu

Koncentrace [ng/ml] | Objem standardu o koncentraci 10 pg/ml [ul] | Objem smési [ul]
100 10 990
150 15 985
200 20 980
250 25 975
300 30 970
500 50 950
750 75 925

Tabulka 23: Priprava kalibracni Fady ciprofloxacinu a enrofloxacinu

Oznaceni bodu | ¢ [ng/ml] Zpusob piipravy Objem smési [ul]
Kalibrace 10 10x poifedén zasobni roztok 100 ng/ml 900
Kalibrace 15 10x poifedén zasobni roztok 150 ng/ml 900
Kalibrace 20 10x pofedén zasobni roztok 200 ng/ml 900
Kalibrace 25 10x pofedén zasobni roztok 250 ng/ml 900
QC 30 10x potedén zasobni roztok 300 ng/ml 900
Kalibrace 50 10x potfedén zasobni roztok 500 ng/ml 900
QC 50 10x potedén zasobni roztok 500 ng/ml 900
Kalibrace 75 10x potedén zasobni roztok 750 ng/ml 900
Oznaceni bodu | ¢ [ng/ml] | Objem standardu o koncentraci 10 pg/ml [pl] | Objem smési [pl]
Kalibrace 100 10 990
QC 150 15 985
Kalibrace 200 20 980
Kalibrace 250 25 975
Kalibrace 300 30 970
Kalibrace 500 50 950

Piiprava kalibracni Fady ciprofloxacinu, enrofloxacinu, pefloxacinu, norfloxacinu,
ofloxacinu a moxifloxacinu

Byly pfipraveny smésné kalibra¢ni roztoky o koncentracich jednotlivych 1é¢iv 10, 15, 20, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250, 300 a 500 ng/ml. Dale byly ptipraveny také roztoky pro kontrolu
kvality (QC body) o koncentracich jednotlivych 1é¢iv 30 a 50 ng/ml. Celkové tedy kalibraéni
fada obsahuje 14 bodl. Vsechny kalibra¢ni body byly pfipraveny do smési acetonitrilu a 0,1%
kyseliny mravenc¢i ve vod¢ pro UPLC (v poméru 5:95). Piiprava je zndzornéna v Tabulce 25.
Ke kazdému kalibracnimu roztoku byl pfidan IS obsahujici deuterovana léciva ciprofloxacin
a enrofloxacin tak, Ze vysledna koncentrace jednotlivych 1é¢iv byla 100 ng/ml.

Pro ptipravu roztokl o koncentracich jednotlivych 1éciv 10, 15, 20, 25, 50 a 75 ng/ml byly
pripraveny zasobni roztoky o koncentracich jednotlivych Iéc¢iv 100, 150, 200, 250, 500
a 750 ng/ml fedénim smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu o koncentraci
jednotlivych 1é¢iv 10 pg/ml. VSechny zasobni roztoky byly pfipraveny do smési acetonitrilu
a 0,1% kyseliny mravenc¢i ve vodé pro UPLC (v poméru 5:95). Jejich ptiprava je znazornéna
v Tabulce 24.
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Tabulka 24: Priprava zasobnich roztokii pro pripravu kalibracnich bodu ciprofloxacinu,
enrofloxacinu, pefloxacinu, norfloxacinu, ofloxacinu a moxifloxacinu

Koncentrace [ng/ml] | Objem standardu o koncentraci 10 pg/ml [pl] | Objem smési [pul]
100 10 990
150 15 985
200 20 980
250 25 975
300 30 970
500 50 950
750 75 925

Tabulka 25: Priprava kalibracni fady ciprofloxacinu, enrofloxacinu, pefloxacinu,
norfloxacinu, ofloxacinu a moxifloxacinu

Oznaceni bodu | ¢ [ng/ml] Zpusob piipravy Objem smési [ul]
Kalibrace 10 10x potedén zasobni roztok 100 ng/ml 900
Kalibrace 15 10x poiedén zasobni roztok 150 ng/ml 900
Kalibrace 20 10x poifedén zasobni roztok 200 ng/ml 900
Kalibrace 25 10x poifedén zasobni roztok 250 ng/ml 900
QC 30 10x potedén zasobni roztok 300 ng/ml 900
Kalibrace 50 10x pofedén zasobni roztok 500 ng/ml 900
QC 50 10x potedén zasobni roztok 500 ng/ml 900
Kalibrace 75 10x pofedén zasobni roztok 750 ng/ml 900
Oznaceni bodu | ¢ [ng/ml] | Objem standardu o koncentraci 10 pg/ml [pl] | Objem smési [pl]
Kalibrace 100 10 990
Kalibrace 150 15 985
Kalibrace 200 20 980
Kalibrace 250 25 975
Kalibrace 300 30 970
Kalibrace 500 50 950

3.5.3 Priprava pufru

Piiprava Mcllvainova pufiru o pH 2,6

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 2,6 byly nejprve pfipraveny roztoky 0,1M kyseliny
citronové a 0,2M hydrogenfosfore¢nanu disodného.

Bylo navazeno 10,507 g kyseliny citronové monohydratu. Navéazka byla kvantitativné
pfevedena do odmérné batiky o objemu 500 ml a doplnéna po rysku Milli-Q vodou.

Dale bylo navdzeno 7,1196 g hydrogenfosfore¢nanu disodného dihydratu. Navazka byla
kvantitativné pievedena do odmérné bailkky o objemu 200 ml a doplnéna po rysku Milli-Q
vodou.

Pufr byl pfipraven smichdnim 445,5 ml 0,1M kyseliny citronové a 54,5 0,2M
hydrogenfosfore¢nanu disodného ve vysledném objemu 500 ml. Hodnota pH byla ovéfena
pomoci pH metru. Byla dosazena hodnota pH 2,6 + 0,1
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Piiprava Mcllvainova pufru o pH 4,0

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 4,0 byly nejprve piipraveny roztoky 0,1M kyseliny
citronové a 0,2M hydrogenfosfore¢nanu disodného.

Bylo navazeno 10,507 g kyseliny citronové monohydratu. Navazka byla kvantitativné
pfevedena do odmérné batiky o objemu 500 ml a doplnéna po rysku Milli-Q vodou.

Dale bylo navazeno 7,1196 g hydrogenfosfore¢nanu disodného dihydratu. Navazka byla
kvantitativné pievedena do odmérné bailkky o objemu 200 ml a doplnéna po rysku Milli-Q
vodou.

Pufr byl pfipraven smichanim 307,25 ml 0,IM kyseliny citronové a 192,75 0,2M
hydrogenfosfore¢nanu disodného ve vysledném objemu 500 ml. Hodnota pH byla ovéfena
pomoci pH metru. Byla dosazena hodnota pH 4,0 + 0,1

Priprava Mcllvainova pufiru o pH 6,0

Pro ptipravu Mcllvainova pufru o pH 6,0 byly nejprve pfipraveny roztoky 0,1M kyseliny
citronové a 0,2M hydrogenfosfore¢nanu disodného.

Bylo navéazeno 10,507 g kyseliny citronové monohydratu. Navazka byla kvantitativné
prevedena do odmérné baniky o objemu 500 ml a doplnéna po rysku Milli-Q vodou.

Dale bylo navdzeno 7,1196 g hydrogenfosfore¢nanu disodného dihydratu. Navéazka byla
kvantitativné pievedena do odmérné baiikky o objemu 200 ml a doplnéna po rysku Milli-Q
vodou.

Pufr byl pfipraven smichdnim 184,25 ml 0,IM kyseliny citronové a 315,75 0,2M
hydrogenfosfore¢nanu disodného ve vysledném objemu 500 ml. Hodnota pH byla ovéiena
pomoci pH metru. Byla dosazena hodnota pH 6,0 + 0,1

3.6 Vybér vhodného extrakéniho postupu

Pro vybér vhodného extrakéniho postupu byly vybrany 3 rizné publikace, podle kterych byl
pfevzat postup a aplikovan na vzorek pudy (ptida ¢.1) obohacené 1é¢ivy. Vzdy byl navdzen 1 g
pudy €. 1 (vlastnosti v Tabulce 19) do plastové zkumavky o objemu 50 ml. Navazena pida byla
obohacena 1 ml smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu v methanolu o koncentraci
jednotlivych lé¢iv 1 pg/ml. Zkumavky byly ponechany oteviené pies noc, aby doslo k odpateni
methanolu. Pida tak obsahovala 1 pg od kazdého 1é¢iva. Kazdy experiment byl opakovan
tiikrat. Vzorky byly analyzovany pomoci jiz optimalizované metody na LC-MS.
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Tabulka 26.: Postupy QuEChERS extrakci prevzaté z publikaci a aplikované na vzorky pudy

Oznaceni 1 2 3
Matrlc.e . Praseci kejda Odpadni voda z nemocnice Zemedelska pada
v publikaci
Postup — Bylo pfidano 10 ml Mcllvainova | - Bylo pfidano 10 ml vody pro HPLC a)
pufru o pH 4 — Bylo ptidano 0,372 g EDTA, protiepano | = Bylo pfidano 5 ml 0,1M EDTA, vortex 30 s
— Bylo pfidéno 0,4054 g EDTA, kvtli rozpusténi EDTA 1 min — Bylo pfiddno 6 ml acetonitrilu s 1 % kyseliny
protfepano kvuli rozpusténi EDTA | —» Bylo pfidano 8 ml acetonitrilu a 2 ml octoveé, rucni tiepani 5 min
— Bylo pfidano 7,5 ml acetonitrilu methanolu, vortex 1 min — Byla pfidéna separacni stil: 6 g Na;SOs+ 1,5 g
a2,5ml methanolu, vortex 1 min, | — Byla pfiddna separacni stl: 1 g NaCl + octanu sodného, vortex 30 s
ultrazvuk 15 min 4 ¢ MgSO4 + 1 g citronanu trisodného | b)
— Byla ptfidéana separacni sal: 1 g NaCl (dihydrat) + 0,5 g citronanu disodné¢ho | - Bylo pfidano 5 ml Mcllvainova pufru o pH 2,6,
+ 4 g MgSOs, rucni tiepani 2 min (seskvihydrat), rucni tfepani 5 min, vortex 30 s
— Odstiedéno pii 4500 rpm, 10 min vortex 2 min — Byla pfidano 6 ml acetonitrilu, ru¢ni tiepani 5
— Odebrano 8 ml organické faze pro | = Odstfedéno pii 4500 rpm, 10 min — min
disperzni SPE (dSPE) — Odebrano 8 ml organické faze pro | — Byla pfidana separacni stl: 6 g Na>SO., vortex
— dSPE: do 15 ml plastové zkumavky disperzni SPE (dSPE) 30s
navazeno 320 mg PSA, 160 mg C18 | - dSPE: do 15 ml plastové zkumavky | — Odstiedéno pfi 4500 rpm, 10 min
a 1,8 mg NaxSO4 navazeno 150 mg PSA a450 mg Na>SO4 | — Odebrany 4 ml organické faze pro disperzni
— 8 ml organické faze pfidano do | > 8 ml organické faze piridano do SPE (dSPE)
zkumavky se sorbenty, vortex 1 min zkumavky se sorbenty, vortex 1 min — dSPE: do 15 ml plastové zkumavky navazeno
— Odstfedéno pti 5000 rpm, 10 min — Odstfedéno pti 5000 rpm, 10 min 50 mg PSA, 150 mg C18 a 900 mg Na>SO4
— 6 ml supernatantu pievedeno do | — 6 ml supernatantu pievedeno do | — 4 ml organické faze pfidany do zkumavky se
sklenéné 10 ml vialky, odpatfeno pod sklenéné 10 ml vialky, odpafeno pod sorbenty, vortex 30 s
dusikem na 0,2 ml dusikem na 0,2 ml — Odsttedéno pii 5000 rpm, 10 min
— Pfidano 0,8 ml rozpoustédla (0,1 % | — Pfidano 0,8 ml rozpoustédla (0,1 % | — 3 ml supernatantu pievedeno do sklenéné 10 ml
HCOOH ve vodé¢ a ACN 95:5), HCOOH ve vodé a ACN 95:5), pfidan vialky, odpateno pod dusikem na 0,2 ml
pfidan IS (vysledna koncentrace IS IS (vysledna koncentrace IS kazdého | — Pyidano 0,8 ml rozpoustédla (0,1 % HCOOH ve
kazdého 1é¢iva 100 ng/ml) lé¢iva 100 ng/ml) vodé a ACN 95:5), pfidan IS (vysledna
— Prefiltrovano ptes stiikackovy filtr | » Prefiltrovano pies stiikackovy filtr do koncentrace IS kazdého 1é¢iva 100 ng/ml)
do 2 ml sklenéné vialky 2 ml sklenéné vialky — Prefiltrovano pfes stfikackovy filtr do 2 ml
sklenéné vialky
Publikace [77] [78] [76]
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3.7 Optimalizace parametru vybraného extrakéniho postupu

Po analyze vSech vzorkl z kapitoly 3.6 byl vybran postup s nejlepsi vytéZznosti extrakce. Jako
nejvhodnéjsi byl vybran postup oznacen Cislem 1 (detailni popis extrakce a odkaz na publikaci
je uveden v Tabulce 26). Byly optimalizovany nasledujici parametry: ptitomnost EDTA,
sloZzeni vodné faze, sloZeni organické faze, doba plsobeni ultrazvuku, sloZzeni smési soli pro
separaci fazi, doba rucniho tfepani a slozeni smési sorbentii pro dSPE (seznam uveden
v Tabulce 27). Vidy byl zménén 1 parametr, jinak byl dodrZzen postup v Tabulce 26
(schématické zndzornéni postupu je na Obrazku 12. Vzdy byl navazen 1 g pudy €. 1 (vlastnosti
v Tabulce 19) do plastové zkumavky o objemu 50 ml. Navazena ptida byla obohacena 0,5 ml
smésného standardu ciprofloxacinu a enrofloxacinu v methanolu o koncentraci jednotlivych
1é¢iv 1 pg/ml. Zkumavky byly ponechany oteviené pies noc, aby doslo k odpafeni methanolu.
Puda tak obsahovala 500 ng od kazdého 1é¢iva. Kazdy experiment byl opakovan trikrat. Vzorky
byly analyzovany pomoci jiz optimalizované metody na LC-MS.

Tabulka 27: Seznam optimalizovanych parametri a zpusob provedeni

Cislo Parametr Provedeni Oznaceni
parametru

1 Ptitomnost EDTA Bez 13 f itomnos’ti la
S pfitomnosti 1b
Voda 2a
o Pufr pH 4,0 2b
2 Vodnd fize 0,1% HCOOH ve vod& 2¢
Pufr pH 6,0 2d
MeOH 3a
ACN 3b
3 Organicka faze ACN/MeOH (1:1) 3c
ACN/MeOH (9:1) 3d
ACN/MeOH (37,5:12,5) 3e
5 min 4a
4 Doba ptisobeni ultrazvuku 10 min 4b
15 min 4c
4 g MgS0,4 + 1 g NaCl Sa
3gMgSOs+1gNaCl+1g st

5 SloZeni smési soli Mg(NO: ),
2gMgSOs+1gNaCl+2g 5c

Mg(NO:3),
4 ¢ MgSO4 + 1 g Mg(NOs), 5d
1 min 6a
T 2 min 6b
6 Doba ruc¢niho tfepani S min 60
10 min 6d
400 mg PSA 7a
. . 400 mg C18 7b
7 dSPE, slozeni sorbentt 320 mg PSA + 160 mg CI8 e
200 mg PSA +200 mg C18 7d
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Navazeni vzorku
do plastové 50ml
zkumavky

Odstfedéni

Ptidavek organické faze
(parametr ¢. 3), ultrazvuk
(parametr ¢. 4)

Ptidavek EDTA
(parametr ¢. 1)

Pridavek vodné faze
(parametr ¢. 2)

Pridavek smési soli
(parametr €. 5), rucni
ttepani (parametr €. 6)

Rozpusténi v 0,1% HCOOH
ve vodé a ACN (95:5),
pridavek IS, prefiltrovani

Odbér organické faze, dSPE
(parametr ¢. 7), odsttedéni

Odpateni
pod dusikem

Obrazek 12: Schéma postupu extrakce a vyznaceni optimalizovanych parametrii
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Po provedeni a vyhodnoceni v§ech experimentt byly vybrany nejvice vyhovujici parametry
a sestaven optimalizovany postup QuEChERS.

Optimalizovany postup QuEChERS extrakce

Bylo ptidano 10 ml Mcllvainova pufru o pH 4

Bylo ptidano 0,4054 g EDTA, protiepano kvili rozpusténi EDTA

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

Byla pfiddna separacni stl: 1 g NaCl + 4 g MgSOs, ruéni tiepani 2 min

Odstfedéno pii 4500 rpm, 10 min

Odebrano 8 ml organické faze pro disperzni SPE (dSPE)

dSPE: do 15 ml plastové zkumavky navazeno 320 mg PSA, 160 mg C18 a 1,8 mg Na2SO4
8 ml organické faze ptidano do zkumavky se sorbenty, vortex 1 min

Odsttedeéno pti 5000 rpm, 10 min

6 ml supernatantu pievedeno do sklenéné 10 ml vialky, odpafeno pod dusikem na 0,2 ml
Ptidano 0,8 ml rozpoustédla (0,1 % HCOOH ve vodé a ACN 95:5), ptidan IS (vysledna
koncentrace IS kazdého 1é¢iva 100 ng/ml)

V ptipadé koncentrované¢ho vzorku byl ptrecistény extrakt nafedén dle rozsahu kalibracni
zavislosti smési 0,1 % HCOOH ve vodé a ACN 95:5, ptidan IS (vyslednd koncentrace IS
kazdého 1é¢iva 100 ng/ml)

— Pfefiltrovéano ptes stiikackovy filtr do 2 ml sklenéné vialky

N N N A 2 2 2R

\J

Optimalizovany extrakéni postup byl aplikovan na vzorky cisté pudy ¢.1 s obohacenim na 3
koncentracnich urovnich. Vzdy byl navazen 1 g piidy do plastové zkumavky o objemu 50 ml.
Navazena puda byla obohacena 0, 0,15, 0,25 a 0,5 ml smésného standardu ciprofloxacinu
a enrofloxacinu v methanolu o koncentraci jednotlivych 1é¢iv 1 ug/ml. Zkumavky byly
ponechany oteviené pies noc, aby doslo k odpaieni methanolu. Piida tak obsahovala 0, 150,
250 a 500 ng od kazdého 1éCiva (seznam v Tabulce 28). Kazdy experiment byl opakovan ttikrat.
Vzorky byly analyzovany pomoci jiz optimalizované metody na LC-MS.

Optimalizovany extrakéni postup byl také aplikovan na ¢istou podestylku s obohacenim na
2 koncentra¢nich trovnich. Vzdy byl navdzen 1 g podestylky do plastové zkumavky o objemu
50 ml. NavaZzena podestylka byla obohacena 0, 0,2 a I ml smésného standardu ciprofloxacinu
a enrofloxacinu v methanolu o koncentraci jednotlivych 1é¢iv 25 pg/ml. Zkumavky byly
ponechany oteviené pies noc, aby doslo k odpafeni methanolu. Podestylka tak obsahovala 0, 5
a 25 ug od kazdého 1éciva (seznam v Tabulce 28). Kazdy experiment byl opakovan trikrat.
Vzorky byly analyzovany pomoci jiz optimalizované metody na LC-MS.

Tabulka 28: Koncentracni hladiny obohacenych vzorkii pudy a podestylky

Matrice Pridavek smési 1é¢iv Oznaceni
Puda 0 ng PO
Pida 150 ng P150
Puda 250 ng P250
Pida 500 ng P500
Podestylka 0ug PODO
Podestylka Sug PODS5
Podestylka 25 ug POD25
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3.8 Aplikace optimalizovaného postupu na vzorky pudy a podestylek

Vzorky podestylek a vzorky pidy s obsahem podestylky byly dodany od UKZUZ. Seznamy
vzorkd podestylek a pludy jsou uvedeny v Tabulce 18 a Tabulce 21. Na vSechny vzorky byl
aplikovan optimalizovany extrakéni postup, ktery je podrobné popsan na str.44. Vzdy byl
navazen piiblizné 1 g vzorku a zaznamenana piesnd hmotnost. Pro kazdy vzorek byly
provedeny 3 opakovani.

Obrazek 14: Vzorky pudy po provedeni QuEChERS extrakce, oddeleni vodne a organické faze
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Obrazek 16: Vzorky podestylek po provedeni QuEChERS extrakce, oddéleni vodné
a organické faze
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3.9 Stanoveni obsahu ciprofloxacinu a enrofloxacinu v pidé a podestylkach

Jako vhodna analytickd metoda pro stanoveni ciprofloxacinu a enrofloxacinu v piadé
a podestylce byla zvolena UPLC-ESI-TQ. Pouzity kapalinovy chromatograf s hmotnostnim
spektrometrem je na Obrdzku 17. Byla pouzita jiz zavedend optimalizovand metoda, jejiz
parametry jsou uvedeny v Tabulce 29 — v Tabulce 31.

Obrazek 17: Pouzity kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity s hmotnostnim
spektrometrem Bruker EVOQ LC-TQ

Tabulka 29: Nastaveni parametrii kapalinového chromatografu

Objem nastiiku Sul
Priitok mobilni faze 0,35 ml/min
Teplota kolony 30 °C

A:0,1% HCOOH ve vodé
B: Acetonitril

Slozeni mobilni faze

t [min] B [%]
0 5
0,5 5
Gradient mobilni faze 8,0 40
8,2 100
8,9 5
9,9 5
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Tabulka 30: Nastaveni parametru hmotnostniho spektrometru

Iontovy zdroj Elektrosprej (HESI)
Napéti elektrospreje 4500 V
Maodd ionizace (polarita) Pozitivni (ESI+)
Pritok pomocného plynu 20 a. u.
Teplota pomocného plynu 350 °C
Pritok suSiciho plynu 50 a. u.
Teplota suSiciho plynu 300 °C
ZmlzZovaci plyn 50 a. u.
Aktivni odtah ON
ReZim scanu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr

Tabulka 31: MRM prechody pro ciprofloxacin, enrofloxacin a deuterované standardy

. Retenéni Prekurzorovy | Produktovy | Kolizni energie
Prechod « . . .
¢as [min] ion (m/z) ion (m/z) [eV]
Ciprofloxacin Kvan‘Fita‘Fivni 5,0 3324 288 10
Kvalitativni 5,0 332,4 245 20
Enrofloxacin Kvan‘FitaFivni 5,5 360,4 316 10
Kwvalitativni 5,5 3604 245 20
Ciprofloxacin Kvantitativni 5,0 340,4 322,1 15
Deut. Kvalitativni 5,0 340,4 296,1 15
Enrofloxacin Kvantitativni 5,5 365.4 3213 10
Deut. Kwvalitativni 5,5 3654 3474 10

3.10 Aplikace optimalizovaného postupu na skupinu fluorochinoloni v pidé

Béhem semestru byly dokoupeny dalsi standardy fluorochinolonovych antibiotik. Celkem tedy
Slo o 6 1éCiv: ciprofloxacin, enrofloxacin, pefloxacin, norfloxacin, ofloxacin a moxifloxacin.
Tti piidy s riznymi parametry byly obohaceny smésnym standardem obsahujicim vSech 6 1éc¢iv.
Cilem tohoto experimentu bylo porovnat a ovéfit, zda a v jaké mife se t€innost extrakce 1isi
mezi riznymi pidami s riznymi vlastnostmi (vlastnosti a popis pidy €. 1 jsou uvedeny v
Tabulce 19 a Tabulce 20, vlastnosti pud €. 2 a 3 jsou uvedeny v Tabulce 32 a Tabulce 33). Na
vSechny vzorky byl aplikovan optimalizovany extrakéni postup, ktery je podrobné popsan na
str. 44. Vzdy byl navazen 1 g pidy do plastové zkumavky o objemu 50 ml. Navazena ptda byla
obohacena 0,5 ml smésného standardu ciprofloxacinu, enrofloxacinu, pefloxacinu,
norfloxacinu, ofloxacinu a moxifloxacinu v methanolu o koncentraci jednotlivych léciv
1 pg/ml. Zkumavky byly ponechény oteviené ptes noc, aby doslo k odpafeni methanolu. Pida
tak obsahovala 500 ng od kazdého 1éCiva.
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Tabulka 32: Popis pud ¢. 2 a 3

Oi)nﬁadé;ni Misto odbéru l:il;?llllll Pidni typ P[f;:]k P[l;;)c]h [',f/i:]
2 Jablonec nad | ki eme Hlina 8% | 43% | 9%
Nisou
3 Ostrava Luvizeme | PACROVEAIIOVI | g o0 q40, | 159
ma
Tabulka 33: Vlastnosti a parametry pud ¢. 2 a 3
Obsah [mg/kg]

Oi)l:ia;yem (I—I;E)) (cgglz) &iﬁ?;ﬁj E%] F’Z]t P K Mg Caf Na
2 6,300 5,500 7,0864 4,12 1,57 | 853,51 1,57 130,7 (99,7 0,58
3 5,825 5,25 2,3736 1,38 3,28 | 572,0(3,28]15,7] 66,1 (0,29

3.11 Stanoveni fluorochinolont v ptidé — optimalizace metody LC-MS

Jako vhodna analytickd metoda pro stanoveni fluorochinolont v ptidé¢ byla rovnéz zvolena
UPLC-ESI-TQ. Pouzity kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem je na
Obrazku 17. Metoda byla nejprve optimalizovdna a nésledné pouzita pro méteni. Parametry
optimalizované metody jsou v Tabulce 34 — Tabulce 36.

Tabulka 34: Nastaveni parametrii kapalinového chromatografu

Objem nastiiku 7l
Pritok mobilni faze 0,5 ml/min
Teplota kolony 40 °C

Slozeni mobilni faze

A:0,1% HCOOH ve vodé

B: Acetonitril

Gradient mobilni faze

t [min] B [%]
0,0 20
1,0 20
7,0 30
8,0 20
10,0 90
11,9 90
12,0 20
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Tabulka 35: Nastaveni parametru hmotnostniho spektrometru

Iontovy zdroj Elektrosprej (HESI)
Napéti elektrospreje 3500 V
Mod ionizace (polarita) Pozitivni (ESI+)
Pritok pomocného plynu 20 a. u.
Teplota pomocného plynu 250 °C
Pritok suSiciho plynu 50 a. u.
Teplota suSiciho plynu 300 °C
ZmlzZovaci plyn 60 a. u.
Aktivni odtah ON
ReZim scanu MRM
Tlak kolizniho plynu 1,5 mTorr

Tabulka 36: MRM prechody pro norfloxacin, ofloxacin, pefloxacin, ciprofloxacin,
enrofloxacin, moxifloxacin a deuterované standardy

. Retenéni Prekurzorovy | Produktovy | Kolizni energie
Prechod « . . .
¢as [min] ion (m/z) ion (m/z) [eV]
Norfloxacin Kvan‘Fita‘Fivni 1,21 320,1 276,1 15
Kvalitativni 1,21 320,1 233,0 20
Ofloxacin Kvan‘FitaFivni 1,26 362,2 318,1 15
Kvalitativni 1,26 362,2 261,0 25
Pefloxacin Kvan‘Fita‘Fivni 1,30 334,0 290,1 15
Kvalitativni 1,30 3340 316,0 15
Ciprofloxacin Kvan‘Fita‘Fivni 1,32 3324 314,1 20
Kvalitativni 1,32 3324 288,1 15
Ciprofloxacin | Kvantitativni 1,32 340,4 296,0 15
Deut. Kvalitativni 1,32 340,4 322.0 20
Enrofloxacin Kvan‘Fita‘Fivni 1,70 360,4 316,1 15
Kvalitativni 1,70 360,4 341,9 20
Enrofloxacin Kvantitativni 1,70 365,4 321,1 15
Deut Kvalitativni 1,70 365,4 245,0 20
Moxifloxacin Kvan‘Fita‘Fivni 2,87 402,0 384,1 20
Kvalitativni 2,87 402,0 3583 15
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Kalibrac¢ni zavislost

Pro kvantitativni analyzu danych latek ve vzorcich byly pfipraveny smésné kalibracni roztoky.
Kalibra¢ni fada pro stanovované latky byla vzdy prométena pred kazdym méfenim extrakti.
Dle prométfené kalibrace byly nasledné vyhodnoceny vysledky. Pro vybér a optimalizaci
extrak¢éniho postupu a pro analyzu vzorkl pltidy a podestylky byla pouzita kalibracni fada
obsahujici ciprofloxacin a enrofloxacin. Pro porovnani riznych ptid byla pouzita kalibra¢ni
fada obsahujici ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, ofloxacin, pefloxacin a moxifloxacin.
Kalibra¢ni fady byly pfipraveny vzdy s pfidavkem IS. Kalibra¢ni zavislosti pro jednotlivé
analyty jsou uvedeny v Tabulce 37. Ptiklady grafického znazornéni kalibra¢ni zavislosti jsou
zobrazeny na Obrdzku 18 a Obrazku 19.

Tabulka 37: Kalibracni zavislosti jednotlivych analytii s uvedenym koeficientem determinace

Analyt Kalibrac¢ni zavislost | Rovnice kalibraé¢ni zavislosti R? [-]
Ciprofloxacin linearni 0,0108x +0,1262 0,9981
Enrofloxacin linearni 0,0111x - 0,0039 0,9990
Moxifloxacin linearni 0,0174x - 0,1726 0,9938
Pefloxacin linearni 0,0447x - 0,3391 0,9987
Norfloxacin linearni 0,0415x +0,2998 0,9968
Ofloxacin linearni 0,0980x + 1,3691 0,9974

6 -

5 -

4 u
i y=0.0108x + 0.1262
2 R2=0.9981
g3
<
B
£ , X Kalibra¢ni body

X QC body
1 u
0 T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

¢ [ng/ml]

Obrazek 18: Kalibracni zavislost ciprofloxacinu se zobrazenim QC bodii
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5 4
4 u
y=0.0111x - 0.0039
“ R2=0.999
< 3
<
X Kalibra¢ni body
2 1 X QC body
l 4
O T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

¢ [ng/ml]
Obrazek 19: Kalibracni zavislost enrofloxacinu se zobrazenim QC bodii

Byly stanoveny LLOQ (limity kvantifikace) a LOD (limity detekce) pro jednotlivé kalibracni
zavislosti z Tabulky 37. LLOQ je definovan jako nejnizsi koncentrace analytu, kterd maze byt
ve vzorku zjiSténa s pfesnosti 10 % az 20 % dle méfenych koncentraci. LOD je nejnizsi
koncentrace analytu, kterou lze detekovat.

LLOQ = ¢

kde ¢ je nejnizsi koncentrace daného analytu splitujici podminky pfesnosti uvedené vyse
[86, 87].
LLOQ

LOD = ———
3,3

Tabulka 38: LLOQ a LOD metody pro jednotlivé analyty

Analyt LLOQ [ng/g] LOD [ng/g]
Ciprofloxacin 20 6,1
Enrofloxacin 10 3,0
Moxifloxacin 20 6,1
Pefloxacin 10 3,0
Norfloxacin 20 6,1
Ofloxacin 20 6,1
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4.2 Chromatogramy

Intenzita [-]

Intenzita [-]

3,500,000

3,000,000

2,500,000

NS
[
(=]
(=]
[
(=]
(=]

s El

1,500,000

1,000,000

500,000

16,000,000 -

14,000,000

12,000,000

10,000,000

8,000,000

6,000,000

4,000,000

2,000,000

Enrofloxacin

Ciprofloxacin

)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Retencni ¢as [min]
Obrazek 20: Chromatogram analyzy ciprofloxacinu a enrofloxacinu
Norfloxacin, ofloxacin, pefloxacin
1 Ciprofloxacin
. Enrofloxacin
. Moxifloxacin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Retencéni ¢as [min]

Obrazek 21: Chromatogram analyzy skupiny fluorochinolonii
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4.3 Vybér vhodného extrakéniho postupu

V prvni fadé¢ bylo tfeba vybrat dle dostupné literatury vhodny extrakéni postup pro vzorky piady
a podestylek obsahujici fluorochinolonova antibiotika. JelikoZ bylo dostupnych publikaci velmi
omezené mnozstvi, byly pfevzaty rizné postupy pro riizné matrice a aplikovany na predem
obohacenou pldu, aby byla zjiSténa nejlepsi vytéznost extrakce. Byly vyzkouSeny postupy
uvedené v Tabulce 26. Pro korekci matrice byl k findlnimu vzorku pted filtraci pfidan IS.
Vzorky byly vyhodnoceny v programu TASQ pomoci piipravené externi kalibrace. Vysledky
jsou graficky znazornény na Obrdzku 22 a zobrazeny v Tabulce 39 (Ptiloha €. 1).

60

N
(e
1

v

Primeérna vytéznost [%]
(98]
S
1

B Enrofloxacin

m Ciprofloxacin

[\
(=]
1

L
0]
D

1 2 3a 3b
Oznaceni postupu

Obrazek 22: Grafické zndzornéni vytéznosti v zavislosti na pouzitém postupu

Jako nejvhodnéjsi postup byl vybran postup €.1 (popsan v Tabulce 26), ktery byl v uvedené
publikaci pouzit pro stanoveni 1é¢iv v praseci kejd€. V tomto postupu je jako vodna faze pouzit
Mcllvaintiv pufr o pH 4, coz danym analytim vytvofilo pfiznivé prostfedi pro uvolnéni.
Organickou fazi tvofila smés methanolu a acetonitrilu. Ndpomocné mohlo byt i uziti
ultrazvuku, ktery se v postupech €. 2 a 3 nepouzil. Pro separaci fazi byla pouZzita smés siranu
hote¢natého a chloridu sodného, ktera se bézné¢ vyuziva a je pro separaci nejvhodnéjsi. Pro
¢isténi byla pouzita smés PSA, C18 a siranu sodného.

Co se tyCe postupu €. 2 (popsan v Tabulce 26, v publikaci [78] pouzit pro odpadni vodu
obsahujici 1é¢iva), byla jako vodna faze pouZita €ista voda. Organickou fazi tvofila rovnéZ smés
methanolu a acetonitrilu. Vzorky byly protfepany pouze v ruce, coZ mohlo byt pro uvolnéni
analytli nedostatecné. Pro separaci fazi byla pouzita smés siranu hotecnatého, chloridu sodného
a citratovych soli, coz mohlo vytvofit nepfili§ vyhovujici pH pro dané analyty. Pro ¢isténi byla
precisténi od matrice.
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Postup €. 3 (popsan v Tabulce 26, v publikaci [76] pouzit pro zemé&d¢lskou pidu obsahujici
1é¢iva) byl rozdélen na dvé ¢asti s rozdilem ve vodné a organické fazi a v pouzitych solich pro
separaci. V prvni Casti byla jako vodnad faze pouzita 0,1M EDTA, jako organickd faze
acetonitril okyseleny 1 % kyseliny octové. Separacni sil sestdvala ze smési siranu sodné¢ho
a octanu sodného. V druhé ¢asti byl jako vodna faze pouzit Mcllvaintiv pufr o pH 2,6, ktery byl
vhodnéjsi nez 0,1M EDTA, ale byl méné ucinny Mcllvainiv pufr o pH 4 z postupu ¢.1. Jako
organicka faze byl pouzit Cisty acetonitril a pro separaci fazi byl aplikovan siran sodny. Vzorky
byly vzdy protfepany ru¢né bez pouziti ultrazvuku, coz mohlo opét pfispét k nizsi vytéznosti
extrakce. Pro dSPE byla pouzita smés PSA, C18 a siranu hote¢natého, ale v mensim mnozstvi
nez v postupu €.1, coz mohlo vytéznost extrakce také ovlivnit.

4.4 Optimalizace vybraného extrakéniho postupu

Vybrany extrakéni postup (postup €. 1) byl déle optimalizovan. Seznam optimalizovanych
parametrt je uveden v Tabulce 27. Pro korekci matrice byl k findlnimu vzorku pted filtraci
ptfidan IS. Vzorky byly vyhodnoceny v programu TASQ pomoci pfipravené externi kalibrace.
Optimalizovany extrakéni postup je uveden na str. 44. Hromadné vysledky jsou zobrazeny v
Tabulce 40 (Priloha €. 1).

4.4.1 Optimalizace parametru pridavek EDTA

80 -
Navazka EDTA

70 1 ¢inila 0,4054 g a byla
pfidéna pfimo ke

60 | vzorku.

® Enrofloxacin

D
(e}
1

Primérna vytéznost [%]
N
S
1

B Ciprofloxacin

30 A
20 -
10 4
0
Bez EDTA S EDTA
Pritomnost EDTA

Obrazek 23: Grafické znazorneéni vyteznosti v zavislosti na pritomnosti EDTA
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U fluorochinolont je problematické, ze mohou tvorit komplexy jak s ionty obsazenymi v ptidé,
tak i s hofe¢natymi ionty, které jsou pfitomny po piidani separacni soli (uvedeno v publikaci
[23]). Cilem experimentu bylo porovnat, jak se vytéznost extrakce zméni, kdyz EDTA bude
pritomna a naopak, kdyz ptitomna nebude. EDTA by mé¢la tvotit komplexy s danymi ionty. Na
grafu jde vidét, ze ptitomnost EDTA pfiznive ovlivituje extrakei.

4.4.2 Optimalizace parametru vodna faze
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Obrazek 24: Grafické zndazornéni vyteznosti v zavislosti na sloZzeni vodné faze

Vodna faze, kterd méla nejlepsi vliv na vytéznost extrakce byl Mcllvainiv pufr o pH 4. Toto
pH vytvoftilo pfiznivé podminky pro extrakci analyti z ptdy. Ostatni pouzité vodné faze se
v ucinnosti extrakce piilis nelisily. V ptipadech, kdy nebyl pouzit pufr, mohlo béhem extrakce
dochazet k vykyvim pH, coz mohlo extrakci negativné ovlivnit.
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4.4.3 Optimalizace parametru organicka faze

70 A
60 A
50 A
S
g 40
)
S ® Enrofloxacin
3
)§ 30 4 m Ciprofloxacin
=
°2
a9}
20 A
Neprobehla
separace vodné
10 4 _
a organické
faze.
0
MeOH ACN ACN/MeOH (1:1) ACN/MeOH (9:1) ACN/MeOH (7,5:2,5)

SloZeni organické faze

Obrazek 25: Grafické zndazornéni vyteznosti v zavislosti na slozeni vodné faze
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Pro optimalizaci sloZeni organické faze byla pouzita rozpoustédla methanol a acetonitril, bud’
¢ista, nebo ve smési v rizném poméru. Vysledny objem organické faze vzdy ¢inil 10 ml. Pti
pouziti ¢istého methanolu a po pridavku soli, neprob¢hla vitbec fazova separace. Vysledek byl
tedy nevyhovujici okamzité. Nejvice vyhovujici byla smés pro extrakci byla smés ACN
a MeOH v poméru 7,5 a 2,5. Cisty acetonitril nevytvofil piili§ vyhovujici prostfedi pro analyty
a vyssi 1 niz8i pridavek methanolu nez 2,5 ml do néj rovnéz ne.

4.4.4 Optimalizace parametru doba pusobeni ultrazvuku
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Obrazek 26: Grafické zndazornéni vyteznosti v zavislosti na dobé piisobeni ultrazvuku

Ultrazvuk byl v porovnani s ostatnimi postupy jednoznacné prospivajici. Vzorky byly jeho
plisobeni vystaveny 5, 10 a 15 minut. Vytéznost extrakce dobou plisobeni pfili§ ovlivnéna
nebyla. Finalné bylo ptasobeni ultrazvuku nastaveno na dobu 15 minut, kde vytéznost extrakce
byla nejvyssi. Tato doba piisobeni byla rovnéz pouzita i v publikaci odkud byl postup pievzat.
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4.4.5 Optimalizace parametru sloZeni smési soli
Slozeni smési soli bylo nasledujici:

— a:4 g MgSO4 + 1 g NaCl

— b:3gMgS0s+ 1 gNaCl+ 1 g Mg(NOs)2
— ¢:2 gMgSO4+ 1 g NaCl +2 g Mg(NOs)2
— d: 4 gMgSO4+ 1 g Mg(NO3)2
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Obrazek 27: Grafické znazornéni vyteznosti v zavislosti na slozeni smési soli

Pro separaci fazi byly pouzity soli siran hotecnaty, chlorid sodny a dusi¢nan hote¢naty. Tyto
soli byly pouzity v rizném slozeni a poméru. Smés musela dostate¢né zmeénit iontovou silu
vodné faze a tim indukovat separaci fazi. Slozeni siranu hofe¢natého a dusi¢nanu hofecnatého
nebylo vyhovujici, protoze separace fazi neprobchla vubec. Jako nejvice vyhovujici byla
vybrana smés siranu hotecnatého a chloridu sodného bez ptidavku dusi¢nanu hotecnatého,
protoze pro enrofloxacin, ktery byl v redlnych vzorcich klicovy, byla vytéZznost extrakce
nejvyssi. Cim vétsi pridavek dusi¢nanu hofegnatého byl pfidan, tim horsi byla vyt&Znost pro
enrofloxacin. Cim niz§i byl obsah siranu hofe¢natého ve smési, tim hordi byla vytéznost
extrakce, nebot’ organickd faze nebyla dobie vysuSena od vodné faze.
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4.4.6 Optimalizace parametru doba ruc¢niho tiepani
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Obrazek 28: Grafické znazornéni vytéznosti v zavislosti na dobé rucniho trepani

Vzorky byly tiepany v ruce po riiznou dobu. Uskalim ruéniho tiepani miize byt nerovnomérnost
intenzity, s jakou jsou vzorky v ruce tfepany. Pro tyto ucely byvaji v laboratofich vertikalni
trepacky, které jsou schopny rovnomérné a intenzivné protiepat velké mnozstvi vzorkl
najednou. Jako nejvice vyhovujici bylo vybrano tfepani po dobu 2 minut, protoze rovnomérnost
tiepani je mozno jesté uhlidat, a protoze rozdily v dobé tfepani nebyly pfili§ znatelné.
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4.4.7 Optimalizace parametru sloZeni sorbenti pro dSPE

80

70

D
S
1

i
(e
1

Primérna vytéznost [%]
N
(e

® Enrofloxacin

30
B Ciprofloxacin
20 A
10 -
O .
400 mg 400 mg 320 mg 200 mg
PSA C18 PSA + PSA +
160 mg 200 mg
C18 C18

Slozeni sorbentid pro dSPE

Obrazek 29: Grafické znazorneni vytéznosti v zavislosti na slozeni sorbentii pro dSPE

Pro dSPE byly pouZity dva typy sorbentt, a to PSA a C18. Aktivni uhli pouzito nebylo, nebot’
se pouziva pro Cisténi extraktii obsahujici barviva (napf. chlorofyl, karotenoidy). Sorbenty byly
pouzity bud’ jednotlivé, nebo ve smési. Do kazdé zkumavky se sorbenty byl navic pfidan siran
hotecnaty, aby organicka faze byla fadn€ vysusena. Nejvhodnéjsi slozeni sorbentil pro ¢isténi
je dle grafu PSA a C18 (320 mg a 160 mg). U ostatnich ptipadl je vytéznost extrakce o néco
nizsi. To miiZe byt zptisobeno tim, Ze sorbentu je ve zkumavce o néco méné, tudiz neni extrakt
tak dobfte precistén. Pridavek C18 k PSA zlepsil vytéznost extrakce.

4.4.8 Ovéreni funkénosti postupu na vzorcich pidy a podestylky obohacenych na riznych
koncentracnich hladinach

Vzorky ¢isté pudy a podestylky neobsahujici dana 1éCiva byly obohaceny ciprofloxacinem
a enrofloxacinem na raznych koncentra¢nich hladinach, aby byla ovéfena funkénost
extrakéniho postupu. Optimalizovany extrakéni postup je uveden na str. 44. Seznam
koncentra¢nich hladin je uveden v Tabulce 28. Pro korekci matrice byl k findlnimu vzorku pred
filtraci pfidan IS. Vzorky byly vyhodnoceny v programu TASQ pomoci pfipravené externi
kalibrace. Vysledky pro ptidu jsou zobrazeny na Obrdzku 28 a pro podestylku na Obrazku 29.
Vysledky jsou rovnéz uvedeny v Tabulce 41 pro pudu a v Tabulce 42 pro podestylku
(Ptiloha €. 1).

61



v v

Primérna vytéznost [%]

80 1

70 A

60 -

40 - B Enrofloxacin

B Ciprofloxacin
30 -

20 A

150 250 500
Obohaceni ptidy 1é¢ivy [ng]

Obrazek 30: Grafické znazornéni vytéznosti v zavislosti na obohaceni pudy
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Obrazek 31: Grafické znazorneni vytéznosti v zavislosti na obohaceni podestylky
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Cily provedeného experimentu bylo aplikovat optimalizovany extrakéni postup na vzorky
podestylky, ovéfit, zda je vytéznost extrakce konstantni na riznych koncentraénich hladinéch,
nebo jestli dochazi k fluktuaci a také jestli je extrakéni postup reprodukovatelny. Bylo zjisténo,
ze vytéznost extrakce je pomérné konstantni pro vSechny zkousené koncentra¢ni hladiny jak
pro pudu, tak i pro podestylku. Co se ty¢e opakovatelnosti, smérodatné odchylky u ptdy jsou
mensi nez u podestylek. Mlize to byt tim, Ze na objem je ve zkumavce mensi mnozstvi a dojde
k lepSimu promiseni vzorku s rozpoustédly. V ptipadé podestylek je ve zkumavce objemove
vetsi mnozstvi vzorku a vzorek neni dokonale smocen v celém jeho objemu. Podestylka
s papirem také nasaje velké mnozstvi vody, ztéZkne a je obtiznéjsi ji promichat.

4.5 Stanoveni enrofloxacinu a ciprofloxacinu ve vzorcich pudy a podestylek

Optimalizovany extrakéni postup byl aplikovan na vzorky pidy a podestylky, aby byl zjiStén
obsah enrofloxacinu, pfipadné jeho metabolitu ciprofloxacinu. Tyto vzorky byl dodany od
UKZUZ. Optimalizovany extrakéni postup je uveden na str. 44. Seznamy vzorki a jejich popis
jsou uvedeny v Tabulce 18 a Tabulce 21. Pro korekci matrice byl k findlnimu vzorku pted
filtraci pfidan IS. Vzorky byly vyhodnoceny v programu TASQ pomoci pfipravené externi
kalibrace. Vysledky pro pidu jsou graficky zndzornény na Obrdzku 32 a pro podestylku na
Obrazku 33. Vysledky jsou rovnéz uvedeny v Tabulce 43 pro pudu a v Tabulce 44 pro
podestylku (Ptiloha €. 2).
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Obrazek 32: Grafické znazornéni mnozstvi enrofloxacinu v piideé v zavislosti na dobé setrvani
v pude (PAO - vzorky po aplikaci kontaminované podestylky, PAE - vzorky s obohacenim
enrofloxacinem)
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Ve vzorcich pudy byl detekovan pouze enrofloxacin. Fluktuace hodnot v ¢ase miize byt
zpusobeno tim, ze podestylka byla aplikovana na realné prostiedi pokusné plochy. Pokusna
plocha byla vystavena piisobeni srazek a vétru. Analyty mohly byt pfemistény a v misté odbéru
mohla byt koncentrace vlivem migrace proménliva. Dale mlze byt kolisani zplisobeno
samotnou analyzou. Pida je zna¢né heterogenni material a vysledky mohou byt diky tomu
proménlivé. Enrofloxacin v ptidé setrvaval i po 3 mésicich od aplikace v ptipadech obou sad
vzorkl. Zpocatku je vidét vyssi pokles koncentrace. Po 70 dnech se koncentrace drzi na velmi
podobnych hladinach.

Fluorochinolony maji dle dostupné literatury polocas rozpadu v pide vyssi nez 90 dnd, coz
je dle vysledkt potvrzeno [5].
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Obrazek 33: Grafické znazornéni mnozstvi enrofloxacinu a ciprofloxacinu v podestylkach v
zavislosti na dobé po medikaci dribeze

Ve vzorcich podestylek byl detekovéan jak enrofloxacin, tak jeho metabolit ciprofloxacin.
Podestylky obsahovaly trus, sldmu a papir. Nebylo mozné ziskat reprezentativni vzorek, nebot’
material byl zna¢n¢ heterogenni a bylo tézké ho pied samotnou analyzou homogenizovat, proto
jsou mezi vysledky relativné vysoké smérodatné odchylky. Nalezy jsou ve vzorcich pomérné
vysoké, jedna se o mg/kg. Driibez zmetabolizuje malou ¢ast davky 1é¢iva a zbytek vylouci z téla
exkrementy. Koncentrace 1é¢iv se od podani driibezi v podestylce zvysuje. Ve vzorcich byl
detekovan i ciprofloxacin, coz se dalo ofekavat, nebot’ je metabolitem enrofloxacinu.

Jelikoz je aplikace hnoje do plidy vramci EU podporovana, alternativnim feSenim, jak
ptedejit kontaminaci plidy, by mohla byt naptiklad uprava hnoje napt. kompostovanim [24].
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4.6 Aplikace optimalizovaného postupu na skupinu fluorochinolonii v riizné
definovanych pudach

Béhem semestru byly dokoupeny dalsi standardy z fady fluorochinolonovych antibiotik. Tato
antibiotika byla aplikovana na 3 riizné definované pidy (rovnéz dodany od UKZUZ). Nejprve
byla vytvofena a optimalizovana metoda na UPLC-ESI-TQ. Optimalizovany extrakéni postup
je uveden na str. 44. Pudy jsou charakterizovany v Tabulce 19, Tabulce 32 a Tabulce 33. Pro
korekci matrice byl k findlnimu vzorku pted filtraci pfidan IS. Vzorky byly vyhodnoceny
v programu TASQ pomoci pripravené externi kalibrace.

4.6.1 Optimalizace metody UPLC-ESI-TQ pro analyzu fluorochinoloni

Jako mobilni faze byla pouZzita 0,1% HCOOH a acetonitril. Jako stacionarni faze byla zvolena
kolona Luna Polar C18 o velikosti ¢astic 1,6 pum. Pritok byl nastaven na 0,5 ml/min a nastiik
na 7 pl. Pro optimalizaci pfistroje byl pouzit smésny kalibra¢ni roztok o koncentraci
jednotlivych 1é€iv 500 ng/ml. Byl optimalizovan gradient mobilni fize (uveden Tabulce 34).
Nésledn¢ probéhla optimalizace parametrit hmotnostniho spektrometru. Byly optimalizovéany
nasledujici parametry: napéti elektrospreje, teplota pomocného plynu, teplota susiciho plynu,
pritok zmlZzovaciho plynu a kolizni energie. Nastaveni hmotnostniho spektrometru je uvedeno
v Tabulce 35 a Tabulce 36. Jako ptiklad grafického znazornéni optimalizace MS parametri
byla vybrana optimalizace pratoku zmlZovaciho plynu, kde byl rozdil v nastaveni nejvice
viditelny (Obrdzek 34).
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Obrazek 34 Optimalizace prutoku zmlZovaciho plynu
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4.6.2 Aplikace optimalizovaného postupu na skupinu fluorochinoloni v rizné
definovanych piidach

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, zda optimalizovany postup bude funkéni i pro ostatni
fluorochinolonova antibiotika v pidé, poptipadé zhodnotit jejich vytéznosti extrakce a dale
porovnat, zda je vytéznost extrakce ovlivnéna vlastnostmi dané pidy. Pida ¢. 1 obsahovala
nejvice vapniku a hoi¢iku. Ptda €. 2 byla nejbohatsi v obsahu organické hmoty. Naproti tomu
puda €. 3 byla, co se ty¢e obsahu vapniku, hot¢iku a organické hmoty, nejchudsi. Vysledky jsou
graficky znazornény na Obrazku 35. Vysledky jsou rovnéz uvedeny v Tabulce 45. (Ptiloha
¢.3)
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Obrazek 35: Grafické znazorneni vytéznosti v zavislosti na analyzované piide

Bylo zjisténo, ze optimalizovany postup je funkéni pro extrakci dalSich 1é¢iv ztfady
fluorochinolont. Nejvyssi vytéznosti extrakce bylo dosazeno u ofloxacinu v priméru kolem
70 %. Dalsi fluorochinolony byly extrahovany s vytéznosti extrakce v praiméru kolem 50 %.
Lze ftici, ze chovani dané skupiny latek je pii aplikovaném postupu velmi podobné.

Byly porovnany rtizn¢ definované pidy sriznym obsahem organické hmoty, vapniku
a hor¢iku. Tyto parametry mohou dle dostupné literatury ovlivnit chovéni fluorochinolonti
v pudé, protoze se mohou vazat na pidni organickou hmotu nebo tvofit komplexy s vapnikem
a hot¢ikem. Pida ¢. 3 obsahovala nejméné organické hmoty a méla nejmensi obsah vapniku
1 hof¢iku. Zde byla vytéznost extrakce nejvyssi, takze tyto charakteristiky mohou mit na
ucinnost extrakéniho postupu vliv. Piida €. 1 obsahovala nejvice vapniku a hoic¢iku, piida €. 2
nejvice organické hmoty. Z piidy €. 2 byla extrakce nejméné ucinnd. Analyty se na pidni
organickou hmotu mohly z ¢éasti navéazat a extrakci tak nepodlehnout. U analyzy ptd tedy
zalezi, jak je dand pida charakterizovéna.
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4.7 Shrnuti vysledki

Experimentalni prace byla rozdélena do nasledujicich ¢asti: vybér vhodného extrakéniho
postupu, jeho optimalizace, aplikace optimalizovaného postupu na vzorky pidy a podestylek
a oveteni funkénosti extrakéniho postupu pro ostatni fluorochinolonova antibiotika, kterymi
byly obohaceny riizn€¢ definované pudy.

Dostupné literatury, zabyvajici se aplikaci metody QuEChERS, neni pfili§ mnoho, a proto
byly aplikovany razné postupy z publikaci [76 — 78], které se liSily ve zkoumané matrici.
V publikacich se fesila problematika multirezidualnich analyz, byly stanoveny rtizné skupiny
1é¢iv najednou a byl hledan kompromis, co se tyce extrakéniho postupu. Tato prace byla
zameétena pouze na fluorochinolony, tudiz byl extrakéni postup uzpiisoben témto 1é¢iviim. Byla
tak dosazena vyssi vytéznost extrakce nez napft. v publikaci [76]. Dle vyhodnocenych vysledki
byl vybran vhodny postup. V tomto postupu byl oproti jinym vyuzit ultrazvuk, ktery mohl
uvolnéni 1é¢iv z pidy podpofit, protoze je zde pravdépodobnost sorpce na organickou hmotu
[22, 23]. Byla zde pouzita smés soli siranu hotecnatého a chloridu sodného, ktery se bézné
uziva [68].

Vybrany postup byl dale optimalizovan. V literatufe bylo uvedeno, Ze fluorochinolony
mohou tvofit s ionty hotciku z piidy nebo z ptidané soli komplexy [22, 23]. Tato skutecnost by
mohla byt oSetfena ptidavkem EDTA. Po porovnani vzorku bez ptidavku a s pfidavkem EDTA
bylo zjisténo, Ze s ptidavkem se vytéznost extrakce jednoznacné zvysila. Fluorochinolony jsou
zwitteriontové slouceniny a jejich forma zavisi na pH [32]. Pro porovnani nejptiznivéjsiho
prostiedi byla vyzkouSena riizné¢ definovand vodna faze. Pro extrakci bylo nejptiznivési
prostiedi o pH 4. Slozeni separacni soli také mtize pH ovlivnit a zaroven ovliviiuje i separaci
fazi. Nejvice vyhovovalo slozeni siranu hofe¢natého v kombinaci s chloridem sodnym.
Parametry, jako doba ru¢niho tiepani a doba pisobeni ultrazvuku, vytéznost extrakce ptili§
neovlivnily, ale bez nich by se extrakce urCit€¢ neobeSla. Smés je nutno dobie protiepat
a zabranit tak srazeni siranu hotecnatého. Pro tyto ucely se vyuzivaji vymrazené kaminky, které
se ke smési piidavaji. Cistici krok dSPE byl aplikovan pii rizném sloZeni sorbentd. Nejvice
vyhovovala kombinace PSA a C18, ktera byla pfi Cisténi slozité matrice jako je ptida G€¢inna.
SloZeni sorbentt je totiz zavislé na dané matrici [68, 69]. Optimalizovany postup byl vyzkousen
na pidé a podestylce obohacenych 1éCivy na riznych koncentracnich hladinach s vysledkem

uspokojivé reprodukovatelnosti.

Optimalizovany postup byl vyuzit pro stanoveni enrofloxacinu a ciprofloxacinu ve vzorcich
pudy a podestylky. Vlivem procesti probihajicich v pidé¢ mohou fluorochinolony v pidé
setrvavat po dlouhou dobu [22, 23]. Tato skutecnost byla potvrzena, protoze enrofloxacin byl
v pudé¢ detekovan i po 115 dnech od aplikace hnoje. Podestylky byly koncentrované, protoze
driibez zmetabolizuje pouze ¢ast antibiotika a zbytek vylouci vykaly.

Dle dostupné literatury ovlivituje chovani fluorochinolonii v piidé rovnéz jeji charakteristika
(hlavné obsah vapniku, hoiciku a plidni organické hmoty [22, 23]. Tato skutecnost byla
potvrzena na 3 razn¢ definovanych ptidach. Nejvyssi vytéznosti extrakce se projevily u ptdy
nejchudsi na obsah vapniku, hot¢iku i plidni organické hmoty.

67



5 ZAVER

V ramci této diplomové prace byla feSena aktudlni problematika vyskytu 1é¢iv v Zivotnim
prostfedi a na ni navazujici vznik a §ifeni genti antibiotické rezistence. Ukolem této diplomové
prace bylo vybrat a nasledn¢ optimalizovat extrakéni metodu pro stanoveni

fluorochinolonovych antibiotik (pfednostné enrofloxacinu a ciprofloxacinu) v ptidé a dribezi
podestylce.

Z dostupné literatury byl vybran vyhovujici postup QUEChERS extrakce, ktery byl nasledné
optimalizovan pro stanoveni enrofloxacinu a ciprofloxacinu v puadé a dribezi podestylce.
Optimalizovany postup QUEChERS byl nasledné jesté vyzkousen a pouzit pro extrakci dalSich
zastupci ztady fluorochinolont zpudy (ofloxacinu, pefloxacinu, norfloxacinu
a moxifloxacinu). Byl proveden také experiment pro porovnani, zda charakteristika pidy
ovliviiyje vytéznost extrakéniho postupu.

Vzorky byly analyzovany pomoci UPLC-ESI-TQ. Pro stanoveni enrofloxacinu
a ciprofloxacinu v pidé a podestylce byla pouZita jiz optimalizovana metoda. Pro stanoveni
skupiny fluorochinolonti bylo nutné optimalizovat metodu novou.

Optimalizovany QuUEChERS postup byl funk¢ni jak pro piidu, tak i pro podestylku s relativné
konstantnimi vytéznostmi extrakce a uspokojivou trovni reprodukovatelnosti. Enrofloxacin byl
detekovan jak padé, tak i1 v podestylce. Ciprofloxacin, jako metabolit enrofloxacinu, byl
detekovan pouze v podestylce. Optimalizovany QuEChERS postup byl také funkéni pro
extrakci ostatnich fluorochinolonii z pidy. Pfi porovnéni riizné charakterizovanych piid bylo
ovéieno tvrzeni z dostupné literatury, ze pfitomnost uréitych prvkl a vyssi obsah organické
hmoty v pidé mulze ovlivnit vytéZznost extrakce, konkrétné fluorochinolonii. Postup je tedy
tieba optimalizovat a ov¢tit vzdy pro kazdou plidu se svou jedinecnou charakteristikou.

Na tuto praci budou nasledné¢ navazovat dalsi prace, které budou zaméfeny na analyzu 1é€iv
v salatu, péstovaném na padé kontaminované 1éCivy, ktera budou extrahovana také metodou
QuEChERS. Dalsi zaméteni bude na zizaly, které budou chovany taktéz v pudé kontaminované
1éCivy, nasledné budou usmrceny a léCiva znich budou extrahovana rovnéz metodou
QuEChERS.

Zavérem bych dodala, ze vyuZiti metody QUEChERS je velmi efektivni, a pokud je to mozné
je jeji pouziti urcité na miste. V laboratorni praxi je metoda ¢asto a rutinn€ vyuzivana. V blizké
budoucnosti budou 1éciva v zivotnim pravdépodobné dikladnéji sledovana a monitorovana,
protoZe se stavaji ¢im dal CastéjSim polutantem a jejich vyskyt, zejména antibiotik, mize mit
pro zdravi velmi negativni dopad.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

WHO

HP CIAs
UKZUZ
QuEChERS

3]

IUPAC

INN
MIC
MBC
ATB
napt
ARB
ARG
MGE
cov
PCU
uv
EARSS
EU
SPE
EPRW
apod.
PSA
EDTA
LC-MS/MS
GC-MS
UPLC

Svétova zdravotnicka organizace (anglicky World Health Organization)
Antimikrobika s kritickym vyznamem nejvyssi priority pro humanni medicinu
Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky (Hroznova 2, 656 06 Brno)

rychlé, jednoduché, levné, efektivni, robustni a bezpecné (anglicky Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

a jiné

Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitnou chemii (anglicky International Union
of Pure and Applied Chemistry)

Mezinarodni nechranéni nazev (anglicky International Nonproprietary Name)
Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Minimalni baktericidni koncentrace

Antibiotika

napftiklad

Bakterie rezistentni na antibiotika (anglicky antibiotic resistant bacteria)
Geny rezistence na antibiotika (anglicky antibiotic resistant genes)
Mobilni genetické elementy (anglicky mobile genetic elements)

Cistirna odpadnich vod

Populaéné korekéni jednotka (anglicky population correction unit)
Ultrafialové zateni

The European Antimicrobial Resistance Surveillance System

Evropska unie

Extrakce na tuhou fazi (anglicky Solid phase extraction)

European Pesticide Residue Workshop

a podobné

Primarni sekundarni amin

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
Plynovéa chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Ultra vysokou¢inna kapalinova chromatografie
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ESI
APCI
QqQ
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TOF
Q-TOF
HCOOH
FLD
LIT

QC

IS
MeOH
ACN
str.

UPLC-ESI-TQ

LLOQ
LOD

Spojeni kvadrupdlu s iontovou pasti
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie

Plynova chromatografie

Hmotnostni spektrometrie
Viditelné/ultrafialové svétlo
N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid
Reverzni faze

Vylu€ovaci chromatografie

Elektrosprej

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Trojity kvadrupo6l

Iontova past

Analyzator doby letu

Spojeni kvadrupolu a analyzatoru doby letu
Kyselina mravenci

Fluorescen¢ni detekce

Lineéarni iontova past

Kontrola kvality (anglicky Quality control)
Vnitini standard

Methanol

Acetonitril

strana

Spojeni ultravysokoucéinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii s trojitym kvadrupdlem a ionizaci elektrosprejem

Limit kvantifikace

Limit detekce
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Ptiloha €. 1: Vysledky vybéru a optimalizace extrak¢niho postupu pro vzorky pudy

a podestylek
Tabulka 39: Vytéznosti extrakce jednotlivych léciv pri aplikaci riuznych postupit QuEChERS
Postup | VytéZnost extrakce enrofloxacinu [%)] | VytéZnost extrakce ciprofloxacinu [%]
1 52+3 41+ 4
2 37+3 24 +£1
3a 9,1 +0,4 LOD
3b 151 6,7+0,3
Tabulka 40: Optimalizované parametry postupu QuEChERS extrakce (zelené vyznaceny
vyhovujici parametry)
pramer | vors | Wimerewbe | Wit cus
P#itomnost | Bez pfitomnosti 36,0 £0,6 30+4
EDTA S pfitomnosti 51+2 60+7
Voda 20+2 30+7
Pufr 4,0 35+£5 44 +2
Vodna faze
Voda + HCOOH (1 %) 24+ 1 31+4
Pufr 6,0 33+9 2843
MeOH Neprob¢ehla separace fazi. | Neprobehla separace fazi.
. |ACN 16 +2 3+1
Orng‘;Cka ACN/MeOH (1:1) 19+2 3441
ACN/MeOH (9:1) 16+ 1 54405
ACN/MeOH (37,5:12,5) 27,4+£0,6 48 £ 14
5 min 50+2 55+2
il t?aggiku 10 min 49 % 1 55+3
15 min 51+2 60+ 7
4 g MgS0O4+ 1 g NaCl 27+2 30+ 1
+ +
iﬁggg[\%s;%‘ lgNaCl+1g 2341 36+ 3
> 2gMgSOs+1gNaCl+2 ¢
M%g(Nfég.)z 19+3 31+3
4 g MgSO4+ 1 g Mg(NOs), | Neprobéhla separace fazi. | Neprobéhla separace fazi.
| min 472409 49 +2
Doba 2 min 50+6 53+4
tiepani | 5 min 46 £ 1 52,7+0,6
10 min 49+4 57+2
400 mg PSA 48 + 1 57+8
400 mg C18 47 £2 65+1
dSPE
320 mg PSA + 160 mg C18 50 +2 65+2
200 mg PSA +200 mg C18 47+3 60+5
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Tabulka 41: Vytéznosti extrakce jednotlivych léciv na ruznych koncentracnich hladinach pro

puidu
., | Obohaceni | VytéZnost extrakce enrofloxacinu | VytéZnost extrakce ciprofloxacinu
Oznaceni
[ng] [Yo] [0l
PO 0 X X
P150 150 59+2 56+2
P250 250 54+1 52,1+£0,6
P500 500 51+2 60 +7
Tabulka 42: Vytéznosti extrakce jednotlivych léciv na ruznych koncentracnich hladinach pro
podestylku
. . | Obohaceni | VytéZnost extrakce enrofloxacinu| VytéZnost extrakce ciprofloxacinu
Oznaceni
[ug] [Yo] [Yo]
PODO 0 X X
PODS 5 94+9 77+9
POD25 25 86+2 72+5
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Ptiloha €. 2: Vysledky stanoveni obsahu danych 1é¢iv ve vzorcich pudy a podestylek

Tabulka 43: Vysledky stanoveni enrofloxacinu ve vzorcich piidy (uvedeny i vysledky pod

LLOQ)
Cislo Cas Dattlm Popis vzorku MnozZstvi enroﬂoxoacinu v pudé
[dny] odbéru [ng/kg pudy]
1 0 20.05.2021 | puda pied zalozenim pokusu LOD
21 0 20.05.2021 O = po aplikaci, natural 14+£2
3 0 20.05.2021 | E =po aplikaci, obohaceno 141 +6
4 7 27.05.2021 tyden po aplikaci 16 +4
5 7 27.05.2021 tyden po aplikaci 72+ 13
6| 14 03.06.2021 2 tydny po aplikaci 5+ 2 (<LOQ)
71 14 03.06.2021 2 tydny po aplikaci 7 + 2 (<LOQ)
8| 28 17.06.2021 4 tydny po aplikaci 5,7+ 0,6 (<LOQ)
9] 28 17.06.2021 4 tydny po aplikaci 34+13
10| 42 01.07.2021 6 tydnt po aplikaci 7+ 3 (<LOQ)
11| 42 01.07.2021 6 tydnti po aplikaci 83+12
12| 56 15.07.2021 8 tydnti po aplikaci 5+2 (<LOQ)
13| 56 15.07.2021 8 tydnti po aplikaci 25+4
14| 70 29.07.2021 10 tydniti po aplikaci 16,91 £ 0,12
15| 70 29.07.2021 10tydnt po aplikaci 47+ 14
16| 84 12.08.2021 12 tydnti po aplikaci 38+5
17| 84 12.08.2021 12tydnii po aplikaci 52+16
18| 101 26.08.2021 14 tydnti po aplikaci 24+ 13
19| 101 26.08.2021 14 tydni po aplikaci 59+19
19| 115 09.09.2021 16 tydnt po aplikaci 7+ 3 (<LOQ)
19| 115 09.09.2021 16 tydni po aplikaci 46+ 8

Tabulka 44: Vysledky stanovent enrofloxacinu a ciprofloxacinu ve vzorcich podestylek

x Mnozstvi enrofloxacinu | MnoZstvi ciprofloxacinu
., Cas Datum Charakter , ,
Cislo [dny] shéru vzorku v podestylce [mg/kg v podestylce [mg/kg
podestylky] podestylky]
Slama + trus +
1 1 18.05.2021 | papir (naskladnéni 9,0+£0,9 1,58 +0,11
kutat)
2| 3 |21.05.2021| Slamattrus(. 11,5203 2,61 +0.20
den medikace)
Slama + trus +
31 7 |25.05.2021| papir (7 dni od 23+7 6+2
zaCatku medikace)
Slama + trus +
4| 7 ]25.05.2021| papir (7 dni od 24 +£10 7+3
zacatku medikace)
Slama + trus (7 dni
51 7 125.05.2021 od zacatku 32+5 8+1
medikace)
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Ptiloha ¢. 3: Vysledky aplikace optimalizovaného postupu na rizn¢ definované pidy obohacené skupinou fluorochinoloni

Tabulka 45: Vytéznosti extrakce jednotlivych léciv v riizné nadefinovanych puddch

hmoty, vapniku a hotc¢iku

Eislo trakce | erakee | Vi@most | Vytgmest | vytgmest |\l

ad Popis pidy ciprofloxacinu enrofloxacinu GG AL BUTLCE moxifloxacinu
pudy P o o pefloxacinu [%] | norfloxacinu [%] | ofloxacinu [%] o

[Yo] [Yo] [Yo]
1 NeijS?ﬁ’(‘;’;g‘iJapn‘k“ 41+ 1 3542 5243 44 +3 6345 5045
Nejvyssi obsah organické
2 hmoty 34,6 0,6 28+2 43+ 1 443 £ 0.6 64.1 0.6 39+ 6
3 Nejnizsi obsah organické 42 +3 36+ 4 5545 57+6 76+ 5 43,4+0,5
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