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Cil metodiky

Cil uplatnéni metodiky je: navrhnout vhodné opatieni k omezovani vyskytu rezidui
inhibi¢nich latek, zejména antibiotik, v syrovém mléce. Rozsifenim poznatkii o rizikovych
faktorech souvisejicich s pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek 1ze zvysit kvalitu a bezpec¢nost
mlécné produkce véetné ekonomického zhodnoceni.

Vlastni popis metodiky
Uvod

Mléko je vyznamnou potravinou zivociSného ptivodu, a jako takové musi spliiovat veskeré
pozadavky na kvalitu a zdravotni nezdvadnost. Vyskyt nezadoucich (kontaminujicich) latek a
jejich rezidui v mlékarenské suroviné ohrozuje nejen zdravi konzumentt, ale fada z nich ma
inhibi¢ni ucinky na mikroorganismy a negativné ovliviiuje zpracovani mléka na vysoce
hodnotné mlécné vyrobky, coz nasledné predstavuje znacné ekonomické ztraty.

Nezbytnym ukolem vSech zainteresovanych subjekti (chovatelé, zpracovatelé, kontrolni
organy) je pravidelna kontrola mléka. K dispozici jsou metody umoziujici rychlou detekci

rezidui ¢i sofistikovanéjsi instrumentalni metody stanovujici pfesné koncentrace kontaminujici
latky.

Ucelem vSech téchto opatfeni je zajiSténi zdravotné nezavadného mléka a mlécnych
vyrobkd, a tim i zaruceni bezpecnosti mlééného potravinového fetézce.

Soucasny stav problematiky s vyuzitim vysledki projektu

V nasledujicich kapitolach je probran soucasny stav problematiky kontaminujicich latek
s ptihlédnutim k publikovanym vysledkiim projektu. Zvlastni pozornost je vénovéana skupiné
veterinarnich 1éCivych pripravki (VLP), které jsou nejéastéjsi pfi¢inou vyskytu rezidui
inhibic¢nich latek v mléce (RIL).

Kontaminujici latky v mléce

Za urcitych podminek mohou v potravinach vznikat nebo do nich z vnéjSiho prostiedi pronikat
latky, které mohou plsobit negativné na zdravi ¢loveéka. Pro latky, které se do potravin dostaly
neumysingé v zemédelské prvovyrobé, pii skladovani, dopravé, prodeji, ale 1 béhem
technologického nebo kulindrniho zpracovéani, pfipadné v disledku zneciSténi Zzivotniho
prostfedi, se vymezuje pojem latky zneciStujici, latky kontaminujici nebo potravinové
kontaminanty (Velisek a Hajslova, 2009).

Evropsky trad pro bezpecnost potravin (EFSA, 2025) definuje kontaminujici latky jako
latky, vyskytujici se v potravinach, avSak které nebyly do potravin zdmérné ptidany, mohou
pochézet z baleni, zpracovani a pifepravy, zemédélskych postupli nebo pii pouzivani VLP.
Tento pojem nezahrnuje kontaminaci hmyzem nebo hlodavci.

Do kontaminujicich latek lze zatadit VLP, Cistici a dezinfek¢ni prosttedky, pesticidy,
polychlorované bifenyly (PCB), t€Zké kovy, mykotoxiny, aj. Jejich rezidua zplsobuji rizné
zévazné zdravotni problémy (Akinyemi a kol., 2021).

K zajisténi zdravotni nezavadnosti potravin jsou stanoveny maximalni limity rezidui (MRL)
kontaminujicich latek, které je nutné dodrZovat a které jsou pravidelné kontrolovany. V Ceské
republice (CR) provadgji tifedni kontroly v celém potravinovém fetézci (od prvovyroby az po
prodej spotiebiteli) ptislusné dozorové organy v pusobnosti Ministerstva zeméd¢€lstvi (Statni



veterinarni sprava (SVS CR), Statni zemé&délska a potravinaiska inspekce (SZPI), Ustfedni
kontrolni a zkuSebni Gstav zemédélsky (UKZUZ) a Ustav pro kontrolu veterinarnich
biopreparati a 16¢iv USKVBL)) a Ministerstva zdravotnictvi (organy ochrany vefejného
zdravi) (MZe, 20254). Struktura zaji$téni bezpeénosti potravin v CR je znazornéna
na Obrazku 1.
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Obrizek 1: Systém zaji§téni bezpe¢nosti potravin v Ceské republice (Zdroj: MZe, 2025b)

Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity vlaknitych mikroskopickych hub (plisni) predevSim
rodt Aspergillus, Penicillium a Fusarium. Dosud bylo popsdno vice nez 400 druht
mykotoxintl, pozornost je vSak vénovana pouze deseti az patnacti z nich (Turner a kol., 2015).
Nejvyznamnéj$i a nejvice prozkoumanou skupinou mykotoxind jsou bezesporu aflatoxiny
(AF), které jsou produkovany hlavné plisnémi Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus a jez
zahrnuji asi 20 zastupc.

Kontaminace mléka probiha sekundarni cestou, tedy v disledku krmeni dojnic zaplisnénym
krmivem. Problematické se jevi predevsim zkrmovani silaZi, obilnych Sroti a pokrutin, oviem
ani kontaminace sena nebo senazi neni ojedin€ld (Prandini a kol., 2009). Mira pfenosu
mykotoxinil z krmiva do mléka je ovlivnéna také schopnosti bachoru metabolizovat tyto latky,
vékem a zdravotnim stavem zvitete. Aflatoxin B1 (AFB1) je v jatrech dojnic metabolizovén za
ucasti cytochromu P450 na aflatoxin M1 (AFM1), ktery je dale vylu€ovan mlékem (Alshannaq
a Yu, 2017). Uvadi se, ze do mléka ptechazi v podobé AFMI1 0,3-6,2 % peroralné ptijatého
AFBI1 (Camaj a kol., 2018). AFM1 je v mléce detekovan jiz za 12-24 h po poziti AFBI,
pficemz jeho koncentrace v mléce je imérnd mnozstvi krmivem pfijat¢tho AFB1 (Prandini a
kol., 2009).

Mira pienosu (carry-over rate) AFBI-AFM1 se v riznych studiich 1isi (0,02-7,0 %) a je
ovlivnéna mnoha faktory. Jednak faktory souvisejici se zvifetem (druh, plemeno, kondice,
metabolicky stav, bachorova mikrobiota, jaterni biotransformacéni schopnost, stadium laktace,
mlécnd uzitkovost, zdravi mlécné Zzlazy), jednak faktory souvisejici s krmivem (uroven
kontaminace krmiva AFB1, mnozstvi ptijatého krmiva, zemépisny piivod krmiva, doba sklizné,
druh krmiva, velikost ¢astic krmiva, aj.) (Hasorova a kol., 2023-QK21010326-V11).



Ackoliv byla v mléce prokazana ptitomnost 1 dalSich mykotoxinti, pouze pro AFM1 byl
stanoven MRL, a to 0,05 pug/kg pro syrové a tepelné osetiené mléko a 0,025 pg/kg pro
kojeneckou a détskou vyzivu na bazi mléka (Narizeni Komise (EU) 2023/915).

Obsah AFM1 v syrovém mléce dojnic (n=442), ovci (n=27) a koz (n=72) byl hodnocen na
zéklad¢ vysledki monitoringu kontaminace potravniho fetézce cizorodymi latkami
provadéného SVS CR za obdobi 2006-2020. V pribéhu ti4 obdobi (2006-2010, 20112015 a
2016-2020) bylo posouzeno 541 vzorkl syrového mléka, z toho 81,7 % tvotilo mléko kravske,
13,3 % kozi a 5,0 % ov¢i. Pritomnost AFM1 byla prokazana pouze u ¢tyt vzorkt (0,74 %)
kravského mléka, pficemz u zadného z nich nebyl ptekro¢en MRL 0,05 pg/kg. Vliv obdobi na
obsah AFM1 nebyl statisticky vyznamny (Baldikova a kol., 2024-QK21010326-V48).

Vysledky monitoringu SVS CR byly v ramci fe$eni projektu doplnény dvéma experimenty.
V prvnim experimentu byly jednorazové odebrany bazénové vzorky kravského mléka (n=67)
u nahodné vybranych chovii dojeného skotu v ramci CR. Stanoveni AFM1 bylo provedeno
pomoci rychlého semikvantitativniho testu Aflasensor Milk (Unisensor, Seraing, Belgie) s mezi
stanovitelnosti (LOQ) 30 ppt a rozsahem kvantifikace od 30 do 150 ppt. U 30 % vzorkli nebyla
pritomnost AFM1 vibec detekovana, u 30 % vzorkl byla koncentrace AFM1v rozpéti 0,031—
0,049 ng/kg au 40 % byla zjisténa koncentrace AFM1 nad 0,050 pg/kg. Bylo konstatovéano, Ze
pravidelné hodnoceni pfitomnosti AFM1 je zapotiebi s tim, Ze pocty ro¢né hodnocenych vzorkt
ze strany pfislusnych ufadd by mohly byt i navySeny. Vyznamny faktor, ktery je tfeba brat
v uvahu, jsou klimatické podminky za ptedchozi rok, nebot’ ty siln¢ ovliviiuji kvalitu krmiv
ptedkladanych dojnicim, a tim i riziko vyskytu AFM1 v mléce (Baldikova a kol., 2025-
0K21010326-V57).

Ve druhé studii (Hasornova a kol., 2025-QK21010326-V56) bylo v pribéhu jednoho roku
(duben, Cervenec, zafi a prosinec) odebrano 172 bazénovych vzorkli mléka na 47 farméch
dojeného skotu v ramci CR a stanoveni AFM1 bylo provedeno imunochromatografickou
metodou pomoci rychlého kvantitativniho testu (Charm MRL AFM1 Quantitative Test, Charm
Sciences Inc., Lawrence, USA). AFM1 byl detekovan ve 23 vySetfovanych vzorcich (13,4 %)
ze 17 mléénych farem, z nichz koncentrace AFM1 pouze ve dvou vzorcich (na jedné farmg¢)
piekrocily MRL. Primérna koncentrace AFM1 byla 0,0037 pg/l. Vliv ro¢niho obdobi nebyl
statisticky vyznamny, ale AFM1 byl castéji detekovan v zaii (18,6 %) a nejméné v Cervenci
(11,1 %) — Obrazek 2.
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Obrazek 2: Distribuce bazénovych vzorkt mléka v pribéhu roku (p=0.6381; x2 test) v zavislosti na
pritomnosti aflatoxinu M (o0 = pod limitem detekce; = = negativni = >0,015 to <0,040 pg/l; m = pozitivni
véetné vzorkl piekracujici maximalni limit rezidui, tj. 20,050 pg/l). V ramci jednotlivych mésici jsou
uvedeny primérné hodnoty aflatoxinu Mi (p=0,9453; F-test, ANOVA) (Zdroj: Hasoriovd a kol., 2025-
0K21010326-V56)



S vyjimkou celkového obsahu suSiny (p=0,0447) nebyly pozorovany zadné statisticky
vyznamné rozdily ve sledovanych kvalitativnich parametrech mléka (obsah tuku, bilkovin,
kaseinu, laktozy, pocet somatickych bun¢k (PSB) a bod mrznuti). Uvedena zjisténi potvrdila,
ze riziko spojené s piitomnosti AFM1 v syrovém mléce je v CR relativné nizké (Hasoriovd a
kol., 2025-QK21010326-V56).

Sanitacni (Cistici a dezinfekcni) prostredky

Sanitace dojicich zafizeni 1 vlastni hygiena mlé¢nych zl1az pred a po dojeni jsou zasadni soucasti
antimastitidnich programii v chovech dojnic. Soucasné¢ se mohou stat zdrojem nezadoucich
rezidui pouZivanych piipravkt v mléce. Cistici prostiedky, jako jsou detergenty, zajistuji
odstranéni zbytkli mléka a dalSich usazenych latek, ve kterych by nasledné¢ dochazelo
k mnoZeni bakterii a rozvoji biofilmii. Dezinfek¢ni prostiedky jsou pouzivany k eliminaci
zdroji bakteridlni kontaminace mléka z dojiciho zafizeni ¢i mlécné zldzy (Klimesova a kol.,
2023; Nemeckova a kol., 2022; Klimesova a kol., 2024-QK21010326-V47). Mezi nejCastéji
pouzivané dezinfekéni latky v mlékarenském pramyslu patii iodofory, latky obsahujici chlor,
kvartérni amoniové slouceniny a peroxidy (Klimesova a kol., 2023; Salomskiené a kol., 2013 ).

Riziko nezadouciho puisobeni téchto latek v mléce zavisi mj. i na pouzitém prostiedku.
Zatimco zbytky chléru neptedstavuji riziko vzhledem k rychlému rozkladu, jiné dezinfekéni
latky, napt. kvartérni amoniové slouceniny, jsou v mléce pomérmné stabilni, a i pfi nizkych
koncentracich mohou putsobit bakteriostaticky. Obecn¢ vSak pro sanitacni prostiedky
pouzivané v prvovyrob¢ mléka neni nutné stanovovat MRL (Klimesovd a kol., 2024-
0K21010326-V47).

Hlavni problémy spojené s rezidui téchto prostfedkli souviseji s naruSenim
organoleptickych vlastnosti mléka a mlénych vyrobkii. Mohlo by rovnéz dojit k negativnimu
ovlivnéni zpracovani mléka, zhorseni kysaci schopnosti mléka jogurtovou kulturou a k omezeni
priukaznosti vysledki testli pouzivanych k prikazu RIL jako je vyskyt atypickych reakci nebo
falesné pozitivnich vysledkd. Alkalické prostfedky jsou vétSim rizikem, protoze maji vyssi
adhezivni schopnosti a hiife se pti vyplachu odstranuji (Hanus a kol., 1998).

Proces sanitace je nezbytnou soucasti technologie ziskavani mléka a vyroby potravin, a
moderni prvovyroba se bez nasazeni Cisticich a dezinfekénich ptipravkd neobejde i za cenu
jejich mozného vyskytu v mléce. Na druhé strané pouzivani téchto prostiedkli podle pokynii
vyrobce, tj. zejména spravné koncentrace, dikladné proplachovani a odpovidajici potradi
pouziti jednotlivych prostfedkll jsou hlavnimi preventivnimi opatfenimi pro zamezeni vyskytu
rezidui téchto latek v mléce (Klimesova a kol., 2024-QK21010326-V47).

Pesticidy a polychlorované bifenyly

Pojem pesticidy zahrnuje ptipravky na ochranu rostlin véetné adjuvantd a biocidni ptipravky
(dezinfekéni prostfedky, konzervacni prostfedky, insekticidy a repelenty). Jejich definici,
pouziti ¢i podminky schvalovani 1ze nalézt v evropskych pravnich ptedpisech (Smérnice EP a
Rady 2009/128/ES;, Narizeni (ES) ¢. 1107/2009; Narizeni (EU) ¢. 528/2012).

PCB jsou skupinou perzistentnich organochlorovych sloucenin, které zahrnuji 209
chemicky ptibuznych latek (kongenert), liSicich se poctem a polohou atomt chloru navazanych
na aromatickém uhlovodiku bifenylu tvofeném dvéma benzenovymi jadry (Borja a kol., 2005).
Podle toxikologickych vlastnosti je 1ze rozdélit do dvou skupin: 12 kongeneri ma podobné
toxikologické vlastnosti jako dioxiny, a jsou proto ¢asto oznaCovany jako PCB s dioxinovym
efektem. Ostatni PCB jsou nazyvané PCB bez dioxinového efektu a jsou charakterizovany
sumou Sesti indikatorovych kongenert (28, 52, 101, 138, 153 a 180). Tato suma je povazovana
za vhodny ukazatel vyskytu této skupiny PCB v potravinach.



Spolecnou charakteristikou vétSiny pesticidii a PCB je jejich lipofilni povaha, dlouhy polocas
rozpadu v prostiedi (Wang a kol., 2018) a vysoka schopnost kumulovat se v zivo¢isnych
tkanich, zejména v tkani tukové (Hamadamin a Hassan, 2020). Tyto vlastnosti jsou z hlediska
kontaminace potravniho fetézce lidi podstatné. Z prokazanych negativnich G¢inkl na lidsky
organismus lze jmenovat kancerogenni, imunosupresivni, naruseni hormonalni rovnovahy a
s tim souvisejici negativni ovlivnéni reprodukénich funkei.

I kdyz je pouziti mnoha z téchto latek vzhledem k negativnimu piisobeni na zdravi lidi 1 na
zivotni prostiedi jiz zakdzano (Gongalves a kol., 2021), jejich rezidua se z divodu hojného az
neuvazené¢ho pouzivani v minulosti a velmi pomalé biodegradace mohou dosud objevovat
v zemédélskych surovinach véetné mléka (Borja a kol., 2005, Boudebbouz a kol., 2022, Parra-
Arroyo a kol., 2022).

K vyhodnoceni ptitomnosti rezidui vybranych pesticidii (pyrethroidy, organochlorové a
organofosforové) a PCB (suma kongenera 28, 52, 101, 138, 153, 180) v syrovém kravském,
ovéim a kozim mléce za patnactileté obdobi (2006-2020) byla pouzita data z monitoringu
provadéném SVS CR (Climova a kol., 2023-QK21010326-V36; Climova a kol., 2023-
0K21010326-V39). Celkem byly vyhodnocovany vysledky analyz 7094 vzorkl (kravské, 76
%; kozi, 19 %; ov¢i, 5 %) na pfitomnost pesticidll a 517 vzorka (80; 15; 5 %) na pfitomnost
PCB. Krom¢ vlivu druhu mléka byl sledovan i vliv obdobi (2006-2010; 2011-2015; 2016—
2020).

Pozitivni nalezy byly zjistény pouze u organochlorovych pesticidi (7,2 %). Nejvyssi zachyt
byl v mléce kravském (7,5 %), dale v kozim (6,0 %) a ov¢im (5,4 %). V prubéhu sledovaného
obdobi se podil pozitivnich vzorki snizoval z 12,1 % na 0,2 %. Na pocatku sledovani (2006—
2010) byl prokézan vysoky podil pozitivnich vzorkli na DDT (dichlordifenyltrichlorethan;
69,8 %) a HCB (hexachlorbenzen; 37,5 %). V poslednim obdobi sledovani (2016—-2020) byl
podil pozitivnich vzorkt obou latek jiz velmi nizky (2,1 %, resp. 0 %). Ze skupiny
organochlorovych pesticidli byla pozornost zamétena na vybrané dlouhodobé zakazané latky
(DDT, HCB, o-, B- a y-HCH (hexachlorcyklohexan)), u kterych byly zjiStény statisticky
vyznamné snizené koncentrace po roce 2010). V soudasnosti jsou v CR koncentrace téchto
nepovolenych pesticidi v mléce hluboko pod urovni MRL.

V ptipadé PCB bylo za patnactileté obdobi z analyzovanych vzorki mléka 16,8 % vzorkt
pozitivnich. Nejvyssi zachyt rezidui PCB byl v mléce kravském (18,3 %), dale v kozim
(11,8 %) a ov¢im (7,7 %). Rovnéz u PCB dochdzelo postupné k snizovani vyskytu pozitivnich
vzorki, a to z 24,0 % na 6,6 %. U sumy kongeneri PCB byly koncentrace ve druhych dvou
obdobich statisticky nevyznamné vyssi (Climova a kol., 2023-QK21010326-V36).

Veterinarni lécive pripravky
Nejproblematiétéjsimi kontaminujicimi latkami jsou bezesporu VLP. Radi se sem napf.
antibiotika (ATB), chemoterapeutika, antiparazitarni latky (kokcidiostatika, antihelmintika,

aj.), ostatni léciva (napf. analgetika, antipyretika, sedativa) (Samkovd a kol., 2023-
0K21010326-V11).

Ve veterinarni praxi patii k nejcastéji pouzivanym p-laktamova ATB (penicilin, ampicilin,
amoxicilin, cefalosporiny), tetracykliny (oxytetracyklin, doxycyklin, chlortetracyklin),
aminoglykosidy (streptomycin, gentamycin, neomycin), makrolidy (tylosin, tilmicosin,
spiramycin) (Dluhosova a kol., 2024-QK21010326-V15).

Podle antimikrobidlnich ucinkt 1ze ATB rozdé€lit na baktericidni a bakteriostaticka
(Obrazek 3). Bakteriostaticka ATB reverzibilné zastavuji rast a déleni bakterii, zatimco ATB
s baktericidnim ucinkem bakterie zcela usmrcuji (Levison a Levison, 2009).
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Obrazek 3: Rozdéleni antibiotik dle intenzity uc¢inku a nejcastéjsi zastupci (Zdroj: Samkova a kol.,

2025-0K21010326-V58)

Problematice VLP v¢etné ATB a jejich MRL se vénuji Narizeni EP a Rady (ES) ¢. 470/2009
a Narizeni EP a rady 2019/6, Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010. V pftiloze druhého z natizeni
jsou farmakologicky t€inné latky rozdéleny do dvou skupin. Skupina zakazanych latek, u nichz
nelze stanovit MRL, zahrnuje podrazec a vyrobky znéj, kolchicin, chloramfenikol,
chlorpromazin, dapson, dimetridazol, metronidazol, nitrofurany vcetn¢ furazolidonu a
ronidazolu. Ve skupiné€ povolenych latek jsou s vyjimkou téch, kde neni nutné stanovovat MRL
(napf. aminokyseliny), uvedeny hodnoty MRL (Tabulka 1).

Tabulka 1: Maximalni limity rezidui (MRL) pro mléko u vybranych antibiotik

Utinna latka Zarazeni MRL Utinna latka Zarazeni MRL

(ng/ke) (ng/ke)
Amoxicilin Peniciliny 4 Dikloxacilin Peniciliny 30
Ampicilin Peniciliny 4 Erythromycin Makrolidy 40
Bacitracin Polypeptidy 100 Gentamycin Aminoglykosidy 100
Benzylpenicilin | Peniciliny 4 Kloxacilin Peniciliny 30
Cefalexin Cefalosporiny 100 Linkomycin Linkosamidy 150
Cefapirin Cefalosporiny 60 Neomycin Aminoglykosidy | 1500
Cefazolin Cefalosporiny 50 Oxytetracyklin Tetracykliny 100
Cefchinom Cefalosporiny 20 Spiramycin Makrolidy 200
Cefoperazon Cefalosporiny 50 Streptomycin Aminoglykosidy | 200
Ceftiofur Cefalosporiny 100 Tetracyklin Tetracykliny 100
Ciprofloxacin Chinolony 100*

Zdroj: Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010; *suma enrofloxacinu a ciprofloxacinu

Legislativni ptedpisy EU (Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010) stanovuji MRL zpravidla ptisnéji
a podrobnéji nez Codex Alimentarius, napt. pro gentamycin je stanoven limit 100 pg/kg,
zatimco Codex Alimentarius uvadi 200 pg/kg, podobné pro tylosin (50 pg/kg, resp. 100 pg/kg).
Pro mnoh¢ latky (napt. ampicilin, kloxacilin, cefalexin, cefapirin, oxacilin, thiamfenikol,
bacitracin) neni MRL v Codex Alimentarius uréen (DIuhosovd a kol., 2024-QK21010326-V15).



Rizika a faktory vyskytu RIL v mléce

Rizika spojovanad s vyskytem RIL v mléce

RIL v mléce, zejména rezidua ATB piedstavuji nékolik zavaznych rizik (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Piehled rizik souvisejicich s vyskytem rezidui inhibi¢nich latek, zejména antibiotik,
v mléce hospodarskych zvirat

Ztejmé& nejzavaznéjsi jsou rizika zdravotni a technologicka uzce souvisejici s ekonomickym a
pravnim rizikem, a neméné diilezité je i riziko ekologické, etické a marketingové (Adegbeye a
kol., 2024; Alam a kol., 2025; Mouiche a kol., 2024, Zhao a kol., 2025).

Nejcastéji popisovanymi nezddoucimi G¢inky rezidui ATB na zdravi lidi jsou imunologické
reakce, narast antibiotické rezistence bakterii a naruseni stfevni mikrobioty. K méné obvyklym
¢1 méné prozkoumanym zdravotnim dopadim patii teratogenita, karcinogenita, reprodukéni
toxicita, nefrotoxicita, hepatotoxicita, naruSeni kostni diené (Lee a kol., 2001; Nisha, 2008;
Soni, 2012; Kyuchukova, 2020).

Imunologické reakce jsou spojovany hlavné s p-laktamovymi ATB (peniciliny,
cefalosporiny). Jejich projevy jsou pievdzné mirného charakteru (vyrazka, alergicka
dermatitida), ale u vysoce citlivych jedinci mize dojit 1 k systémové reakci (anafylakticky Sok)
s ptimym ohrozenim Zivota (Lee a kol., 2001; Nisha, 2008; Kyuchukova, 2020).

Stoupajici rezistence patogennich bakterii k ATB je povazovana za jednu z nejzavaznéjSich
globdlnich hrozeb pro lidské zdravi v 21. stoleti. Hospodaiskd zvifata jsou dulezitym



rezervoarem zoonotickych bakterii rezistentnich na antimikrobialni latky, jako jsou salmonely,
kampylobaktery, enterokoky a Escherichia coli (Tempini a kol., 2018).

Z pohledu zpracovani mléka je jakéakoliv pfitomnost rezidui nezadouci, vzhledem k tomu,
ze omezuji rust fady mikroorganismi vyuzivanych v mlékarenskych kulturach pti vyrobé
fermentovanych mlécnych produktt. V dusledku kontaminace mléka rezidui ATB dochazi ke
snizeni kyselosti, kysaci schopnosti a syfitelnosti mléka, k negativnimu ovlivnéni procesu zrani
syrti a rovnéz k vyskytu nezadoucich senzorickych zmén u finalnich produktii. Udaje o citlivosti
mlékatskych kultur k antimikrobidlnim latkdm jsou v odborné literatufe Casto rozdilné
(Tabulka 2), protoze i jednotlivé kmeny téhoz druhu bakterii mlécného kysani mohou
vykazovat odliSnou citlivost. K faktoriim ovliviiujicim citlivost ¢istych mlékatskych kultur patii
druh kultury, slozeni kultury (monokultura vs. smésnd kultura) a druh antimikrobiélni latky
(mechanismus piisobeni ATB na mikrobiélni buiiku). Technologické procesy pusobi ¢aste¢nou
degradaci antimikrobialnich latek — mira degradace zavisi na teploté, dob¢ oSetfeni, chemické
struktufe latek aj. Tepelnou rezistenci je nutné posuzovat u kazdého ATB zvlast’ (Navratilova
a kol., 2023-QK21010326-V11).

Tabulka 2: Vybrané publikace sledujici vliv antibiotik na mlékarenské kultury p¥i vyrobé
fermentovanych mléénych produkti

Vyrobni Utinky
Antibiotika proces/sledované Zdroj'
mikroorganismy
Cefalexin Vyroba jogurtu * u ceftiofuru statisticky Navrdtilova
Cefoperazon z kravského mléka vyznamny vliv na pH, titra¢ni a kol., 2022’
Cefchinom 5 druht jogurtové kultury? | kyselost a obsah kyselin mlécné,
Cafazolin —FD-DVS YC-X11; FD- pyrohroznové a octové
Ceftiofur DVS YF-L903; FD-DVS * Uplna inhibice kultur jiz pfi
YF-L812 Yo Flex; FD- koncentraci ceftiofuru 100 ug/kg
DVS YC-381 Yo Flex; (=MRL)
DELVO YOG CY-340- * nejmensi vliv na aktivitu kultur
DSL mél cefoperazon
Linkomycin Vyroba syra z kravského | * koncentrace 10, 20 a 40 ng/kg Chiesa a
mléka (MRL=150 ug/kg) vedly kol., 2020

k ¢aste¢né inhibici produkce
mlécné kyseliny

Amoxicilin Vyroba syra z koziho * vliv m¢ly predevsim Quintanilla a
Benzylpenicilin = mléka erythromycin a oxytetracyklin, kol., 2019
Kloxacilin jejichz koncentrace 40 a 100
Erythromycin pg/kg vedly k prodlouzeni doby
Ciprofloxacin vyroby o 1.22i29 min, resp.
Enrofloxacin 108+25 min
Oxytetracyklin
Erythromycin Vyroba syra z koziho » statisticky vyznamné zvysSeni Quintanilla a
Tylosin mléka tvrdosti syra a sniZeni kol., 2018
Spiramycin koncentrace volnych mastnych

kyselin pouze u tylosinu
Neomycin Vyroba syra z kravského | * rezidua ATB mohou ovlivnit Lanyi a kol.,
Tetracyklin mléka technologické procesy i 2018’

v koncentracich niz§ich nez MRL
* tepelné oSetfeni snizuje
mnozstvi ATB v mléce




Vyrobni Ulinky
Antibiotika proces/sledované Zdroj'
mikroorganismy
Tetracyklin Vyroba syra z ov¢iho * koncentrace 2 MRL a MRL Cabizza a
mléka vedla k prodlouzeni doby vyroby | kol., 2018
035 a 78 min
Cefalexin Vyroba jogurtu z ov¢iho | * koncentrace nizs$i nez MRL Novés a kol.,
mléka miiZe inhibovat riist Str. 2015
jogurtova kultura? thermophilus a zpusobit
—_DELVO-YOG® TY- nerovnovahu v pH a v poméru
17A DSL L®:DO izomert mlééné kyseliny
Penicilin Vyroba syra z kravského |  laktobacily inhibovany Salas a kol.,
Streptomycin mléka v niz$ich koncentracich obou 1999
Enterococcus faecalis (11 | ATB nez enterokoky, tzn. 10 vs.
kment), Lbc. casei (7 40 I.U./ml penicilinu a 0,05 vs.
kmeni) 0,1 mg/ml streptomycinu
Penicilin Tti syrafské kultury a: * 50 % inhibice bakterii Cogan,
Kloxacilin Lactococcus lactis mlécného kvaseni 1972
Streptomycin (4 kmeny), * rozsah koncentraci: penicillin:
Tetracyklin Lactococcus cremoris 0,009-0,20 pg/lI; kloxacilin:
(4 kmeny), 0,24-2,50 pg/l; tetracyklin: 0,09—
Str. thermophilus 0,60 pg/l; streptomycin: 0,35-
(3 kmeny), 13,0 pg/l
Lbc. bulgaricus * 50 % a 100 % inhibice
(2 kmeny), syrafskych kultur

ATB = antibiotika; MRL = maximalni limit rezidui; Lbc. = Lactobacillus; Str. = Streptococcus

Lbc. lactis (1 kmen)

» primérné koncentrace: penicilin
0,12 a 0,26 ng/l; kloxacillin: 1,91
a 3,9 ug/l; tetracyklin: 0,13 a
0,36 pg/l; streptomycin: 0,59 a
2,06 pg/l

! Zdroj: Navratilova a kol., 2023-QK21010326-V11
2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus

Ekonomicky a pravné je pfitomnost rezidui ATB v mléce velkym problémem. Pokud jsou
v mléce detekovany, musi byt takové mleko zlikvidovano, coZ znamené znacné financni ztraty
pro zemé&délce 1 zpracovatele. Navic je to v rozporu s legislativou EU, ktera stanovuje ptisné
limity pro rezidua ATB v potravinach (Treiber a kol., 2021; Narizeni Komise (EU) ¢. 37/2010).

Z ekologického pohledu jsou ATB hrozbou pro zivotni prostfedi — jejich zbytky se mohou
dostavat do pady a vodnich zdrojt, kde ovlivituji mikroorganismy a podporuji vznik rezistence
1 mimo télo cloveéka (Alam a kol., 2025; Zhao a kol., 2025; Serwecinska, 2020).

Faktory ovliviwujici vyskyt RIL v mléce

Obrazek 5 shrnuje faktory, které nejcastéji ovliviiuji pfitomnost RIL, zeyména ATB v mléce.

Nekteré faktory byly sledovany i v ramci projektu QK21010326, tyto budou popsany blize.
Zootechnicka opatieni jsou pak uvedena v samostatné podkapitole Situace v chovech.
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Obrazek 5: Zakladni faktory vyznamné z hlediska vyskytu rezidui inhibi¢nich latek v mléce (i.m. =
intramuskularni podani, imam. = intramamarni podani; RIL = rezidua inhibi¢nich latek; VLP =
veterinarni 1é¢ivé pripravky)

Dojnice, uloha cytochromu P450

Zivodisny organismus je vybaven velmi u¢innymi systémy, které plni zasadni roli
v biotransformaci nejen endogennich latek vznikajicich v rdmci metabolismu, ale zejména
vétSiny cizorodych latek (xenobiotik), s nimiz ptichdzi do styku (Vecerek a kol, 2024-
0K21010326-V13). Vyznamnou roli v detoxikaci mohou hrat cytochromy P450 (CYP), které
se vyskytuji prakticky ve vSech tkanich, avSak jejich nejvétsi koncentrace je v travicim traktu,
a pfedevsim v jatrech. Do biotransformace cizorodych latek jsou zapojeny zejména rodiny
enzymi CYP1, CYP2, CYP3. CYP vétSinou preménuji xenobiotika na jejich neSkodné
metabolity, nékdy miize dochazet k bioaktivaci a vznikly metabolit pak vykazuje vyssi toxicitu
nez ptvodni latka. Schopnost biotransformace xenobiotik se mezi jednotlivymi dojnicemi mize
lisit. Je ovliviiovana genetickymi i environmentalnimi faktory a méni se i v pribéhu Zivota.

Dojnice, stadium laktace, energeticky metabolismus

Béhem laktace prochdzeji dojnice riznymi metabolickymi zménami, které se odrdzeji nejen
v dojivosti, ale 1 ve slozeni mléka. Cilem studie Reindl a kol., 2024-QK21010326-V'8 bylo zjistit
mlécnou uZitkovost a sloZeni v zavislosti na stadiu laktace a popsat vztahy mezi ukazateli
energetického metabolismu, zejména ketonovymi latkami (B-hydroxymaselna kyselina (BHB),
aceton) v mléce a vybranymi ukazateli mlé¢né uzitkovosti a slozeni. Studie byla provedena na
1 909 dojnicich holStynského plemene, ceského strakatého plemene a jejich kiiZzenct, které byly
rozdéleny do Ctyt skupin podle stadia laktace (rana (6—100 dni v dojivosti), stiedni (101-200
dni), pozdni (201-305 dni) a prodlouzena (>305 dni)). Béhem celé laktace byla zjisténa obvykla
dynamika hlavnich slozek mléka, tj. zvySeni obsahu bilkovin (z 3,30 na 3,76 g/100 g) a obsahu
tuku (z 4,25 na 4,42 g/100 g) a sniZeni obsahu laktoézy (z 5,06 na 4,91 g/100 g). V rané a
prodlouzené fazi laktace byl zjiS§tén vyznamné vyssi obsah ketonovych latek (p <0,001) nez ve
stfedni a pozdni fazi laktace. Vliv lipomobilizace na sloZzeni mlé¢ného tuku je dokumentovan
pozitivnimi korelacnimi koeficienty mezi ketonovymi latkami a mastnymi kyselinami
s dlouhym a stfednim fetézcem a negativnimi korelacnimi koeficienty mezi ketonovymi
latkami a mastnymi kyselinami s kratkym fetézcem. Pozitivni korelac¢ni koeficienty byly



zjistény mezi ketonovymi latkami a mléénym tukem, citronovou kyselinou, pomérem
tuk/protein, skérem PSB. Negativni korelacni koeficienty byly zjiStény mezi ketonovymi
latkami a bilkovinami, laktézou a volnymi mastnymi kyselinami. Vysledky ukazaly, Ze
v soucasnosti Casto realizovana prodlouzena laktace u vysoce produktivnich dojnic je podobné
naro¢na jako Casna laktace.

Lécba dojnic, kontrola RIL, kvalita mléka

Cilem studie Climové a kol., 2024-QK21010326-V19 bylo porovnat vysledky riznych
screeningovych testit (Delvotest T, Twinsensor BT 020 a Eclipse 50) na pfitomnost rezidui
ATB v mléce 1écenych dojnic, a to béhem ochranné lhity a po jejim fadném ukonceni a
vyhodnotit pfitomnost rezidui ATB s ohledem na vybrané faktory (napf. indikace pro podani
ATB, skupina ATB a pocet antimikrobidlnich latek). Soucasti prace bylo rovnéz posoudit
vybrané parametry kvality mléka (tuk, hruby protein, laktéza, PSB a pomér tuku k proteinu).
Celkem bylo analyzovano 234 vzorki mléka, u nichz byla zjisténa ptitomnost rezidui ATB jak
od dojnic beéhem ochranné lhtity, tak po ni. Statisticky vyznamny rozdil v procentu pozitivnich
vzorkili mléka odebranych béhem ochranné lhlity a po ni byl zjiStén pouze u Delvotestu T
(»=0,0060). U vzorkli mléka byla nejvyssi pozitivita zjiSténa pii testovani pomoci testll
Twinsensor BT 020, nasledovanych Delvotestem T a Eclipse 50. Zde je potfeba zminit, Ze prvni
z testi m&d mnohem vyssi citlivost nez Delvotest a Eclipse 50.

Po ochranné lhiaté se vyskyt pozitivnich vysledki vyznamné lisil v zavislosti na indikaci
ATB pii testovani pomoci Delvotestu T (p=0,0212), ktery vykazoval nejvyssi pozitivitu pfi
1€6¢bé mastitidy (37,0 %) — Obrazek 6.

Obsah tuku (p=0,0060), pomér tuk/protein (p=0,0007) a PSB (p=0,0015) se vyznamn¢ lisily
v zavislosti na indikaci 1é¢by. Obsah tuku (p=0,0022), pomér tuk/protein (p=0,0470) a PSB
(»p=0,0175) se vyznamné li$ily také v zavislosti na skupiné podaného ATB. Nejvyssi potencidlni
riziko z hlediska pfitomnosti rezidui ATB bylo zjisténo ve vzorcich mléka odebranych od
dojnic po 1é€b¢ mastitidy — Climové a kol., 2024-QK21010326-V19.
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Obrizek 6: Procentualni podil pozitivnich vzorku v zavislosti na a) ochranné lhuté, b) druhu podaného
1é¢iva — antibiotika, c) poctu 1é¢ivych sloZek v piipravku, d) indikaci 1écby, e) metodé detekce (Zdroj:
Samkova a kol., 2025-QK21010326-V58)



Ochranna lhuta, kvalita mléka

Vysledky experimentu Hasorové a kol., 2022-QK21010326-V1 poukézaly na to, Ze v obdobi
okolo ukonceni ochranné lhiity jsou v mléce dojnic stale zjisStovany extrémné vysoké hodnoty
PSB, a to jak pfed ukonc¢enim ochranné lhiity, tak po ni (xg = 486 tis./ml, resp. 440 tis./ml).
Ptitomnost RIL byla prokazana u 16,4 % dojnic s fadné ukoncenou ochrannou lhitou. Tyto
dojnice mély soucasné extrémné¢ vysoké hodnoty PSB (xg= 1887 tis./ml) — Obrazek 7.

Vzhledem k nasSemu zjisténi, ze rezidua ATB lze prokazat v mléce 1 po ochranné lhite, je
tieba konstatovat, ze chovatelé by se neméli spoléhat pouze na tento termin, ale méli by rovnéz
provadét kontroly na pritomnost RIL pied uvedeni mléka dané dojnice do dodavky.
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Obrizek 7: Rozdéleni ¢etnosti (%) pro pocet somatickych bunék (tis./ml) v mléce dojnic s ukoncenou
ochrannou lhiitou a téidénych dle ndlezu rezidui antibiotik (pozitivni, n=21; negativni, n=107) v¢etné
geometrického priméru (xg) v dané skupiné (Zdroj: Hasoriovd a kol., 2022-QK21010326-V1)

Rok, sezona, kvalita mléka

V retrospektivni analyze Nejeschlebové a kol., 2022-QK21010326-V26 bylo jednim z cilt
vysvétlit variabilitu vyskytu RIL s faktory jako je sezdna a rok, pti¢emz k hodnotdm RIL byly
logicky vztazeny 1 hygienické mlé¢né ukazatele: celkovy pocet mikroorganismii (CPM) a PSB.
Tlak na zlepSeni technologie péce o dojnice a hygienu dojeni v ¢ase vysvétloval 57,8 % variaci
ve snizeni vyskytu RIL. Bylo zminéno pfedchozi mezindrodni srovnani vysledkti RIL, kde
rostouci velikost stdda dojnic zvySovala pravdépodobnost vyskytu RIL (p <0,05; korelace od
0,49 do 0,51). To vysvétlovalo 24,3 az 26,6 % variability vyskytu RIL. V ¢asové periodé 2011
az 2020 byly v trendech vSechny mlécné ukazatele (RIL, CPM a PSB) ztetelné vylepSeny. CPM
byl redukovan na 23,6x10°KTJ/ml (2020) a PSB na 221 a 230x10%ml (2019 a 2020).
Opakovana sezonnost ukazatelll v kalendainich mésicich po letech byla zfetelna pro CPM, a
zejména pro PSB (oboji lze vysvétlovat sezonnimi teplotnimi fluktuacemi prostiedi —
technologické a zdravotni efekty) a méné pro RIL (uzsi vazba na chyby v technologii chovu
dojnic a dojeni). Linearni regrese vztahu log CPM X RIL podle mé&si¢nich priméra za 10 let
ukézala korelacni koeficient +0,18 (p >0,05) s mirnym zvySovani RIL s rostoucim CPM.
U vztahu PSB x RIL byl korelacni koeficient +0,23 (p <0,05) s moznym rtstem RIL
s rostoucim PSB. Jen 5,3 % variaci v hodnotach RIL je vysvétlitelnych variabilitou PSB. Vztah
log CPM x log PSB m¢l korela¢ni koeficient +0,47 (p <0,001), kde az 22,1 % variaci
ve zdravotnim stavu mlécné zldzy dojnic miize byt vysvétleno kolisanim v hygiené¢ chovu a
hygien¢ dojeni. Dusledné provadéni technologickych bodli antimastitidniho programu ve
stadech dojnic, zejména v hygiené jejich dojeni, je tedy vyznamnou polozkou zlepSovani
situace ve vyskytu RIL.



Profylaktické vyuziti ATB

Kromé 1é¢by jsou ATB vyuzivany u dojnic i profylakticky. Takovym opatfenim je napf.
antiketogenni profylaxe s vyuzitim ionoforového ATB, monensinu. V souvislosti s vysokymi
energetickymi naroky na zacatku laktace se dojnice prakticky fyziologicky dostavaji do
negativni energetické bilance (Zhang a kol., 2020). Nadmérna tvorba neesterifikovanych
mastnych kyselin v souvislosti s lipomobilizaci je pfi¢inou zvySené jaterni ketogeneze
(Bradford a kol, 2015). U vysokoproduktivnich dojnic srizikem hyperketonemie se
preventivné nebo 1écebné aplikuji latky posilujici glukoneogenezi a utilizaci energie. Monensin
se ziskava fermentaci pomoci Streptomyces cinnamonensis (Kozerski a kol., 2017) a ovliviiuje
bachorovou fermentaci ve prospéch tvorby propionové kyseliny a jejiho pednostniho vyuziti
pro syntézu glukozy (Markantonatos a Varga, 2017).

V provedeném pokusu (Horcickova a kol., 2025-QK21010326-V14) byl u dojnic oSetfenych
monensinem v podobé peroralnich kapsli zjistén ve 30. a 60. dnu laktace niz$i obsah BHB
v krvi a ve 30. dnu laktace i nizsi obsah BHB a acetonu v mléce. Ve vSech tfech terminech (30.,
60., 90. den) byl zaznamenan i ptiznivéjsi obsah plazmatickych bilkovin a mocoviny, vyssi
koncentrace triacylglycerolli a cholesterolu. Byly zjistény i1 vyssi koncentrace tyroxinu,
trijodtyroninu a tyreotropinu odraZejici vysSi aktivitu S§titné Zlazy. U dojnic oSetfenych
monensinem byly zaznamenany ptiznivéjsi parametry uzitkovosti (Obrazek 8). Rozdily mezi
experimentalni a kontrolni skupinou vSak nebyly u zddného z metabolickych a ani produkénich

parametri hodnocenych 30., 60. a 90. den laktace statisticky vyznamné.
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Obrazek 8: Mlééna produkce za prvnich 100 dni laktace a jeji zména oproti piredchozi laktaci u dojnic
v experimentalni (oSetfené monensinem) a kontrolni skupiné (Zdroj: Horcickova a kol., 2025-
0K21010326-V14)

Na tomto misté je tfeba doplnit, Ze registrace perordlnich kapsli s fizenym uvoliovanim
monensinu byla 15. kvétna 2024 rozhodnutim Evropské komise docasné pozastavena na
zéklad¢ doporuceni Vyboru pro veterinarni 1é¢ivé piipravky Evropské agentury pro 1éCivé
ptipravky. V dusledku toho byly vSechny Sarze v ramci EU stazeny z trhu, dokud vyrobce
nezavede napravna a preventivni opatfeni k odstranéni zjiSténych kvalitativnich nedostatki
(EMA, 2024).

Dalsim profylaktickym opatfenim, kde se vyuzivaji ATB, je zaprahovani dojnic
(Nejeschlebova a kol., 2024-QK21010326-V53). V soucasnosti je tato problematika velmi
diskutovdna a vramci antibiotické politiky je doporucovdno vyvarovat se plosSnému



zaprahovani ATB. Zaprahovani pomoci ATB by mélo byt realizovano vyhradné vybéroveé
podle PSB na konci laktace. V soucasnosti jsou rovnéz nabizeny ruzné piirodni preparaty,
nahrazujici pouziti ATB.

Metody detekce RIL

Systém detekce RIL v prvovyrobé mléka a mlékarenské praxi lze rozdélit do dvou krokl na
sobé zavislych. Pfi plosném monitorovani RIL umoznujicim rychlé stanoveni piitomnosti
inhibi¢nich latek se vyuzivaji screeningové testy — selektivni a Sirokospektralni rychlotesty.
Pritomnost RIL lze prokdzat i1 mikrobiologickymi plotnovymi metodami a také
imunoenzymatickymi metodami. Na tyto testy a metody navazuji fyzikalné chemické metody,
nizkovoltazni gelova elektroforéza, radioimunoanalyza a konfirmacni chromatografické
metody (plynova a kapalinova). Jsou pouzivany pii cileném vySetfovani nebo v ndvaznosti na
piedchozi mikrobiologické metody. Umoziiuji identifikaci hledané latky a jeji ¢asteCnou nebo
exaktni kvantifikaci. V laboratorni diagnostice RIL je tfeba si uvédomit, ze neexistuje
univerzalni metoda, kterd by umoznovala detekovat vSechny antimikrobidlni latky s vyhovujici
citlivosti. Je proto nutné kombinovat rizné metody do integrovaného systému, ktery vyzaduje,
aby vysledky screeningovych testil a plotnovych metod byly v kone¢ném kroku konfirmovany
a kvantifikovany instrumentalnimi metodami (Hanus a kol., 2012; Hanus a kol, 2021-
0K21010326-V2; Hanus a kol., 2022-QK21010326-V6).

Screeningové (kvalitativni) metody

Screeningové metody pro stanoveni RIL v mléce zaznamenaly od 80. let 20. stoleti vyznamny
pokrok, coz pfispélo k zasadnimu zlepSeni programt kontroly RIL v mléce. S neustdle se
roz§ifujicim spektrem antimikrobidlnich latek roste i poptdvka po screeningovych metodach
schopnych rychlé, citlivé a spolehlivé detekce jejich rezidui. Trendem je také provadéni testt
na misté (na farmach nebo v zadvodech na zpracovani mléka) operatory bez specializované¢ho
Skoleni namisto laboratornich pracovniki, coz vede k tomu, ze vétSina komeréné dostupnych
testll je nabizena v robustnich a uZivatelsky pfivétivych formatech. Vyvoj téchto metod 1ze
vidét napriklad v: (1) Siroké skale komeréné dostupnych testovacich formatt, od testovacich
sad pouZitelnych in situ az po sofistikované laboratorni pfistrojové systémy umoziujici
rozsahlé testovani v laboratotich, (2) screeningovych metodach, které Ize pouzit k analyze
Siroké Skaly antimikrobidlnich latek, pfi€¢emz né€které umoziuji detekci specifického ATB,
zatimco jiné detekuji celé skupiny ATB soucasné, (3) vyrobcich nabizejicich testovaci sady
kompatibilni s automatickym ukonfenim inkubace a vyhodnocenim testu s naslednym
pienosem dat do mobilni aplikace, nebo (4) dostupnosti testil s riiznou citlivosti odrazejici
specifické pozadavky na maximalni koncentrace antimikrobialnich latek (Navrdtilova a kol.,
2024-QK21010326-V50).

V praxi se nejcastéji vyuzivaji Delvotest®, BR-Test, Eclipse, Charm testy, Copan test,
BetaStar, TwinSensor. Detekcni limity (citlivost) testu pro specifickd antibiotika, se mohou
u screeningovych testd vyznamné lisit (Tabulka 3) a stejné tak se 1181 mnozstvi stanovovanych
antimikrobialnich latek — nékteré jsou Sirokospektralni, jiné selektivni. Kazdy druh testu ma
pfitom své vyhody a nevyhody (Navratilova a kol., 2024-QK21010326-V'50).

Kvantitativni metody stanoveni rezidui ATB

Pro kvantifikaci rezidui ATB je moZné vyuZit vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC/UHPLC) s UV nebo fluorescencni detekci, kapalinovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS), ptipadné¢ imunoanalytické metody (ELISA, LFIA) — (Dluhosova
a kol., 2024-QK21010326-V15).



Tabulka 3: Citlivosti vybranych testii uvadéné jednotlivymi vyrobci v pg/kg pro vybrana léciva
(Zdroj: Navrdtilova a kol., 2024-QK21010326-V50)

Antibiotikum MRL Charm Charm Copan Delvotest® | Delvotest® Eclipse
(ng/kg) Blue CowSide Milk T (ampule) SP-NT 50
Yellow 11 1I (ampule)
Amoxicilin 4 2-3 34 2-4 4 2 4
Ampicilin 4 2-3 34 <2 4 2 4
Cefalonium 20 10-15 15-20 - 8 10 20
Cefalexin 100 60-100 75-100 >45 20 45 60
Cefapirin 60 4-6 8-10 2,5-5 6 2 8
Cefchinom 20 40-60 40-60 30-100 40 65 150
Cefoperazon 50 20-30 20-30 25-50 40 30 50
Ceftiofur 100 50-100 50-100 50-100 20 20 100
Erythromycin 40 100-150 75-100 >200 160 90 200
Gentamycin 100 75-100 75-150 100-500 100 90 400
Kanamycin 150 - - - 1010 1700 >2000
Kloxacilin 30 10-20 10-25 10-15 6 12 30
Linkomycin 150 100-150 75-150 150 275 170 300
Neomycin 1500 75-150 100-150 | 500-2000 60 115 1500
Oxytetracyklin 100 75-100 75-100 250-500 100 300 100-150
Penicilin G 4 1-2 2-3 1-2 1 2 3-4
Spiramycin 200 400-500 | 300-400 >2000 1500 280 >400
Streptomycin 200 - - <1000 500 700 >2000
Sulfadiazin 100 80-100 40-60 50-100 40 65 100
Tetracyklin 100 75-100 50-100 250-500 70 300 100-150
Tilmicosin 50 25-35 25-35 75-100 60 30 100
Trimethoprim 50 200-300 | 200-300 100-150 110 160 -
Tylosin 50 20-30 20-30 50-100 35 35 50

MRL = maximalni limit rezidui

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imunochemickda metoda slouZzici
k rozpoznani pfitomnosti antigenu (analytu) ve vzorku prostiednictvim jeho specifické
interakce s protilatkou. Barevny produkt enzymatické reakce se zméfi na specidlnim
spektrofotometru pti prislusné vinové délce. Metoda je rychld, pomérné levna, s jednoduchou
pfipravou vzorku. Je vhodna i k vyuZiti na farmach. Nevyhodou je vyssi riziko falesné
pozitivnich vysledki a Casto je pouze semi-kvantitativni.

U chromatografickych metod je pravdépodobné nejvétsim tuskalim piiprava vzorki
(Obrazek 9). Mléko je vzhledem ke svému sloZeni slozitd matrice, Casto je nutna precipitace
proteinlt (s vyuzitim acetonitrilu, kyseliny trichloroctové) a odstranéni tukd (hexan,
centrifugace). Vzhledem k nizkym obsahim ATB je analyt tfeba ze vzorku izolovat a
zakoncentrovat. Provadi se tprava pH pro stabilitu ATB a zajisténi vysoké vytéznosti extrakce,
u tetracyklinl je nutné ptidat chelata¢ni ¢inidla (EDTA = kyselina ethylendiaminotetraoctova),
aby se rozrusily komplexy s vapnikem.
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Obrazek 9: Postup p¥ipravy vzorka (Zdroj: Bartikova a kol., 2025; QK21010326-V60)

V porovnani s HPLC/UHPLC s UV nebo fluorescen¢ni detekci pracuje LC-MS/MS s vysokou
selektivitou, citlivosti a umoznuje multirezidualni stanoveni (desitky az stovky latek).
Nevyhodou je cena téchto piistroju a slozita obsluha (Dluhosova a kol., 2024-QK21010326-
Vi5).

ATB predstavuji skupinu chemicky velmi nesourodych latek, u nichz je nutné
chromatografické podminky testovat individualn€ a pouzité metody peclivé validovat. Pro
analyzu PB-laktamovych a tetracyklinovych ATB se nejCastéji pouzivaji kolony s reverzni
stacionarni fazi, nej¢astéji C18. Mobilni faze byva sloZena z acetonitrilu nebo methanolu a jsou
pouzivany kyselé pufry. Spotieba rozpoustédel pii této instrumentaci je pomérn¢ vysoka a
vétSina metod je také znacné dlouhda. Navic starsi typ kolon je v kyselé oblasti méné stabilni.
Urcitym feSenim by mohlo byt pouziti sub-2 pm kolon, coz umozni podstatné zkraceni doby
analyzy pii zachovéni kvalit separa¢niho procesu, a tim snizeni mnoZstvi spotiebovanych
rozpoustédel.

Studie Daddakové a kol., 2024-QK21010326-V51 testovala moZnost nadhrady klasickych
chromatografickych kolon kolonou s nizkym zrnénim nosice staciondrni faze (sub-2 pum
kolona) pfi analyze vybranych ATB. Pro testovani byly vybrany penicilin G a cefoxitin jako
zastupci skupiny B-laktamovych ATB a tetracyklin jako reprezentant skupiny tetracyklinovych
ATB. Pro testovani byla zvolena chromatografick4 kolona SB-C18 s parametry 4,6 x 50 mm
se zrnénim naplné 1,8 um (Agilent Technologies). Pouzita kolona umoznila podstatné zkraceni
doby analyzy (tetracyklin 50 %, B-laktamova ATB 45-74 %) pii zachovani kvalitativnich
parametri ziskanych dat. Pouziti sub-2 um kolony bylo moZné bez podstatné zmény
chromatografickych parametrti u testovanych konkrétnich metod.

Vzhledem k extrémnimu rozsahu charakteristik rezidui ATB pfedstavuje multirezidualni
analyza pro analytiky stale velkou vyzvu. PrestoZe vétSina studii stale analyzuje pouze nékolik
vybranych ATB, pokusy o provedeni takovych analyz (s v&tSim ¢i mensim uspéchem) jiz byly
ucinény, coz, doufejme, piipravi cestu nejen pro budouci vyzkum v této oblasti, ale mozna i pro
aplikaci v mlékarenské a regulacni praxi (Dluhosova a kol., 2024-QK21010326-V15).

Situace v chovech

V CR jsou dlouhodobé nizké hodnoty pozitivnich vzorki mléka dodavaného ke zpracovani.
Nejeschlebova a kol., 2022-QK21010326-V26 provedli retrospektivni studii zpracovanim
databaze vyskytu RIL (330 tis. piivodnich bazénovych vzorkii mléka a 120 mési¢nich primért
z oficialni kontroly kvality mléka v CR za poslednich 10 let). Vysledky této analyzy naznacily
vyznamny pokles frekvence vyskytu RIL z 0,16 % (2013) na hodnoty 0,06 (2017), 0,05, 0,06 a
0,11 % (2020). Tésnost vztahu ¢asového vyvoje poklesu RIL byla -0,76 (p <0,001).

Nizké hodnoty pozitivnich vzorkli RIL jsou patrné rovnéz za rok 2024 (Obrazek 10).



% pozitivnich vzorki

Obrazek 10: Procentualni podil pozitivnich vzorki na rezidua inhibi¢nich latek ve vykupovaném
syrovém kravském mléce v roce 2024 v Ceské republice (Zdroj: Hasoriovd a kol., 2025-QK21010326-V18)

Jednim z cila projektu QK21010326 bylo provést dotaznikové Setfeni mezi chovateli dojeného
skotu v CR a posoudit vybrané charakteristiky chovi a preventivni opatieni ve vztahu k riziku
vyskytu RIL, zejména ATB, v syrovém kravském mléce. V Setfeni realizovaném od tijna 2024
do dubna 2025 (Hasonova a kol., 2025-QK21010326-V18) bylo ziskdno 93 dotaznikii z deviti
krajii CR. Vysledky ukazaly, ze dezinfekci struki pfed dojenim vykonava nizsi poget chovateli
(85 %) nez po dojeni (98 %). Pouze 25 % chovli uvedlo, ze po 1é¢be dojnic a pfed zafazenim
mléka do dodavky provadéji kontrolu RIL pravidelné, a to obvykle (z 80 %) testy pfimo ve staji
nebo v laboratofi. VétSina chovatelll (75 %) odpovédéla, ze spoléha na doporuc¢ené ochranné
lhiity VLP nebo provad¢ji kontrolu RIL pouze prilezitostné. Potésujicim vysledkem je rostouci
uplatiiovani selektivniho zaprahovani, které uvedlo 65 % chovateld, zatimco plosné
zaprahovani pomoci ATB vyuziva jen 29 % chovl (Obrazek 11).
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Obrizek 11: Vyhodnoceni vybranych otiazek z dotaznikového Setieni u chovateli dojnic (n=93); ATB =
pouziti antibiotik; DS = dezinfekce strukii; PSB = pocet somatickych bunék; RIL = rezidua inhibi¢nich
latek (Zdroj: Hasoriova a kol., 2025-QK21010326-V18)

V ramci Setfeni byly posouzeny i vybrané faktory ve vztahu k % dojnic 1écenych ATB. Podle
udaju chovateld byl podil 1é¢enych dojnic do 5 % za posledni rok u 22 % respondenti, 6—10 %



u 58 % respondentll a 11% hranici ptekroCil u 15 % respondentl. V ramci statistického
vyhodnoceni byly skupiny 6-10 % a 11 a vice % spojeny (Tabulka 4).

Tabulka 4: Posouzeni procentualniho podilu dojnic 1é€enych antibiotiky v chovech v zavislosti na
cetnosti dojeni, uzitkovosti dojnic za laktaci a provadéné faremni kultivaci puvodci onemocnéni

Podil lécenych dojnic

Faktor Kategorie n <5 % >5 0, p
2x denng 58 17 83
Eetnost doient 3x denné 12 33 67 0.1590
ctnost dojent vicekrat (robotické dojeni) 16 37 63 ’
Celkem 86 23 77
oL <10 000 47 19 81
Prum(?rna dojivost za ~10 000 38 26 74 0,4303
laktaci (kg)
Celkem 85 22 78
] ) provadéna 67 19 81
F?remnol kultlvacev . neprovadéna 17 41 59 0,0597
puvodci onemocnéni
Celkem 84 24 76

Z vysledkii dotaznikového Setfeni vyplynulo, Ze chovatelé v CR ve vétsiné piipadii uplatiiuji
zakladni hygienicka opatfeni a preventivni pfistupy, které mohou piispét ke snizovani rizika
vyskytu rezidui ATB v mléce. Urc¢ité moznosti ke zlepSeni lze spatfovat v kontrolach RIL
umléka po 1é¢bé dojnic pied vlastni dodavkou do mlékarny, a dal$im rozsifeni uplatnéni
selektivniho zaprahovani dojnic. Nelze vSak opomenout, ze dulezita je pfedevSim prevence
onemocnéni, nebot’ pouze zdravé dojnice jsou zarukou kvalitniho a zdravotné nezdvadného
mléka.

Doporuceni pro chovatele

Na zékladé informaci z literatury (kapitola Seznam pouzité souvisejici literatury) a vysledkt
v ramci feSeni projektu QK21010326 (kapitola Seznam literatury pfedchazejici metodice) byly
zjiSténé poznatky shrnuty a sestaveny do diagramu jako doporuceni pro chovatele (Obrazek
12).

K bodu Evidence VLP a zdznamy o 1écbé 1ze jeste doplnit, ze zdznamy vedené chovatelem
o VLP musi byt kompletni a obsahovat: nazev, datum, kdy byl VLP vydéan, mnoZstvi nebo
pocet davek, diivod vydeje, oznaceni osoby, ktera VLP chovateli vydala, druh, kategorii, pocet,
uréeni zvirat, pro kterd byl VLP vydan chovateli. Zdznamy o 1écbé€ pak musi byt fadné vedeny
a musi obsahovat tyto tidaje: identifikace hospodatstvi, datum pouziti (datum prvniho podani +
délka 1écby), tiplny ndzev VLP a jeho Sarze (1ékova forma a sila), druh a kategorie zvifete, pocet
a identifikace zvifete (vzdy usni ¢islo, nestaci ¢islo opasku), diivod pouziti/diagndza, davka a
zpiisob aplikace, stanovend OL (i pokud je nulova), podpis toho, kdo aplikaci provedl.



VLP a jejich aplikace

* pouziti nevhodného VLP nebo VLP
uréeného pro jiny Zivocisny druh

* nespravné davkovani nebo aplikace mimo
doporuéeny zplsob pouZiti VLP

*+ zameéna VLP

* pouiiti VLP bez veterinarniho dozoru

Evidence VLP a zaznamy o lécbé

* nedostatecnd evidence VLP v chovu

* neodpovidajici skladovani VLP v chovu

* nedostatecné vedené zaznamy o |éché
(zejména nedopisovani zaznam)

* chyby pfi identifikaci zvifete (neoznaceni,
poskozeni nebo ztrata)

Ochranné Ihiity

* nedodrieni ochranné lhaty (OL) z rGznych
ddvodu

* chybéjici nebo netplna dokumentace o
aplikaci VLP

* chyby v identifikaci dojnic v dokumentaci

* nedostatecna komunikace pracovnik( staje

Hygiena dojeni

* nedodrZovani spravné toalety vemene

+ chyby v identifikaci dojnic — zdména
lé¢enych — zaména mléka

* neadekvatni sanitace dojiciho zafizeni

Management

* plosné zaprahovani

* neprovadéni kultivaci plvodc( a stanoveni
jejich citlivosti k ATB

* nedostatecna informovanost a komunikace
pracovnikd mezi sebou i s vedenim

* nevhodné chovatelské podminky

>

>

>

>

>

VLP a jejich aplikace

pouziti VLP vidy urcuje vet. |ékaF dle
zdravotniho stavu a uréeni diagnézy
aplikaci VLP muZe provést i chovatel, vidy
véak v souladu s pokyny vet. |ékafe

o podani VLP v kombinacich vidy
rozhoduje vet. lékaf

Evidence VLP a zaznamy o lécbé

precizné vedené zaznamy o VLP a véetné
skladové evidence (chovatel ma povinnost
vést zadznamy min. 5 let)

fadné skladovani — VLP musi byt
skladovany ve vhodné k tomu uréené
mistnosti

zaznamy o |é¢bé musi byt kompletni,
jednoznacné a Citelné

odpovidajici oznacovani lé€enych dojnic

Ochranné lhaty

musi byt stanoveny v souladu

s rozhodnutim o registraci (pfibalovy letak)
u off-label VLP a kombinaci VLP uréi OL
vidy vet. lékaF

za stanoveni nese zodpovédnost vet. lékaf
za dodrZeni nese zodpovédnost chovatel

Hygiena dojeni

dodriovat zasady spravného dojeni
kontrolovat zaznamy o lééeni
|é¢ené dojnice zafazovat aZ na zavér dojeni

Management

provadét selektivni zaprahovani, faremni
kultivace plvodct a citlivost k ATB
personalni politika — dobra komunikace,
motivace, pravidelna Skoleni, kontrola
kontrola RIL pfed dodavkou mléka pro svoz
adekvatni péce o zdravi, vyZivu a pohodu

Obrazek 12: Doporuceni pro chovatele v jednotlivych oblastech (vlevo: moZné problémy, vpravo

mozZna FeSeni)



Zavér

Problematika rizika vyskytu RIL v mléce zlstava dlouhodobé aktualnim tématem, nebot’
v pribéhu let dochazi k neustadlym zménam a inovacim jak v oblasti prvovyroby mléka, tak
v oblasti kontrol kvality mléka. Jakakoliv variabilita podminek prostiedi nebo metod detekce
pfitom muze ovliviiovat piipadny vyskyt RIL v mléce. Studium této problematiky rovnéz
predstavuje vyznamny prvek pfi zajiStovani a podpoie bezpecnosti mlécného potravinového
fetézce. Z tohoto divodu je nezbytné pribézné rozsifovat a aktualizovat poznatky, které
prispivaji k uptesnéni a zefektivnéni preventivnich opatfeni zaméfenych na omezeni vyskytu
RIL.

Predkladana metodika propojuje dosud znamé poznatky s vlastnimi novymi zjiSténimi a
zasazuje je do SirSich souvislosti. Tim rozsifuje znalosti o vyskytu RIL a o faktorech, které¢
s jejich pritomnosti souviseji. Zaroven se zamétuje na metody detekce, jez piedstavuji klicovou
oblast kontroly vyskytu RIL. Ziskané poznatky a formulovand doporuceni pro chovatele
podporuji prevenci jejich vyskytu v mléce a pfispivaji k vytvareni podminek pro zvySovani
produkce mlékarenskych vyrobkt s vyssi ptidanou hodnotou.

Dil¢i vysledky dosazené pii feSeni projektu byly pribézné publikovany a jiz Castecné
implementovany do praxe prvovyroby mléka i do systému kontroly jeho kvality, jak doklada
piehled publikac¢nich a vzdé€lavacich aktivit.

Srovnani ,,novosti postupu* oproti ptivodni metodice

vvvvvv

vvvvvv

Jedn4d se o inovativni metodiku, kterd je, z hlediska konvenéni klasifikace vysledki
vyzkumu, vyvoje a inovaci, kombinaci uvedeni znamych poznatkli v novych souvislostech i
vlastnich novych zjisténi. Metodika rozSifuje poznatky v oboru kontroly vyskytu RIL pro
podporu prevence jejich vyskytu v mléce, a tim pfispiva k zdkladu moznosti zvySovani
vyznamné podpofit kvalitu mléka, efektivitu chovu dojnic a bezpe€nost mlécného
potravinového fetézce.

Uvedené postupy dosud nebyly v CR v ramci kontroly kvality mléka vyuZzivany v této
podobgé, ale pouze v jinych, méné komplexnich variantach.

Popis uplatnéni metodiky

Nové¢ vyvinuta metodika byla pfeddna pro uZzivani v praxi prvovyroby mléka (smlouvy se
zemede€lskymi podniky s prvovyrobou mléka — Zemédelské druzstvo Jesenik, Agropodnik
Kosetice, a.s.) a také systému kontroly kvality syrového mléka (laboratof rozborli mléka
Ceskomoravské spolenosti chovateli a.s., Brno-Tufany) v elektronické formé. Postupné
uplatnéni poznatkil z metodiky v praxi lze proto opravnéné ocekdvat. Dale budou poznatky
zvetejiiovany na odbornych seminatich a workshopech k podpoie plosné implementace v oboru
mlékarstvi. Za uzivatele poznatkil metodiky Ize, v ose postupu technologického procesu vyroby
mléka, oznacit: - manaZery chovu skotu v zeméd¢€lskych podnicich; - praktické veterinarni
I¢kate; - zootechniky mlécnych stdd; - manudlni pracovniky v procesu ziskavani mléka; -
pracovniky kontrolnich mléénych laboratofi; - pracovniky vykupu mlékaren; - technology
mlékaren; - studenty stfednich a vysokych §kol zeméd¢lskych, veterinarnich a potravinarskych.



Dil¢i poznatky ziskané pii feSeni projektu, pro tuto metodiku, byly pribézné publikovany a
také jiz implementovany do podminek praxe prvovyroby mléka a systému kontroly jeho kvality
podle seznamu publikacnich a vzdélavacich aktivit.

Metodika ,,Praktickd doporuceni k omezeni vyskytu inhibi¢nich latek v mléce* je vydana
pouze elektronicky.

Udaje o uplatnéni metodiky pro evidenci v Rejstifku informaci o vysledcich (RIV) doda
prislusny poskytovatel ucelové podpory.

Vlastni metodika bude uvedena v zavére¢ne zpravé o feSeni vyzkumncho projektu MZe
NAZV ZEME QK21010326.

Popis uplatnéni 1ze kontrolovat:

- kontrola fyzické existence metodiky jako pracovniho postupu pro podporu prevence rizika
vyskytu RIL v mléce a bezpecnosti mlééného potravinového fetézce (u JihoCeské univerzity
v C. Bud¢jovicich a uzivatelil v praxi v€etné Ceskomoravské spole¢nosti chovatelil);

- kontrola implementace a praktické aplikace metodiky je proveditelna prostfednictvim revize
dokladli workshopt (pozvanky, programy, prezencni listiny) ke zlepSovani kvalifikace
pracovniki v prvovyrobé mléka a odborného laboratorniho persondlu v relevantnich
laboratotich kontroly kvality mléka (naptf. Laboratof pro rozbor mléka Brno-Tufany,
Ceskomoravska spole¢nosti chovateltl a. s.).

Ekonomické aspekty

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly zdravotniho stavu dojnic a kontroly kvality mléka.
Zlepseni prevence rizika vyskytu RIL zde mtze tvofit podil do 1 % efektu ve smyslu zlepSeni
(a zvySeni) objemu dodavek syrového mléka do mlékaren. Vlivy na bezpecnost mlé¢ného
potravinového fetézce a zlepSeni zdravotni bezpecnosti konzumenti mléénych vyrobka,
jakkoliv jsou nezpochybnitelné, 1ze jen obtizné€ kvantifikovat a finanén¢ vyjadfit, i kdyz jsou
velmi vyznamné.

ZlepSeni a napravy ztrat na dodaném mléce ke zpracovani lze ptiblizné¢ odhadovat za
predpokladu, Ze by redukce ztrat na nalezech RIL mohla €init pfiblizné 50 % oproti sou¢asnému
stavu:

- za poslednich 5 rokl byl primérny nalez RIL v CR 0,124 % (Sladek, LRM Brno, 2025);

- redukce 0 50 % znamena 0,062 % nalezi RIL béhem roku po zlepSeni;

- objem ro¢né dodaného mléka v CR &ini 2 900 000 000 I;

- primérny objem jedné dodavky mléka cisternou mtze byt 25 000 I;

- jeden pozitivni nalez RIL u dodavatele, tedy na jedno sbérné misto zpravidla poskodi celkovou

dodavku (podle tedicich poméri mezi bazénem a svoznou cisternou) mléka do mlékarny
v cisternovém voze (pfi kontrole na vstupu do technologie) a tato nemiiZze byt zpracovana;

- je tedy roc¢né realizovano celkem cca 116 000 dodavek (transportnich cisteren) mléka do
mlékaren ke zpracovani;

- predpokladejme, ze takto bude poSkozeno 50 % rizikové realizovanych dodavek;
- z toho 0,062 % ¢ini 71,92 dodavek vytazeného mléka (po 25 000 1);

- objem takto vyfazené¢ho mléka ro¢né¢ miize Cinit 1 798 000 1 mléka;

- z toho 50 % skute¢né Skody ¢ini 899 000 1 ml¢ka;

- predpokladand (aktudlni) farméiské cena mléka cca 13 K¢ za 1 litr;



- cena takto vyfazeného mléka rocn¢ mize Cinit 11 687 000 K¢, coz muze byt ro¢ni piinos
postupu prvovyrob¢ mléka.

Efekt je opakovatelny po rocich a celkovy mozny piinos za redukci ztrat na dodavkach
mléka za vyskyt RIL, pro prvovyrobce mléka, je odhadnut jiz vySe na cca 11,7 mil. K¢ ro¢né.

Seznam zKkratek

AFB1 aflatoxin B1

AFMI1 aflatoxin M1

ATB antibiotika

BHB beta-hydroxymaselna kyselina
CPM celkovy pocet mikroorganismi
DDT dichlor-difenyl-trichloretan
HCB hexachlorbenzen

HCH hexachlorchyklohexan

MRL maximalni limit rezidui

PCB polychlorované bifenyly

PSB pocet somatickych bunck

RIL rezidua inhibi¢nich latek

SVS CR Statni veterinarni sprava CR
VLP veterinarni 1é¢ivé piipravky
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