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® Metody extrakcie a subtypovania kryptosporidii zo vzoriek vody - MVDr. Elena Kdy:
, : ; 5 e . 14. 6. 2022

Hatalova, Ph.D. (Univerzita Pavla Jozefa Safarika v KoSiciach) 10:00 — 15:00 hod.
® Vyzkumna infrastruktura RECETOX - Laboratore mikrobiomové analyzy - doc. RNDr. Kde:

Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA, RNDr. Petra RGzi¢kova, Ph.D. (MUNI) Vyzkumny Ustav
® Detekce vybranych zoonotickych agens v mléce a mléénych vyrobcich z kozich veterinarniho

a ovéich farem Ceské republiky - MVDr. Jifina Markova, Ph.D. (VUVel) lekarstvi, v. v. i.
® Problematika detekce vybranych patogeni v riiznych typech odpadnich vod v CR - Kontakt:

Ing. Petra Motkova, Ph.D. (Univerzita Pardubice) Tel.: 773 756 631

® Antimikrobialni rezistence ve vodnim prostredi - Mgr. Iva Sukkar, Ph.D. (CEITEC-
Strfedoevrop.technol.institut, VETUNI Brno)

® Sledovani sifeni enterobakterii rezistentnich k antibiotikiim cestou odpadnich vod do
prostredi: aplikace metagenomiky a celogenomového sekvenovani - Mgr. Lenka
Davidova Gerzova, Ph.D. (CEITEC-Stfedoevrop.technol.institut, VETUNI Brno)

® Aplikace metod celogenomového sekvenovani (NGS) v ramci
harmonizovaného monitoringu antimikrobialni rezistence zoonotickych
a komenzalnich bakterii detekovanych z hospodarskych zvirat
a potravin - MVDr. Tomas$ Cerny (SVU Praha)

® Detekce nékterych parazitarnich ptvodcu v masnych vyrobcich
pomoci molekularnich metod - Barbora Zalewska, MSc., Ph.D. (VUVel)

Registrace zde Ucast na seminafi je bezplatna, obcerstveni zajisténo.

V pribéhu semindre bude pofizovana fotodokumentace nebo audiovizualni
zaznam vyhradné za Gcelem propagace a medializace akce.

Seminar pfinasi poznatky vzniklé v souvislosti s feSenim projektu
NAZV QK1810212 a je financovan z prostredki MZe pii CTPZ.
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‘with bottom delivery port (%4"), Cole-Palmer cat. no. 06080-42, or equivalent; calibrate
10 10.0 L and mark level with waterproof marker
6.4.2  Stir bar—Fisher cat. no. 14-513-66, or equivalent
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1475, or equivalent

. . . 645 ip Scientific, prodct no. 5000
a Glardla Spp ZO VZO rl e k no. 3200) or 1461 (for hemacytometer cat. no 1475), or equivalent
. 6.46  Lens paper without slicone—Fisher cat. no. 11-995, or cquivalent
6.47  Polystyrenc or polypropylenc conical tubes with screw caps—15- and S0-mL
6.48  Equipment required for cnumeration of spiking suspensions using membran filters
vod SreoTEnreTem
support, Fisher cat. no. 09-753E, or equivalent. Replace stopper with size
8, one-hole rubber stopper, Fisher Cat. No. 14-135M, or equivalent.
64.82  Threeport vacuum filtration manifold and vacuum source—Fisher Cat.
No. 09-753-39A, or equivalent
c

° E PA M etéd a 162 3 e diameter, Fisher cat. no. AlZSPDﬁDﬂ,‘c;:cq\n‘:xlem e

6.4.8.4 Polycarbonate track-etch hydrophilic membrane filter—1-um-pore-size,

* 1SO 15553:2006 6485 100 TS s pn e by
6.4.86 60 % 15 mm polystyrene petri dishes.
6.4.8.7 Glass microscope slides—1 in. x 3inor2 in. 3 in.
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6.5 Immunomagnetic separation (IMS) apparatus

N 6.5.1  Sample mixer—Dynal Inc., Lake Success, NY, cat. no. 947.01, or equivalent
> 1 IJ.m fl Ite r 6.5.2  Magnetic particle concentrator for 10-mL test tubes—Dynal MPC®-1 , cat. no. 120.01 or
MPC®-6, cat. No 120.02, or equivalent
;. . , s . 6.5.3  Magnetic parti i i Dynal MPC®-M, cat. no.
> Elucia + magneticka separécia 170,09 (o loger vl Dyl MPCB.S, et . 12020, civlent

6.5.4  Flat-sided sample tubes—16 x 125 mm Leighton-type tubes with 60 10 mm flat-sided
‘magnetic capture area, Dynal L10, cat. no. 740.03, or equivalent

> Fluorescenéna’ enumerécia 6.6  Powder-rec latex gloves—Fisher cat no. 113945B, or equivalent

6.7  Graduated cylinders, autoclavable—10-, 100-, and 1000-mL.
6.8 Centrifuges
6.8.1  Centrifuge capable of accepting 15- to 250-mL conical centrifuge tubes and achicving
1500 x G—International Equipment Company, Needham Heights, MA, Centrifuge Size
2, Model K with swinging bucket, or equivalent
6.82 Centrifuge tubes—Conical, graduated, 1.5-, 50-, and 250-mL
69 Microscope
6.9.1  Epifluorescence/differential interference contrast (DIC) with stage and ocular
micrometers and 20X (N.A.=0.4) to 100X (N.A.=1.3) objectives—Zeiss™ Axioskop,




Velicka a kol.
2007

* 100 | surovej vody

e 1 um filtre

* 24h elucia filtrov

* Centrifugdcia na skoncentrovanie

e Milacek a Vitovec

Danisova et al., 2015

* Modifikacia ISO 15553:2006

* Umeld kontanimacia vody

* Filtracia (1 um filter)

* Priama izolacia NK z membranového filtra
* PCR (SSU rDNA)

* Cryptosporidium spp., Micorsporidia spp.

Danisova et al., 2015

shutterstock.com « 167657819




Danisova et al., 2015

Danisova et al., 2015

C. parvum




Kalinova et al., 2018

* 5| vody
e 3 um filter
* PCR (GP60)

Kalinova et al., 2018
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Vyuzitie Ziabronbzok (A. franciscna)

* Biologicka filtracia
* Larvy ziabron6zok schopné zachytit oocysty
* MenSie objemy vody
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Kalinova et al., 2017
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Kalinova et al., 2017

12h, 24h

Kalinova et al., 2017

Kalinova et al., 2017

C. parvum 11aA17G1R1




Hatalova et
al., 2019
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Hatalova et al., 2019

Cryptosporidium parvum genotype [laA18G1R1 - Jazero
Cryptosporidium hominis genotype leA12G3T3 - Geca




Zaver

* Modifikacie ISO a metddy .... Priama izolacia NK z filtrov + PCR —
rychlejsia, lacnejsia, citlivejsia

* VyuZzitie Ziabron6zok — mensie objemy vody, jednoducho vykonatelné
v akomkolvek laboratériu

Tato studia bola
realizovana za podpory
grantu VEGA MSVVa$ SR
a SAV 1/0359/21




METODY EXTRAKCIE A SUBTYPOVANIA KRYPTOSPORIDIi ZO VZORIEK VODY
Elena Hatalova
Ustav epidemioldgie Lekarskej fakulty UPJS v KoSiciach

elena.hatalova@upijs.sk

Protozoarne parazity Cryptosporidium spp. s vyznamnymivodou prenosnymi patogénmi, ktoré su odolné
chléru v koncentraciach beine pouzivanych na Upravu vody(1l). Kontamindcia vodnych zdrojov a
nedostato¢na Uprava pitnej su pricinami kryptosporidiovych epidémii (2). Najzauzivanejsim spésobom na
izolaciu oocyst zo vzoriek vody si metdda 1623 a ISO 15553:2006. Princip oboch metdd spociva v redukcii
objemu vzorky vody so sucasnym zachytenim oocyst na membranovych filtroch vo filtraénych
zariadeniach s ndslednou eluciou filtrov. Avsak, obe tieto metddy su validované na velké objemy vody
a v beznych laboratérnych podmienkach bez potrebnych zariadeni nie su vykonatelné (3,4). V ramci
Slovenska bolo na identifikaciu kryptosporidii zo vzoriek vody pouzitych niekolko metdd za pomoci
komeréne dostupnych filtrov. V studii Velickej a kol. bolo prefiltrovanych 100 | surovej a upravenej vody
cez filter s pérami o velkosti 1 um. Nasledne bol filter pufrovany, premyvany a eluovany 24 hodin
s ndslednou koncentrdciou oocyst centrifugdciou eludtu. Oocysty boli z koncentratu detegované
farmenim Milacek a Vitovec (5). Farbenie je vsak nizko Specifické a neposkytuje druhové ani subtypové
informdcie. Modifikovand metéda podla DaniSovej akol. (2015) spociva v priamej homogenizacii
membranového filtra za pouzitia zirkdonovych a sklenenych guli¢iek v homogenizatore s pridanim
lyzacného roztoku komercného izolaéného kitu. Extrakcia nukleovych kyselin nasledovne prebieha podla
doporucenia vyrobcu kitu. Takto vyizolované vzorky boli nasledne pouZité v PCR s primermi zameranymi
na SSU rDNA, ktoré potvrdili pritomnost Cryptosporidium parvum v umelo kontaminovanej vode (6)Téato
metdda bola nasledne pouzita v praxi vstadii Kalinovej akol. (2018) zameranej na diagnostiku
kryptosporidii zvodnych nadrzi v Nitrianskom regiéne. Specifickost reakcie bola zvy$end primermi
zameranymi na oblast 60kDa glykoproteinu (GP60) pre C. parvum a C. hominis, ktoré poskytuju druhové
aj subtypové informacie. Vo vodnych zdrojoch v Nitrianskom regione boli touto formou detegované
subtypy C. parvum 11aA15G1R1, 1aA16G1R1 a C. hominis 1eA11G3T3(7).

Daldou jednoduchou metédou pre separaciu oocyst zo vzoriek vody je pomocou kérovca Artemia
franciscana. Larvarne $tadid (nauplie) artémii dokazu filtrovanim vody za ucelom ziskania potravy
biologicky vyfiltrovat oocysty kryptosporidi, ktoré ostavaju pritomné v ich traviacej sustave (8-10).
V studii Kalinovej a kol. (2017) boli oocysty ziskané flotaciou umelo pridané do 1 a 5 litrov slanej vody, ku
ktorym bolo pridanych 500 alebo 2500 nauplii. Nauplie boli po uplynuti stanoveného ¢asu odobraté,
preplachnuté destilovanou vodou a priamo zhomogenizované za poufZitia zirkénovych a sklenenych
guli¢iek a celkova DNA bola extrahovana podla navodu vyrobcu izolaéného kitu. Pre PCR boli opét pouzité
primery ohranicujuce usek GP60. Po 12 a 24 hodinovej filtracii boli takto ziskané vzorky pozitivne C.
parvum rovnakého genotypu ako v pripade kontaminantu.

Tieto poznatky boli aplikované v praktickej sStudii, kde boli pomocou biologickej filtracie artémiami
diagnostikované vzorky véd pochadzajice z vodnych ploch v KoSickom kraji. V dvoch vodnych plochach
bola zaznamenana pritomnost C. parvum 11aA18G1R1 a C. hominis leA12G3T3 (11).


mailto:elena.hatalova@upjs.sk

Metddy priamej homogenizacie filtrov a artémii je teda mozné vyuzit aj v laboratdriach, ktoré nie su
vybavené filtracnymi systémami. Nakolko citlivost molekulovych metdéd je neporovnatelne vyssia
v porovnani beznymi farbiacimi metédami, tieto st schopné identifikovat kryptosporidie aj ked' je pocet
oocyst vo vode relativne nizky a taktiez nie je su potrebné velké objemy vody. Priamou homogenizaciou
filtrov alebo artémii s naslednou izolaciou nukleovych kyselin je moiné wyuzZit tieto metddy aj
v laboratériach, ktoré nie su vybavené drahymi filtracnymi systémami a z kapacitnych dévodov nie su
schopné separovat velké objemy vody.

Podakovanie: Tato tudia bola realizovana za podpory grantu VEGA MSVVa$ SR a SAV 1/0359/21
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yzkumna infrastruktura RECETOX

Masarykova universita Brno

Reditelka: Jana Klanova
RI koordinator and open-access manager: Petra Ruzi¢kova

Vedouci laboratofi mikrobiomu: Petra Bofilova Linhartova

zkumna infrastruktura RECETOX

Infrastruktura?

jedine¢na zafizeni nebo virtualni platformy, ktera poskytuji komunité
expertizu a sluzby k realizaci Spickového vyzkumu a vyvoje

schvalovana vladou

zfizovany pro vyuziti i dal§imi vyzkumnymi organizacemi a jinymi
uzivateli za predem definovanych podminek

poskytovatel MSMT

RECETOXRI

,single-sited” infrastruktura, MU, PfF

cestovni mapa CR VVI — od roku 2012

orientuje se na oblast vztaht mezi zivotnim prostifedim a zdravim
funguje na principu ,open access"

poskytuje fyzicky i virtualni pristup ke svym kapacitam

narodni uzel a koordinator evropské ESFRI infrastruktury EIRENE - vyzkum
environmentalnich expozic a hodnoceni souvisejicich rizik.

RECETOX RI core facilities

RECETOX RI je centralizovana
do tifi samostatnych jednotek,
tzv. core facilit:

Petra Pfibylova
Centralni laboratore
Populaéni studie CELSPAC
Lenka Andryskova

Datové sluzby

Richard Hllek




Centralni laboratore RECETOX

(i) Laboratore stopové analyzy - akreditovany podle evropskych norem
na provadéni odbérti environmentalnich vzork(i a Sirokého spektra
chemickych analyz (perzistentnich organickych polutantd, jejich metabolitl,
vyvoj metod pro analyzu novych typ( znecistujicich latek, prvkl, kovl a spécii).
Soucasti laboratofi jsou také monitorovaci sité a vzorkovaci programy.

(ii) Laboratof analyzy biomarkert se zaméfuje na metody cilené
a necilené analyzy biologicky vyznamnych molekul (metabolitd, proteind,
lipida).

(iii) Laboratoie mikrobiomové analyzy - analyzy bakterialniho profilu v
humannich i environmentalnich vzorcich, izolace DNA, pfiprava knihoven a
sekvenace.

Populacni studie - piatforma pro biomedicinsky vyzkum a lidsky biomonitoring

> Data z databazi studii CELSPAC
» Biologicky material ze studii CELSPAC

» Realizace novych epidemiologickych studii
(konzultace ve fazi pfipravy vyzkumného protokolu, design studie,
spoluprace pfi tvorbé dotaznikovych Setfeni, sbér a analyza dat,
sbér a analyza lidského biologického materialu, archivace biolog. materialu)
> Legalné-etické otazky vyzkumnych studii

> Podpora sbéru a zpracovani dat

» Laboratorni spoluprace
> Analyzy lidského biolog. materialu

» Biobankovaci kapacity

Datové sluzb

» facilita je slozena ze €tyr spolupracujicich jednotek
(i) Informacni systémy
(ii) Biostatistika a analyza dat,
(iii) Zpracovani a analyza sekvencénich dat

(iv) Zpracovani a analyza spektrometrickych dat

» prostiedi a podporu pro fungovani RECETOX RI
> zajistuji komplexni management vyzkumnych dat
»  zajistuje pristup do databazi a informaénich systému

» poskytuje uzivatelim biostatistické a bioinformatické
analyzy dat z existujicich databazi, ale i z novych
experimentt ¢i vlastnich dat uzivatelq,

a to bud oddélené nebo v navaznosti na dalsi sluzby
¢i vyzkumné aktivity centra




Vyzkumna infrastruktura funguje na principu ,,open access*,
v ramci kterého poskytuje své kapacity internim i externim

uzivateliim z akademické i primyslové sféry.

Centralised .
Scientific Service Shared expertise

Equipment

Development Education

,OPEN ACCESS“ strategie

> politika otevieného pFistupu a aplikaéni proces
umoznit externim i internim uzivateliim se zajimavymi védeckymi projekty pfistup k
Vyzkumné infrastruktufre RECETOX

vyzva oteviena stale (do vyCerpani volnych kapacit)

pFijaté navrhy projektll vyhodnocovany kazdé tii mésice

Zadatelé mohou

N

vyuzit kompletnich sluzeb
infrastruktury

pozadat o laboratorni

kapacitu a realizovat pozadovat vzdaleny
experimenty osobné pristup k dostupnym
datim

Open-access users 2017-2021

RECETOX RI 2017-2021

= Central laboratories

= Environmental data
collection

vyuziti kapacity

Open-access uzivatelé

Epidemiological
databases
» Védecké projekty:

790 aplikaci — 83 % pozitivné zhodnoceno —
658 realizovanych projektt

fyzicky (TNA) pristup - 218 x
virtualni pfistup - 440 védcu

Private sector

» Vyuka - specializované kurzy a cvi€eni, 547 studentl
Open-access users 2017-2021
» Akce a aktivity — pro odbornou vefejnost, o .
talentované studenty, laickou verejnost M
61%

(konference, seminare a letni Skoly)

it’s unusual due to the epidemiological situation, in average,
throughout the previous years the share of foreigners was 50-60 %




Letni Skola

> nejvyznamnéjsi akci RECETOX RI
> kazdoro¢né od roku 2005

» teoretické znalosti i praktické dovednosti z oblasti
odbéru a laboratorni analyzy environmentalnich i
humannich vzorkad, analyzy
a interpretace dat i hodnoceni dopadt a rizik

> bohaty tydenni program (pfednasky, laboratorni,
terénni cvi¢enim pfipadoveé studie)

» zamérfeni se kazdy rok méni

> pro védce, univerzitni studenty, statni spravu, kontrolni
organy, pracovniky analytickych laboratofi i primyslu

> 632 uéastnikt LS z 91 zemi

Laboratore mikrobiomoveé analyzy

doc. RNDr. Petra Borilova Linhartova, Ph.D., MBA

petra.linhartova@recetox.muni.cz

Laboratore
mikrobiomové
., _Integ rativt_a
analyzy S
Staze Tym
1 |
Barbora
Stefikova ‘
‘ [ Student
I i I
Sabina Petra
Cerulova Komornikova ‘
Student Student |Adminisiratod

petra.linhartova@recetox.muni.cz

Environmental
Genomics




Laboratore
mikrobiomové
analyzy

Metody

High-throughput amplicon sequencing

VS

Durazzi et al., 2021

Multiplex PCR

petra.linhartova@recetox.muni.cz

Pierre and Leone, 2020

Laboratore
mikrobiomové
analyzy . e
Analyzovany material wC
°
sinice, bakterie, branénky, *

stolice, cékotrofy

stéry: kozni

petra.linhartova@recetox.muni.cz

mekonium, stolice, mo¢, krev, zub, hnis,
mléko

stéry: z nadordu, oralni, vaginalni,
rektalni, kozni, orofaryngealni, usni

voda, prach, hnuj
permafrost (Antarktida)

kozi mléko, ovCi syr

Laboratore
mikrobiomové
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Detekce vybranych zoonotickych agens v mléce a
mlécénych vyrobcich z kozich a ovéich farem
Ceské republiky

MVDr. Jifina Markova, Ph.D.
Oddéleni mikrobiologie a antimikrobialni rezistence
14. 6. 2022

Struktura prednasky

» Vybér farem a charakter odebranych vzorki

» Spektrum testovanych patogent

» Metodiky zpracovani a extrakce genomové DNA
» Metoda real-time qPCR

» Kultivace na BHT-agaru

» Multiplexni PCR

» Zavérecné shrnuti

Vybér farem

» Chovy ovei a koz CR (n=12)

7 krajii — JihoCesky, Jihomoravsky, Liberecky, Moravskoslezsky, Olomoucky,
Pardubicky, Ustecky

chovy koz (n =7)

chovy ovci (n = 2)

smisené chovy:

ovce a kozy — dojena plemena (n = 2)
kozy a masné plemeno ovci (n = 1)

sérologicky screening na pivodce paratuberkuldzy a pseudotuberkuldzy
(ELISA od roku 2019)

vyrobky pro vlastni spotfebu (n=3), prodej ze dvora (n=5), prodej ze dvora a do
trzni sité (n =4)




Charakter odebranych vzorkia
» Celkem 80 vzorku Typvzorku | Pivod |  Potet
Mléko 18
18 vzorki mléka nepasterované ovee 4
koza 10
pasterované ovee
28 Cerstvych syra koza
Syr 48
20 zrajicich syrt Cerstvy 28
ovce 11
14 jogurtd koza 17
zrajici 20
ovee 8
koza 12
Jogurt 14
ovce 8
koza 6

Spektrum testovanych patogeni

» Metoda qPCR

Cp — Corynebacterium pseudotuberculosis (CLA)

MAP - Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (PTB)
SA — Staphylococcus aureus

LM — Listeria monocytogenes

» Multiplexni PCR

identifikace SA a MRSA
pyrogenni S. aureus exotoxiny A, B, C, D, E, G, H, I, J

Metodiky zpracovani vzorka
» Tvorba peletu
Miléko (50 ml)
Centrifugace - 4100 x g po dobu 45 min p¥i 4 °C
Syry a jogurt (15 g)

Nastrouhéni nebo rozdrobeni syra
Homogenizace v cheese diluentu (sotsaris et al., 2010)
Inkubace pti 37°C po dobu 1 hod a homogenizace

Centrifugace — 4211 x g /15 minut pii 15°C

Zamrazeni peletu p¥i -70°C




Extrakce genomové DNA

» Quick-DNA Fecal/Soil Microbe MiniPrep Kit (zymo Research, Usa)

750 ul pufru Bashing Bead Buffer

Keramické kulicky o primeéru 0,1 a 0,5 mm

Mechanicka homogenizace po dobu 1 min pfi 6400 X g (Magna Lyser, Roche)
Dle navodu od vyrobce

Eluce DNA do 50 ul DNA Elution Buffer

Metoda real-time qPCR

detekce dvou specifickych sekvenci vyskytujicich se nezévisle na sobé v genomu
v kazdé reakei interni amplifikaéni kontrola (IAC) v koneéné koncentraci 1 x 103
Duplexni qPCR

MAP - 1S900, F57 (slanactal., 2008)

Triplexni gPCR

Cp - PLD, PIP

SA - SA442, nuc
Listeria sp. a LM - 23S rRNA a hlyIII (Moravkova et al., 2017)

Technicky duplikat (20 pL)

LightCycler 480 instrument (Roche)

Metoda real-time qPCR

Kvantifikace bakterialnich bunék

softwar LightCycler 480 (verze 1.5.1.62) podle kalibra¢ni kiivky s pouzitim "Fit Point Analysis "

Kalibraéni kiivka odvozena z kvantifika¢niho plazmidového standardu s plazmidovym
konstruktem

Pripraven standardni gradient 1x105 - 1x10° kopii/uL desetinasobnym sériovym
fedénim

Mnozstvi bakterialnich bunék prepocitano na 1 g nebo 1 ml vzorku




Vysledky qPCR
Cp MAP SA

npvoorku - Pivod | No. | pos. [KoRIG/mL| pos. |Kopie/tmt pos Kopie/
Mléko 18 1 2 8
nepasterované vee 4 1 10° - -

koza 10 - - 6 10° — 104
asterované ovce 2 - 1 1

koza 2 - 1 10° 1 10°
Syr 48 6 8 29
Cerstvy 28 4 6 15

ovce 11 3 10°-10! 2 10'-102 5 10°

koza 17 1 10! 4 10!-103 10 10! — 105
zrajici 20 2 2 14

ovce 8 - 1 10! 3 |10° 102,108

koza 12 2 10! 1 102 11 10°-104
Jogurt 14 - 1 2

ovce 8 - 1 10! -

koza 6 - - 2 10°,10!
elkem 80 7 10°-10! 11 10°-103 39 | 10°-105

Kultivace na BHT-agaru

™~

» Vzorky mléka a syrit qPCR pozitivni na Cp
» brain-heart infusion (BHI) obohaceny o K2TeO3s a Tween 80 (Hahne et al., 2018)
» Kultivace pi¥i 37 °C v CO2 inkubéatoru po dobu 72 hod

v

v

» Tvorba lyzatl ze smésnych kultur — qPCR

Cp qPCR pozitivni lyzaty
Kozi Cerstvy a zrajici syr
Ov¢éi nepasterované mléko a Cerstvy syr

Metoda real-time qPCR - vysledky

» MAP pozitivni mléko a ml. vyrobky
MAP séropozitivni farma ovci a koz

prodej ze dvora a do trzni sité

kvantifikace v 1g/1mL fadoveé 10° — 103

» Cp pozitivni mléko a ml. vyrobky

Cp séropozitivni farma ovci a koz

prodej ze dvora a do trzni sité

kvantifikace v 1g/1mL radové 10° — 10*
pozitivni Cp qPCR lyzath po kultivaci vyrobkt

» SA pozitivni mléko a ml. vyrobky

v 9 ze 12 testovanych farem - pozitivni mléko i vyrobky/1 farmu
kvantifikace v 1g/1mL fadové 10° — 105

typ farmy a velikost produkce nerozhodujici




Multiplexni PCR

Identifikace SA a MRSA

primery:

SA442-1/SA442-2 (Martineau et al., 1998)
mecA P4/mecA P7 (Oliveira and de Lencastre, 2002)
InKo1/InKo02 (Martineau et al., 1996) - 16S TRNA gen, univerzalni bakterialni amplifikace

SA enterotoxiny — dvé samostatné reakce

pyrogenni exotoxinové geny: (Monday and Bohach, 1999; Lovseth et al., 2004)

1. sed, see, seg, sei -D, E, G, 1
2. sea, seb-sec, sec, seh, sej - A, B, C,H, J

Elektroforéza na 2% agarovém gelu (1x SB pufr, Ethidium bromide), 120V
50 bp DNA ladder (New England BioLabs)

Multiplexni PCR - vysledky
. SA MRSA Exotoxiny

[Typ vzorku Piivod No. Pos. Pos. Pos. |Toxin
MIléko 18 4 - -
nepasterované ovee 4 nt nt nt

koza 10 4 - -
pasterované ovee 2 - - -

koza 2 - - -
Syr 48 21 11 2
Cerstvy 28 13 6 2

ovee 11 5 - -

koza 17 8 6 2 C,G,I
zrajici 20 8 5 -

lovee 8 3 3 -

koza 12 5 2 -
Jogurt 14 2 - -

lovece 8 nt nt nt

koza 6 2 - -
Celkem 8o 27 11 2 [C,G,I,

nt - netestovdno

Multiplexni PCR - vysledky
» Mens$i zachyt pozitivity v porovnani s SA qPCR

» SA enterotoxiny
dvé rtzné farmy

kozi Cerstvy syr
1. G,I
2. C

vyrobky pouze pro vlastni spotiebu
qPCR kvantifikace SA — fadové 105 v 1g syru




Zavéreéné shrnuti

» testovano celkem 80 vzorki (mléko, syr, jogurt) ze 12 farem ovei a koz v CR

¥

» qPCR, multiplexni PCR, kultivace

»

¥

nejcastéji detekovanid DNA bakterie — S. aureus (10° — 105 /1g nebo 1mL)

»

¥

priikaz DNA MAP a Cp na dvou riznych séropozitivnich farmach ovci a koz

»

¥

pozitivni vysledky kultivace a qPCR lyzati Cp pozit. vyrobkt =
zivotaschopnost C. pseudotuberculosis

» MRSA pozitivni vjrobky (n = 11) z péti riznych farem

» S. aureus enterotoxiny — C, G, I (kozi Cerstvé syry)

Studie byla realizovana v rdmci projektu Ministerstva zemédélstvi
(QK1910082) a MZE-RO0518

Dékuji za pozornost




Problematika detekce vybranych patogenu
v réiznych typech odpadnich vod v CR

Petra Motkova, David Kurfift, Nikola Roulova, Iveta Brozkova, Marcela Pejchalova

Univerzita Pardubice

Voda

DELENi VOD -’ -
o - -

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

¢oV Kolin

Odpadni vody

* nedostatek vody s rozSifeni opétovného pouziti
odpadnich vod

— sprejové zavlazovani

— pramysl

— doplfiovani hladin povrchovych a podzemnich vod
* komplexni matrice

* (Cistici proces odpadnich vod (neni primarné zaméfen na
snizeni nebo odstranéni patogennich mikroorganisma)

» ? kvalita pro opétovné pouziti

Molekularni detekce patogenti v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022



Mikrobiologie vod

PATOGENNI A PODMINENE

INDIKAsz?El};T;rEE':\]AiLNIHO INDIK;;T&F%YS?.E;?NEHO PATOGENNI
MIKROORGANISMY
e Escherichia coli e Bacillus sp. ¢ rod Aeromonas
¢ termotolerantni koliformni e Pseudomonas sp. ¢ rod Campylobacter
bakterie e Micrococcus sp. * patogenni Escherichia coli
e intestinalni enterokoky e nékteré druhy e rod Legionella
e Clostridium perfringens enterobakterii a vibrii e rod Pseudomonas

rod Salmonella

rod Shigella

rod Staphylococcus
rod Yersinia

rod Vibrio

upraveno dle:
STANDING COMMITTEE OF ANALYSTS, The microbiology of drinking water: part 1 - methods for the examination of waters and associated materials, in this
series, Environment Agency. 2002 [online]. cit. 2017-02-09]. Dostupné z: https://www.gov.uk/government/

BAUDISOVA, D. Soucasné metody mikrobiologického rozboru vody: piirucka pro hydroanalytické laboratore. Viyd. 1. Praha: Vyzkumny dstav
vodohospodasky T.G. Masaryka, 2007, 100 s. ISBN 978-80-85900-72-9.

BAUDISOVA, D., a BENAKOVA, A. Detekce ich bakterii v ich vodach, aské technick ické informace. 2011, rog. 53, s.
1-20.
Dostupné z: https://www.vtei.cz/wp-content/uploads/2015/08/vtei_2011_5.pdf

Cesta prenosu dle WHO

KONTAKT S KUZi POZITI VDECHNUTi NEBO INHALACE
(koupdni myti) (piti, konzumace) (aerosol)
PFenos pres: PFenos pres: PFenos pres:
K0z, sliznici, poranéni, o€i Gastrointestinalni trakt Dychaci trakt
* rod Aeromonas ¢ rod Campylobacter ¢ rod Legionella
* Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e zastupci rodu
o Burkholderia pseudomallei e rod Salmonella Mycobacterium
® zastupci rodu ¢ rod Shigella
Mycobacterium e rod Yersinia

e Vibrio cholerae

upraveno dle: WHO — World Health Organization, 2011. Guidelines for drinking-water quality, 4th ed. Geneva.
ISBN 9789241548151.
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Odpadni vody

* vzorky méstskych odpadnich vod

* odpadni vody ze zdravotnickych zafizeni (ZZ)
— vidy vzorek z natoku a odtoku COV

Molekularni detekce patogenii v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022



Zdravotnicka zarizeni a odpadni vody

* ZZ - chemické latky pro dg., [é¢ebné, dezinfekéni ¢i vyzkumné ucely
* vody ze ZZ (tfi druhy rizik)

* toxické — zbytky léCiv a jejich metabolity, hormony, anestetika,
antibiotika

* infekéni — patogenni a potencidlné patogenni MO, MO rezistentni
na ATB

* radioaktivni — zbytky kontrastnich latek pfi rtg.
+ velka ¢ast prochazi COV piimo do vodniho zdroje

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Pravni ramec, legislativa CR

+ €SN 75 6406 — Nakladéani s odpadnimi vodami ze zdravotnickych zafizeni
(Z22) vypousténymi do stokové sité pro verejnou potrebu
— 2ZZ | kategorie: urcend k izolaci a |écbé prenosnych onemocnéni
a k manipulaci nebo zpracovavani infekéniho materialu
* maji nafizeno Cistit a dezinfikovat OV
— ZZ 1l kategorie: nejsou urcend k izolaci a |écbé prenosnych
onemocnéni.
* mohou byt vypoustény bez ¢isténi do verejné stokové sité
* nefesSi soucasnd rizika, terminologie a predpisy neodpovidajici
soucasnému stavu

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Pravni ramec, legislativa CR

« €SN 75 6406 (Unor 2020) — Nakladani s odpadnimi vodami ze
zdravotnickych zafizeni (ZZ) vypousténymi do stokové sité pro verejnou
potfebu
— posouzeni rizik = urceni oddéleni, v nichz vznikd OV s obsahem

rizikové koncentrace znecisténi, kterd musi byt dekontaminovana

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022




Konvencni metody pro sledovani kvality vody

* Mikrobiologicka kultivace a pocitani kolonif
* Hmotnosti spektrometrie

*  MALDI-TOF/MS

* Polymerazova retézova reakce

* Genové mikrocipy

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Prikaz / stanoveni bakterii

* kultivacni metody ,, zlaty standard”
©nizké naklady
©jednoduchost
®¢asova narocénost

®pomalu rostouci, stresované bakterie,
zivotaschopné, ale nekultivovatelné buriky, biofilm

®typické/atypické kolonie
®kultivaéni média
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CoV Hradec krdlové

Zpracovani vzorkl odpadnich vod
KULTIVACNIi METODY

* fijen 2017 — duben 2018 (10 bodovych vzorka)
« CSN EN ISO 19458 Jakost vod - Odbér vzorkdl pro
mikrobiologickou analyzu

+ CSN EN ISO 5667-1 Jakost vod - Odbér vzorkd - Cést 1: Navod
pro navrh programu odbéru vzorkli a pro zplsoby odbéru
vzork(

+ €SN ISO 5667-10 Kvalita vod - Odbér vzork( - Cast 10: Navod
pro odbér vzork(l odpadnich vod

» CSN EN 1SO 8199 Kvalita vod - Obecné pozadavky a navod pro
stanoveni mikroorganisma kultivaénimi metodami
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Zpracovani vzorkl odpadnich vod
KULTIVACNI METODY

* patogenni a podminéné patogenni bakterie
— Salmonella (€sN 1S0 19250 Jakost vod - Prikaz pitomnosti
bakterii rodu Salmonella)

— Yersinia (€SN EN 1SO 10273 Mikrobiologie potravinového
fetézce - Horizontdlni metoda prakazu patogennich Yersinia
enterocolitica)

— Campylobacter (€sN 1SO 17995 Kvalita vod - Stanoveni
termotolerantnich bakterii rodu Campylobacter)

— Pseudomonas (ESN EN 1SO 16266 Jakost vod - Stanoveni
Pseudomonas aeruginosa - Metoda membranovych filtrG; CSN EN
ISO 16266-2 Kvalita vod - Stanoveni Pseudomonas aeruginosa -
Cast 2: Metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu)

— Aeromonas (m-Aeromonas agar)

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Zpracovani vzorkl odpadnich vod
KuLTIVACNI METODY

* indikatorové mikroorganismy fekalniho znecisténi

— Escherichia coli a termotolerantni koliformni bakterie
(SN 75 7835 Jakost vod - Stanoveni termotolerantnich
koliformnich bakterii a Escherichia coli; CSN EN 1SO 9308-2 Kvalita
vod - Stanoveni Escherichia coli a koliformnich bakterii - Cést 2:
Metoda nejpravdépodobnéjsiho poctu; CSN EN 1SO 9308-3 Jakost
vod - Stanoveni Escherichia coli v povrchovych a odpadnich vodach
- Cast 3: Miniaturizovand metoda stanoveni v tekutém médiu
(stanoveni MPN)

— intestinalni enterokoky (ESN EN 1SO 7899-1 Jakost vod -
Stanoveni intestindlnich enterokokd v povrchovych a odpadnich
vodach - Cast 1: Miniaturizovand metoda stanoveni v tekutém
médiu (stanoveni MPN); €SN EN ISO 7899-2 Jakost vod - Stanoveni
intestinalnich enterokokd - Cast 2: Metoda membranovych filtr()

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Vysledky: Priikaz bakterii rodu Salmonella

® XLD
© MKTTn

© Rambach® agar

inokulum vyockované z MKTTn

Citrobacter amalonaticus
Citrobacter braaki
Citrobacter youngae
Citrobacter freundii

inokulum vyockované z RVS média

11 ziskanych izolatu:
Salmonella enterica sérovar Enteriditis

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022




Vysledky: Priikaz bakterii rodu Yersinia

« 7 ziskanych izolati (CIN agaru): VYersinia
enterocolitica subsp. enterocolitica

» m-Aeromonas agar (natok do COV Raéin): Yersinia
intermedia

« Chromocult® Coliform agar (odtok z COV Pardubice):
Yersinia rohdei

« Rambach® agar (ndtok do COV Kolin): Yersinia
frederiksenii
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Vysledky: Priikaz bakterii rodu
Campylobacter

* mCCDA

e ? Arcobacter
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Prukaz bakterii rodu Pseudomonas

* prokazany pouze v natoku do COV
* cetrimidovy agar:

— 21 izolatl, z nichZ 15 bylo identifikovano jako bakterie rodu
Pseudomonas

— prevladajicim druhem byla Pseudomonas aeruginosa
(14 izolatl), v jednom pripadé Pseudomonas putida
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Prukaz bakterii rodu Aeromonas

* pozitivni prikaz ve vSech vysetfovanych vzorcich
* m-Aeromonas agar
* Aeromonas caviae (cetrimidovy agar, CIN agaru)

* Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
jandaei, Aeromonas ichthiosmia

bakterie rodu Klebsiella a Raoutella

Molekularni detekce patogenii v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Stanoveni termotolerantnich koliformnich
bakterii a E. coli

* m-FC agar (CSN 75 7835)

« chromogenni médium Chromocult® Coliform agar
(CSN EN 1SO 9308-1)

* membranova filtrace
Chromocult® Coliform agar

* metoda roztéru membréanov filtrace 10 ml
odtok z COV Novy Bydzov

m-FC agar
membranova filtrace 10 ml
odtok z COV Novy Bydiov
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Vysledky: Stanoveni termotolerantnich
koliformnich bakterii a E. coli

* E._coli ve viech vySetfovanych vzorcich, kromé odtoku
z COV Racin
* termotolerantni koliformni bakterie v 8 vzorcich, kromé
odtoku z COV Raéin a COV Podébrady
* zm-FC agaru ziskdno 25 izolat(:
— 19 izolatd E. coli
— Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Serratia odofera, Raoutella ornithinolytica a Kluyvera ascorbata
* atypické cervené zbarvené kolonie, celkem 8 izolat(
— 4 izolaty E. coli

— Raoutella ornithinolytica, Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii a Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
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Vysledky: Stanoveni termotolerantnich
koliformnich bakterii a E. coli

e Chromocult® Coliform agar, 16 izolatl
— 15 izolatl E. coli
— Yersinia rohdei

* Z termotolerantnich koliformnich bakterii, které vyrQstaly
v rliZzovych koloniich, byl nej¢astéji izolovan Citrobacter
freundii. Dale byly zjistény Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae, Klebsiella oxytoca a Enterobacter aerogenes.
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Vysledky: Stanoveni intestinalnich
enterokok

* pozitivni priikaz v 7 vySetfovanych vzorcich
* 24 izolatu:
— 18 rod Enterococcus: 15 izolatl Enterococcus faecalis,
3izoldty Enterococcus casseliflavus

— 6 rod Streptococcus: Streptococcus uberis

Molekularni detekce patogenii v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Zaver

e samotné kultivacni metody nejsou dostacujici pro
prikaz bakterii z odpadnich vod
— vhodna metoda (normy x zkusenosti z praxe)
— doprovodnd mikrofldra
— atypické kolonie
— Zivotaschopné, ale nekultivovatelné
— biofilm

* kombinace vice metod soucasné s kultivaci
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Multiplexni PCR

*  Salmonella spp. - sady primer0 IpaB (gen pro invazivni plazmidovy antigen B)
— produkt o velikosti 314 bp
e VYersinia enterocolitica - sady primer0 Ail (Ail protein — protein vnéjsi membrany)
— produkt o velikosti 359 bp
— druhové specificky primer (pouze u patogennich kmena)
* Aeromonas spp. - sady primer( Aero (gen produkce aerolysinu)
— produkt o velikosti 720 bp
— virulencni faktor, charakteristicky pro patogenni druhy rodu Aeromonas

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Zvolené bakterialni kmeny

* studie Kong et al. (2002) a Sjoling et al. (2015)
— sada primer( od Generi Biotech s.r.o.

PRIMER SEKVENCE (5"=—»3") MIKROORGANISMUS

IpaB-F GGACTTTTTAAAAGCGGCGG salmonella s 314 Kong et al.
IpaB-R GCCTCTCCCAGAGCCGTCTGG pp- (2002)
Ail-F CTATTGGTTATGCGCAAAGC Versinia enterocofitica 359 Kong et al.
Ail-R TGGAAGTGGGTTGAATTGC (2002)
Aero-F TGTCGGSGATGACATGGAYGTG Aeromonas s 90 Kong et al.
Aero-R CCAGTTCCAGTCCCACCACTTCA pp- (2002)

KONG, R., S. LEE, T. LAW, S. LAW and R. WU, 2002. Rapid detection of six types of bacterial pathogens in marine waters by
multiplex PCR. Water Research [online]. 36(11), 2802-2812 [cit. 2021-04-26]. ISSN 00431354.

Dostupné z: doi:10.1016/50043-1354(01)00503-6

SIOLING, A., L. SADEGHIPOORJAHROMI, D. NOVAK and J.. TOBIAS, 2015. Detection of major diarrheagenic bacterial pathogens by
multiplex PCR panels. Microbiological Research [online]. 172, 34-40 [cit. 2021-04-26]. ISSN 09445013.

Dostupné z: doi:10.1016/j.micres.2014.12.003
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Izolace bakteridlni DNA

Salmonella Enteritidis CCM 4420 (amplifikace genu IpaB, 314 pb)
Yersinia enterocolitica CCM 5671 (amplifikace genu Ail, 359 pb)

* izolace DNA z PCR vody a TSB bujénu
* izolace za pomoci komeréné dostupnych kitl
— NucleoSpin® Microbial DNA (Macherey-Nagel, Biotech a.s., Ceska republika)
— DNeasy® UltraClean® Microbial Kit (Qiagen, Elisabeth Pharmacon, spol. s r.o., Ceska republika)

PCR

e SloZeni PCR reakéni smési
— MasterMix EmeraldAmp® GT PCR
— sada primer0 (IpaB, Ail, Aero)
— bakteridini DNA
*  Optimalizovana koncentrace sady primerd
— Salmonella spp. - IpaB =0,4 uM
— Yersinia enterocolitica = Ail =2 uyM
— Aeromonas spp. - Aero =1 uM
— po optimalizaci: specificita primerd — 21 sbirkovych kultur
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PCR a elektroforeticka separace

TEPLOTA[’C] €AS[s] POCET

cYKLO
* Teplotni profil PCR Uvodni denaturace 95 120
Denaturace 95 15
Pfisedani primerd 53 8 35
Extenze 72 10
* Elektroforeticka separace Zévéreins extenze 7” 300

— 2% agarodzovy gel
— 1x TBE pufru s obsahem ethidium bromidu (0,5 pg/ml)
— podminky: 100 V, 500 mA, 50 min

— DNA marker o velikosti 155 — 970 pb (Top-Bio s.r.0.)

— vizualizace pomoci UV-transluminatoru

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

1-S. Enteritidis CCM 4420, Y. enterocolitica CCM 5671;
M — DNA marker (155-970 pb)

Vysledky

* sady primer0 IpaB - 314 pb

* nespecificky produkt v oblasti 200 pb
— typické pro lidsky chromozom 22

* sady primeru Ail - 359 pb

* sady primeru Aero - 720 pb

1 - S. Enteritidis CCM 4420, Y. enterocolitica CCM 5671, A. hydrophila CCM 4528;
2 - S. Enteritidis CCM 4420, Y. enterocolitica CCM 5671;

3 - S. Enteritidis CCM 4420, A. hydrophila CCM 4528;

4 - Y. enterocolitica CCM 5671, A. hydrophila CCM 4528;

NK — negativni kontrola; 5 - A. sobria CCM 7774;

6 - S. Enteritidis CCM 4420, Y. enterocolitica CCM 5671, A. hydrophila CCM 4528;
M — DNA marker (155-970 pb)

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Zpracovani vzorkli odpadnich vod - zrychleny
priikaz

» €SN EN ISO 19458 Jakost vod - Odbér vzork( pro mikrobiologickou analyzu
« €SN 1SO 5667-10 Kvalita vod - Odbér vzorkl - Cast 10: Navod pro odbér vzorkd
odpadnich vod
e Zpracovani vzorku
— vzorek bez zakoncentrovani (10 ml vzorku + 90 ml kultivacniho média)
— zakoncentrovani a nasledné purifikace
¢ (50 ml vzorku = centrifugace = promyti fyziologickym roztokem = centrifugace
- kultivace v prostredi kultivacniho média)
— membranova filtrace
« €SN EN ISO 8199 Kvalita vod - Obecné pozadavky a navod pro stanoveni
mikroorganismu kultivaénimi metodami
e vybrdny 4 reprezentativni vzorky vod
— CoV9, 10 — méstské COV

— €OV N14 — nemocniéni odpadni voda — infekéni oddéleni a centralni laboratofe nemocnice
— €OV N15 - nemocniéni odpadni voda — ostatni oddéleni nemocnice a technické provozy

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022



Zpracovani vzorkl odpadnich vod

PODMINKY TYP

ILENY
INKUBACE POMNOZEN{ CILENY MO
37 °C; 18-20h neselektivni
37°C; 16-18 h ivni I lla spp.
41,5°C; 16-18 h selektivni
25°48h selektivni Yersinia
25°48h selektivni enterocolitica
37°%24h lektivni A spp.
viechny
37°C;24h é

mikroorganismy

PPV — Pufrovand peptonova voda; MKTTn — Médium dle Muller-Kauffmann s tetrathiondtem a novobiocinem; RVs — Rappaport Vassiliadis séja
médium; PSB — Bujon s peptonem, sorbitolem a Zlu¢ovymi solemi; ITC — Bujén s irgasanem, tikarcilinem a chlore¢nanem draselnym;
TSB — Trypton-séjovy bujon; LB — Luria-Bertani

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Prukaz bakterii rodu Salmonella

* Vzorky odpadnich vod
— ve vSech vzorcich byla detekovana pfitomnost bakterii rodu Salmonella
— kultivaéni metody = suspektni kolonie = mPCR
— konfirmace biochemickymi testy
— nutno zaradit sérotypizaci a molekularni diverzitu

Amplifikace genu /paB (314 pb) ze vzorku €OV 9 a COV 10.

1, 2, 3 — nepfitomnost genu IpaB,

4 - 8 - prlkaz genu IpaB;

M — DNA marker (155-970 pb); PK — pozitivni kontrola (Salmonella Enteritidis CCM 4420)

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Prukaz bakterii Yersinia enterocolitica

* Vzorky odpadnich vod

— €ov 9 a 10 - 13 kolonii z kultivaénich technik = 10 kolonii mPCR
uréeno jako patogenni Y. enterocolitica

* biochemické testy urcily vSech 13 kolonii jako Y. enterocolitica

— €OV N14 a N15 = pfitomnost pouze v nes. pom. médiu (PPV, TSB
a LB)

* selektivni pomnoZovaci médium (ICT a PSB) = inhibitory PCR

e kultivaéni techniky - 20 suspektnich kolonii -»podrobeny
biochemickym testim a mPCR

* 13 kolonii uréeno jako patogenni Y. enterocolitica
* nutné zaradit sérotypizaci

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022




Prukaz bakterii rodu Aeromonas

* Vzorky odpadnich vod
€OV 9 a 10 = piitomnost bakterii rodu Aeromonas pomoci mPCR
kultivacni techniky - 6 suspektnich kolonii - podrobeno mPCR
a biochemické konfirmaci
* pouze 1 kolonie urcena jako bakterie Aeromonas hydrophila
produkujici aerolysin
* zbyvajicich kolonie = A. sobria, Burkholderia cepacia komplex
€OV N14 a N15 - pFitomnost bakterii rodu Aeromonas pomoci mPCR
kultivacni techniky - 8 suspektnich kolonii - podrobeno mPCR
a biochemické konfirmaci
* pouze 1 kolonie uréena jako bakterie Aeromonas hydrophila
produkujici aerolysin
 zbyvajici kolonie - A. sobria, A. caviae, Burkholderia cepacia
komplex

Molekularni detekce patogeni v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Vysledky a zavér

* multiplexni PCR Salmonella spp., patogenni kmeny Yersinia enterocolitica,
patogenni druhy rodu Aeromonas (Aeromonas hydrophila)
* testovany rozdilné zplsoby Upravy vzorkd a jejich kultivace (selektivni a
neselektivni kultiva¢ni média)
— vliv purifikacnich krokd na pribéh PCR = pozorovan vliv inhibice PCR
zpUsobeny sloZzenim média
* testované patogenni bakterie prokazany ve vsSech vzorcich odpadnich
vod
— kultivaéni metoda
— vzorek po neselektivnim pomnoZeni = zkraceni doby analyzy

Molekularni detekce patogent v potravinach a ve vodé, 14. 6. 2022

Podékovani

Mgr. David Kurfirt

Ing. Nikola Roulova

Ing. lveta Brozkovd, Ph.D.

doc. Ing. Marcela Pejchalova, Ph.D.

Tato prace vznikla za podpory Ministerstva Skolstvi, mladeZze a télovychovy jako ucelova
podpora na specificky vysokoskolsky vyzkum (SGFChT 005/2021; SGFChT 005/2022).
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Antimikrobialni rezistence

ve vodnim prostredi

Mgr. Iva Sukkar, Ph.D.

Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC)

Veterindrni univerzita Brno (VETUNI)

Antimikrobialni rezistence (AMR)

Casova osa zavedeni antimikrobialnich latek do klinické praxe a detekce
rezistence k nim

Uvedeni antimikrobialnich latek

Detekce rezistence

Zdroj: Pazda et al., Science of the Total Environment 697 (2019) 134023

Antimikrobialni rezistence EU/EHP

* roc¢né 670 000 bakterialnich infekci s AMR

* ztoho 33 000 pacientd umira v pfimém dUsledku téchto infekci
* ekonomicka zatéz: az 1,1 miliard eur/rok

* vynaloZeni 1,5 eur/osoba/rok by zamezilo 27 000 Umrti

Zdravotni zatéz infekci zplsobend bakteriemi s AMR (v roce 2015)
ve srovndni s jinymi pfenosnymi nemocemi (priimér 2009-2013)

Zdroj: Antimicrobial Resistance Tackling the Burden in the European Union; OECD 2019




Plvod AMR

* >4 miliony let: multirezistentni bakterie detekovany v Lechuguilla
jeskynich v Novém Mexiku, rezistence az k 14 rdznym komeréné
dostupnym antibiotikim napf. beta-laktamy, aminoglykosidy a makrolidy

* > 30000 let: rezistentni bakterie v permafrostu, geny rezistence k beta-
laktamm, tetracyklinim a glykopeptidim

Zdroj: Bhullar et al. PLoS One. 2012;7(4):e34953; D'Costa Vet al., Nature. 2011 Aug 31,477(7365):457-61

Pivod AMR

* bakterie vodniho prostredi napt. Shewanella algae, Vibrio
vulnificus, Vibrio parahaemolyticus a Photobacterium profundum
jsou povaZovany za mozné zdroje gnr genll pro patogenni bakterie

* horizontalni prenos gent AMR (mobilni genetické elementy)

Zdroj: Larsson and Flach, Nature Reviews Microbiology volume 20, pages 257-269 (2022)

AMR a koncept Jednoho zdravi

Zdroj: Dolejska, 2020. Antibiotic-Resistant Bacteria in Wildlife. The Handbook of Environmental Chemistry. Online




Odpadni vody a AMR

Selekce a prenos antibiotickeé rezistence
v odpadnich vodach

a) transformace
b) transdukce
c) konjugace

Zdroj: https://www.unep.org/news-and-stories/story/untreated-wastewater-growing-danger; https://www.ecomena.org/wp-
content/uploads/2014/08/water-pollution.jpg; Karkman et al., Trends in Microbiology, March 2018, Vol. 26, No. 3

Cistirny odpadnich vod

Osud antimikrobialnich latek a bakterii rezistentnich k antimikrobialnim
latkam v Eistirnach odpadnich vod a Zivotnim prostredi

Zdroj: https://repares.vscht.cz/antibiotic-resistance/wastewater-treatment-a-major-barrier-against-ar-spread?cookie[only_desktop]=1#

Akvakultury

* zvySeni produkce z 21,8 milionl tun (1960) na 156,4 miliond tun
(2018)

* 69 % produkce Asie

* terapeutické a profylaktické vyuZiti antimikrobidlnich latek
(aminoglykosidy, makrolidy, peniciliny, chinolony, sulfonamidy, a
tetracykliny) a dezinfekcnich latek

* vysoka koncentrace biomasy - infekéni nemoci

Zdroj: https://www.qb-labs.com/blog/2020/5/4/the-current-state-of-antibiotics-in-aquaculture; © Sodel Vladyslav, Shutterstock;
https.//www.doctorshrimp.com/2021/06/09/aquaculture-in-brazil-the-1-billion-industry/




Detekce AMR ve vodnim prostredi

Zdroj: https://lallemandanimalnutrition.com/fr/europe/feed-update/col tes-microbi

Povrchové vody

Porovnani Escherichia coli produkujici Sirokospektré
beta-laktamazy (ESBL) pochazejici z povrchové vody
a prilehlé &istirny odpadnich vod (€OV)

Vzorkovana mista v lokalité A Koncentrace E. coli produkujici ESBL

e ESBL-produkujici E. coli detekovany v rekreacni vodé ve vsech 4 lokalitach
+ ESBL-produkujici E. coli detekovany i v povrchovych vodach neovlivnénych COV
* identické geny rezistence a sekvencni linie E. coli v odpadni a rekreacni vodé

Zdroj: Blaak et al. / Veterinary Microbiology 171 (2014) 448-459

Povrchové vody

Zmény bakterialnich kment na lidské klzZi pfed a po expozici ocedanské vodé

Zdroj: Nielsen et al., Environmental Research 197 (2021) 110978




Okrasné ryby

Aeromonady s plazmidové kédovanou
rezistenci k chinolontim

Kapfi koi (Cyprinus carpio koi) Tropické okrasné ryby rtiznych druhti
- Isﬂie, zabry - klze, Zabry a télni kavity
- Ceska republika - 7 farem

- 15 iz0l4td (19 %, n = 80) - Vietnam, Thajsko, Cina, Slovensko,

Singapur, Brazilie, Peru
- 18izolatd (24 %, n = 76)

Zdroj: Dobiasova et al., Veterinary Microbiology 171 (2014) 413-421414; https://media.tehrantimes.com/d/t/2021/09/04/4/3881140.jpg;
https://en.wikipedia.org/wiki/Koi#/media/File:Ojiya_Nishikigoi_no_Sato_ac_(3).jpg

Povrchové vody a volné zijici zvirata

Zdroj: Dolejska. 2020. Antibiotic-Resistant Bacteria in Wildlife. The Handbook of Environmental Chemistry. Online

Povrchové vody a volné ziji

Geny antibiotické rezistence exprimované
v mikrobiomu volné Zijicich ptaku

Zdroj: Marcelino et al. BVIC Biology (2019) 17:31.




Metagenomika a sledovani AMR

e 79 vzorkovacich mist (74 mést, 60
zemi)

e >1.4 Tb sekvenacnich dat (cca 120
miliond readd na vzorek)

Vzorkovana mista

) ) Abundance genti AMR dle regionu
Zdroj: Hendriksen et al., Nat Commun . 2019 Mar 8;10(1):1124.

Metagenomika a sledovani AMR

Relativni abundance AMR dle tfidy antibiotika

Relativni abundance 15 nejcastéji detekovanych genti AMR

Zdroj: Hendriksen et al., Nat Commun . 2019 Mar 8;10(1):1124.

Zaver

* determinanty AMR jsou pfirozené ve vodnim prostiedi
* dopad vyuZivani antibiotik na vodni ekosystémy

* nemocnic¢ni a komunitni vody jako zdroj bakterii rezistentnich

k antibiotikiim a gen( antibiotické rezistence
* kontaminace povrchové vody je rizikem pro verejné zdravi
* akvakultury jako pfispévatelé AMR

* vyuziti metagenomiky pro sledovani AMR celosvétové




Dékuji za pozornost..

Zdroj: https://journalofethics.ama-assn.org/article/unnecessary-antibiotics/2006-06




Sledovani Sifeni enterobakterii rezistentnich k
antibiotikiim cestou odpadnich vod do prostredi:
aplikace metagenomiky a celogenomového
sekvenovani

VETERINARNI UNIVERZITA BRNO

Mgr. Lenka Davidovda Gerzova, Ph.D.

Davidova Gerzova L., Lausova J., Sukkar I., Nechutna L., Dolejska M.

Problematika rlznych pristupt

Problematika rlznych pristuput




* Rijen 2016
e Celkem 6 vzorka:

Nemocnice — pfitok a
odtok z nemocnicni
Cistirny odpadnich
vod (COV),
neprecisténa odpadni
voda

Méstska Cistirna —
pritok, odtok

Reka Svratka — nad
odtokem

* Srpen 2020, Duben 2021

* Celkem 20 vzorki ze
dvou opakovani

e Lokalita A, B

Nemocnice — izolaty od
pacientd s UTI, odtok z
nemocni¢ni COV
Méstska COV — piitok,
odtok, kal

Reka — nad a pod
odtokem z COV

Problematika rlznych pristuput

E. coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp.

WGS

/

\ Metagenom + volna DNA

Vysledky 2016

* 78 samples

ST38 12.8%
ST13110.3% _ 1 feka
ST635, ST10 6.4%
blacy p.15: 62.8%

ESBL &
Location Nr.b AmpC ESBL bla;y m blag
Hospital-

WWTP-In 39 - 38 38 27 1
ospital-

WWTP-Ou - - - - - -

Hospital-

Raw 39 1 38 39 27 -

Municipal-

WWTP-In 38 1 36 37 16 -

Municipal-

WWTP-Out 35 - 33 33 12 -
River 7 - 4 2 5 -
Total 149 149

prevalence (158 2 (1.3%) (94.3%)  (94.3%) 87 (55.1%) 1 (0.6%)

Kutilova, 1.; Medvecky, M.; Leekitcharoenphon, P.; Munk, P.; Masarikova, M.; Davidova-Gerzova, L.; Jamborova, |.; Bortolaia, V.; Pamp, S.J.; Dolejska, M.
Extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia coli and antimicrobial resistance in municipal and hospital wastewaters in Czech Republic: Culture-
based and metagenomic approaches. Environ. Res. 2021, 193, 110487.




Vysledky 2020 - 2021

Location Nr.b ESBL& AmpC Ampc ESBL bIGCT)(.M bIaCTX-MlS @D bIaGES

AmpC genesc
Hospital-UTI 82 5 3 5 64 75 49 - -
Hospital- 7, - 1 2 51 72 36 - 1
Out
Municipal-
WWTP-In 95 1 2 90 92 49 2
Municipal-
WWTP-Out 106 7 1 7 94 100 47
River_Up 1 - - 21 - -
River_Down 1 - 2 30 30 12 - -
Total o o o 350 392 o o
prevalence 411 15(3.6%) 5(1.2%) 18 (4.4%) (85.2%)  (95.4%) 197 (47.9) 2(0.5%) 1(0.2%)
ST635 — blogs s .
E. coli
ST10
ST38
ST131

ST69

Klebsiella sp.

Distribuce ST Klebsiella sp. v riznych lokalitach

30
25
20
15

10

1623
3640
34
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Metagenom

2016
* geny rezistence 0.08%
v blaggg blagy,
* plazmidové replikny 0.07%
e geny virulence 0.003%
/7
Shrnuti

* Mocové infekce nejsou primarnim zdrojem rezistentnich
bakterii v odpadni vodé z nemocnic

* Nemocnice nejsou hlavnim zdrojem rezistentnich bakterii
v meéstské COV

* Nejvyssi podil rezistentnich E. coli byl na odtoku

* Vlysokd prevalence klinicky vyznamnych ESBL CTX-
resistentnich enterobakterii v odpadnich i povrchovych
vodach

* Klinicky vyznamné kmeny maji schopnost prezivat v
prostredi

Dékuji Vam za pozornost

Financovano z: 204/2018/FVHE, 205/2019/FVHE
NU20J-09-00040




Rozhodnuti Komise (EU) 2020/1729 o sledovani a ohlasovani
antimikrobialni rezistence zoonotickych a komenzalnich
bakterii

Druhy a poéty vzorkii/izolatt, které maji byt testovany v ramci sledovéni AMR dle nového provadéciho rozhodnuti 2020/1729 od roku 2021

Populace zvifat . " o . 4
5 . Bakterie Misto odbéru | Matrice 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 Poznamka
nebo potravina
“:;:;‘"" nosnice e Imonella lchovy (NPSAL) L ldo 170 izolétis L ldo 170 izolat L ldo 170 izolatir
falespori 170 izolata lalespofi 170 zolata alespon 170 izolati
lBrojlefi IC. jejuni and C. coli atky Islepd stieva |- (C.ejuni - IC.jejuni - C.jejuni
ldo 170 iz0létd C.coli ldo 170 iz0ltd C.coli do 170 zolitd C.coli
E-coli atky [slepa streva |- Jalespon 170 zolata |- Jalespon 170 z0lata |- alespon 170 izolatd
dobrovoiné, ize
[E. faecalis, E. faecium jatky Islepd stieva |- 1300 vzorki - 1300 vzorki - 1300 vzorki: vyuit vjjimku 3.1
lpism. b)
lenzymy produkujici E.coli__Jatky [slepa streva | [300 vzorka F 300 vzorki - 300 vzorka
lPrasata vkrm _[C. coli atky slepd streva_|alespon 170 izolata |- Jalespon 170 zolata |- alespon 170 izolatd_|- alespon 170 izolatd
lsalmonella jatky lslepé streva (300 vzorki L 300 vzorkis L 300 vzorkis - 1300 vzorkis ‘;“f::"';)””“k“ 31
E.coli atky llepd streva _|alespoii 170 zolatd |- Jalesport 170 zolatd |- Jalesport 170 z0latd_|- alespoit 170 izolatd
dobrovoin, ize
. faecalis, E. faecium jatky Islepd streva (300 vzorki a 1300 vzorki - 1300 vzorki 1300 vzorki vyuit vjjimku 3.1
lpism. b)
lenzymy produkujici Ecoli _jatky llepé streva_[300vzorka F 300 vzorka F 300 vzorka - 300 vzorka
[Kufecimaso _lenzymy produkuici E.coli maso F 300 vzorku F 300 vzorku - 300 vzorku
[ritimaso  lenzymy produkujici Ecoli  |maloobchod  |maso L 150 vaorki L 150 vaorki L 150 vzorki ;‘Y:;"g)v“’“k”3 2
lenzymy produkujici E.col maso 300 vzorka F 300 vzorka F 300 vzorka - 300 vzorka
[Hovézimaso fenzymy produkujici E.coli__|maloobchod maso 300 vzorka A 300 vzorka | 300 vzorka A 300 vzorka

Monitoring - analytické metody

+ Salmonella spp. >> CSN EN ISO 6579-1:2017 >> sérotypizace (KwLm) >> MLVA >> MIC (1+2 deska)
» Escherichia coli komenzalni >> neselektivni pomnozeni TBX >> MALDI-TOF >> MIC (1+2 deska)

» Campylobacter coli/jejuni >> harmonizovany protokol EURL-C >> MIC

« Enterococcus faecalis/faecium >> dobrovolny (v CR se neprovadi)

» Escherichia coli produkujici ESBL, AmpC a karbapenemazy >> harmonizovany protokol EURL-AR >>
MIC/NGS




Schéma postupu detekce kmeni Escherichia coli
produkujicich ESBL, AmpC a karbapenemazy

Shrnuti postupu vySetfeni je graficky zndzornéno nisledujicim schématem:

Neselektivni pomnoZeni:
1 dil vySetfovaného vzorku!
+
9 dilit pidy pro neselektivni pomnozeni — PPV
inkubace pfi 371 °C 18-22 hod

Selektivni pomnozeni:
1. Selektivni pomnoZeni na pitomnost ESBL/AmpC produkujici E. coli
(inokulace inkubované PPV 10 ul na McConkey agar+1mg/l Cefotaximu;
inkubace 44+0,5 °C 18+22 hod.)

2. Selektivni Zeni na pFit OXA-48/kar izy p jici E. coli
(inokulace inkubované PPV 10 pl na kazdou polovinu SMART agaru; inkubace 371 °C
1822 hod.)

!

Pozitivni nirist ‘ ‘ Pozitivni narist ‘ ‘ Negativni nariist

N <

Subkultivace suspektnich kolonii na stejnd média
inkubace 44=0,5 (371 °C) 18-22 hod.

!

Konfirmace na chromogenni piidé URIselectd
inkubace 37+1 °C 18-22 hod

Identifikace Escherichia coli E. coli produkujici ESBL/AmpC negativni
Metodou MALDI-TOF E. coli produkujici karbapenemézy negativni

L

Uchovini izolitu a testoviani MIC (WGS) podle RK 2020/1729/EU

'
25405 g gerstvého 0225 ml PPV
10,1 g obsahu slepych stiev do 9 ml PPV

re

NGS - pouzivané technologie a vyuziti

lllumina NextSeq 1(2)x75bp single (paired) — end reads
» Escherichia coli

» Salmonella spp.

» Campylobacter coli/jejuni

Oxford Nanopore MinlON
* Aviarni influenza

+ SARS-CoV-2

» Metagenomicka analyza

NGS - harmonizace/EQAS




NGS - bioinformatika - pipeline/QC

echo "Spusteni prvni parametr je adresar s davkou osekvenovanych dat (tyto v tomto adresari lezi
jsou jako fasta.g2)"

echo "Druhy parametr udava kroky workflow."

echo "Napfiklad ./workflow_wes.sh Lab28 ZQTNGSFSBRKmVLCOYIbEX"

echo "y .. force Campylobacter”

echo
echo
echo
echo
echo
echo
echo

.. force ecoli"
.. force salmonella”

"7 ... dekomprese fastq.g2"
"Q... kontrola kvality fastQc originalnich dat"

“T.. Trimming dat pomoci trimmomatic”

*N... Nanofilt {orez malo kvalitnich dat)"

"q... kontrola kvality fastlalc otrimovanych_cropnutych dat"

. Spades (genome assembly)"

“F .. Flye"

.. N0 (posouzeni kvality contigu)"

.. Blast urceni nejvetsiho contigu (slouzi v dalsich krocich pro volbu vhodne databaze

salmonella,ecoli,campylobacter, isteria)"
echo

"R .. Resfinder"
K .. Kmerfinder"

“m_.. [m]apping on two top matches k-merfinder genome"
. Virulencefinder"

- mist"
C .. CgMLSTfinder"
0. seqser0"

Y .. Serotypefinder”
1. plasmidfinder”
€. rEport”

"b .. bank contigs and reads”
M. odeslani skriptu e-mailem"

. mintyPer  pouziva se samostatne ./workflow.sh puvodce P"
G .. cGmistfinder pouziva se samostatne /workflow.sh puvodce

Seqpitstatsoriginal data
fie

R22-EC1 5551001 A1 001 22

B20220503/822 £C15 <FAST.

Saktvaorek Date_report
Yy om0 600

Seqkitsats trimmed_cropped

e

Ba020503/822 £C1 5 <FASTA

Pocetban

Kualia reads
pass

Adapt
Verae/oB poustych st
Fas0C0119

Nanoril

Bascstatitics

e oum seas sum Jen
pe oumseas sum jen
o saines1 7anionss
e w0 min
o & 5
e ) min
1 s T
37849185 Delka_contguaTIONESE Koy

R22-ECL555.001 R1_001_trmmed_cropped.fasta

C15.55.001_R1_ 001 trimmed ropped fasty

er Content R22.EC1:555 100171001 timmed_ropped fasta

k280
Sphdes gename sssembler v315.4

Fiye283 b1655

[L34mEASTX NS0, ver 400 (0m

bt 2900
Bt 08 2019.0905
Resfinder 0B 20210517

seqkitu0160

NGS - bioinformatika - pipeline report

min_len_avg len max en
w72 n

mxWm N0 aw
e a7 11367 9100076

e iz 1seemss

Vysledky kmerfinderu
#Assembly
‘GCF_016629485.1

GCF_013282275.1

Vystedi ResFinderu

Score

Expected  Template Query_Co Template,Depth

6 15717 8585 £738 086
279 47 163760” 50 578 006
3674 a6 15037 234 " 240 oo
771 53 1e2s” 113 104 001

denity Allgnment Le Coverage _ PositionrContig_ Position i Phenotyp Accession .
10000 s 00 187 NODE 68 1423115 Aminogl 2sa2
10000 oo 1000 1 NODE 681506715t Aminogly AF321551
10000 s 1000 1836 NODE_16 143.958  AminoglyiVo03sD
10000 6876 1000 1876 NODE_68, 5553, S62iBeta acta YOG
000 ssyssi 1000 1861 NODE 68 12650, 13t Beta lacta AVASSDIE
% 35 1000 11233 NODELL 3032231 Warning: (Y0874
ane 10000 1657 1000 1,657 NODE_68, 3656, 431 QuinoloneABI&7S15,
sui2 10000 st 1000 1816 NODE 68 15931161 sulphonar AYOM138
teta) 10000 2091200 1000 11200 NODELL: 2041 364 Tetracyc AISE7790
atena 10000 ampars 000 1474 NODE13, 1207160 Trimethos KFS2IS3S.
sueptomycin aminoglycoside Resisant 3 3ph{6)1d (3ph(6)16_M28829), 3ph(3') I 3ph(3) Io_AF321SS:
Kanamycin aminogiycoside Resistant 5 aph(3)-a (3ph(3'-13_V00359)
e aminoglycoside Resistant 3 9ph(3) 1 (aph(3)12_Vo0359)
Iivdomyein aminoglycoside Resistant 3 3ph(3) 1 (3ph(31-1a_Vo0359)
paromomyc aminoglycoside Resisant aPh(3)1a (3ph(3)-12 V00359)
ribostamycin aminoglycoside Resistant 3 aph(3) 1 (3ph(3'-12_V00359)
‘nknown aminaglycost aminoglycosid Resistant 2 mal(a) (ml(a)_vo8743)
Gprofiorac Huoroguinolone Resistant a1 (anrs1AB187S1S)
unknown luaroquinalifuorogquinolane. Resistant 2 mt(A) (m(a) vo8743)
amoici Resistant 3 ACTICN1S (BaCTX-AY 15 AYOGAA36), BlaTEN 16 (baTEM 15,
ampicilin Resistant 3 bISCTICM15 (BlaCTX-M-15_AYOIA3E), aTEN 16 (blaTEM 15
cefepim Resistant 3 BIaCTX 15 (IaCTX - 15_AYOA36)
cefotanime Resistant 3 BIaCTX -1 (laCTX - 15_AYD34A3
ceftaricime Resistant 3 bISCTICNIS (blaCTX.-15_AYO34436)
pipersclin Resistant 3 bISCTICN-15 (BlaCTX-M-15_AYOIA3E), IaTEN 16 (blaTEM 15
antreonam Resistant 3 BIaCTX 15 (IaCTX - 15_AYO34A36)
tercilin Resistant 3 IACTICN15 (BaCTX-MY15_AYOUA436), BlaTEN 16 (baTEM 1,
cefrsnone Resistant 3 blSCTHCI5 (HaCTX-A15_AYOH4436)
walthin b Resit 3 BIaTEN 18 (blsTEM-15_Ava5s016)
sulfamethoazole _folate pathway antagonist Resistant 3 sul2 (su2_AY034138)
timethopri folste pathway antagonist Resistant 3 diA1a (412 KF921535)
unknown macrolide  macrolde Jstant 2 md(4) (md(A)_Yo&723)
unknown etraeyline. tetracycin Resistant 2 ma(A) (ma(A)_Yo&723)
tetracyd cxdine Resistant 3 ter(A) fex(a)_ AIs17750)
onyyeline tetracydine Resistant 3 tet) tet(2) Ass17750)
unknown phericol _ phenicl Resistant 2 md(4) (md(A)_yo&723)
unknown dfamycin_ rifamycin Resistant 2 maf(A) (maf(A)_Yoa743)
VyslediPointFinder
Vysledi virdlencefinder
Databse Virslence factor dertity  Query /TemplaiContig__ PositioniyProteinfu Accassion number
ad 1000 132/1801  NODEISL12 Glutamal APOIOOS3
o 1000 1232/1601  NODEISUL.1232  Glutamal Uooose
iy o sis/sis (0DE 13, 84557,85: Iron tran HGS77150
terc 1000 714/714  NODE_29 322383 TellurunCPoOTIOL
terc %9 959/966  NODE 61350, 1288  TellurionNGSO1638

TAXID
NZ_APO24 Escherichi

Taxanom

tot_query tot_templtot_deptha_value p_value
ERT 562 cellular or

8586 135070.04 1,026 562 Escherichia coll

7510 7362 072 913695 1026 NZ.CPO0Escherichi 562 cellularor 562 Escherichia coli
88 811 085 35317 10026 NZCPOI9Escherichi 562 cellularor 562 Escherichiacoll
6276 | 5715 | 056 161587 10e-26 NZCPOA2Escherichi 562 cellularor 562 Escherichia coli

Vysledky mist
Organism: Escherichia colif1
Sequence Type: 1303

Locus Identity Coverage  Alignment LengiAllele LenGaps  Allele.
adk 1000 1000 5% 536 0adk_10
fumc 1000 1000 a6 a9 0fumc_7
ey 1000 1000 460 a0 OgyB 4
icd 1000 1000 sis s 0icd 8
mdh 1000 1000 a2 a2 0/mdh_12
purA 1000 1000 ar e 0purh_35

1000 1000 510 s Oreca 2
Vysledky cgMLST

Sample_name
R22-EC15-55-L001_R1_

Total_number_of_loci Allele_m: % _Allele_matches

Number_of <% _Called_allele cgST
e 2176 8659

38985

Vysledky serotypefinder

Database Gene Serotype  Identity Template Contlg _ Position it Accession
H_type fiic His 97.80 165/ 166 NODE_32. 39770, 414 AY250001
0_type wax 059 9.9 1284/ 128 NODE 10, 24228, 25¢ AY654590
typ way 059 %7 1170/ 117 NODE 10, 32428. 33 AY6545%0
Vysledky plasmidfinder
Database Plasmid Identity  Query/TemplatContig _ PositioniiNote  Accession
enterobacteriaceae IncY /765 NODE 10:3087.3851 Ko2s80
Vysledky Blastu
Sequences producing significant alignments (Bits) Value
17838200.1 Escherichia coli solate Wi2 solate genome assembly, . 3.908e+05 0.0
UTs38196.1 isolate WIL . 35080405 00
Laziss, 39082405 0.0
(€P042336.1 Escherichia co strain GZ04-0086 chromosome, complete... 39072405 0.0
159921711 Escherichia col solate Escherichia coli sr. TO73 ge... 3907405 0.0
CPO10371.1 Escherichia coli strain 6409, complete genome 062405 0.0
LR134227.1 Escherichia coli strain NCTCS102 genome assembly, chro... 3.854e+05 0.0
(CP038857.1 Escherichia col train PigCacca_2 chromosome, complet... 38260105 0.0
CPO10L72.1 Escherichia col srain HS, complete genome  3.825¢05 0.0
1 le... 38206405 0.0

Porovnani relativni €etnosti vyskytu epidemiologickeé

rezistence sledovanych antimikrobialnich latek u komenzalni

Escherichia coliizolované z obsahu slepych strev prasat
v letech 2015, 2017, 2019 a 2021 (n 898)
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Porovnani relativni éetnosti sledovanych fenotypu rezistence
izolatu Escherichia coli detekovanych pii selektivnim pomnozeni
vzorku hovéziho a vepfového masa a obsahu slepych stiev prasat

v letech 2015, 2017, 2019 a 2021 (n 3603)

W negativni
karbapenemaza

W ESBL+AmpC
AmpC

W ESBL

Porovnani relativni éetnosti genu rezistenci a
chromozomalnich mutaci zodpovédnych za produkci rozsifené
betalaktamazy a karbapenemazy u izolatu Escherichia coli
detekovanych z veprového a hovéziho masa a obsahu slepych
strev prasat v roce 2021 (n 894)
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blaCTX-M-1  blaCTX-M-3  blaCTX-M-8 blaCTX-M-14 blaCTX-M-15 blaCTX-M-27 blaCTX-M-32 blaCTX-M-55 blaCTX-M-125 blaTEM-52B  blaSHV-12 blaNDM-5 blaCMY-2  42C>T AmpC

Whovézimaso Mvepiové maso W obsah stiev

Porovnani relativni éetnosti genu rezistenci a chromozomalnich
mutaci zodpovédnych za rezistenci k chinoloniim u izolatu
Escherichia coli produkujicich rozsirené betalaktamazy
detekovanych z veprového a hovéziho masa a obsahu slepych
strev prasat v roce 2021 (n 894)
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Porovnani relativni éetnosti souétu genil rezistenci a
chromozomalnich mutaci celkové detekovanych u jednotlivych
izolatu Escherichia coli produkujicich rozsifené betalaktamazy a

karbapenemazy izolovanych z veprového a hovéziho masa a
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obsahu slepych strev prasat v roce 2021 (n 894)

B hovézi maso

mvepfové maso

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14

= obsah stfev

16

Tree scale: 100 +————

Pfiloha &.1 Porovnani profila

i izolatu ichia coli

avzajemné

—

—
—
LT

rozsifené

2z hovéziho masa v roce

2021 (n 22)

21-P-BA-1112
21-P-BA-517
21-P-BA-2369-2 [
21-P-BA-4273-1
21-P-BA-5224-1 [ ]
21-p-8A759-1 [l

21-P-BA-240
21-P-BA-466-1
21-P-BA-2250
21-P-BA-3074
21-P-BA-3747
21-P-BA-3421
21-P-BA-332

—
e
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L

21-P-BA-4488-1 [ ]
21-P-BA-1395

21-P-BA-5549

21-P-BA-6423 ]
21-P-BA-5305

21-P-BA-956

21-P-BA-2196

21-P-BA-489

21-P-BA-4494

42C>T AmpC
S83L GyrA
D87N GyrA
S80I parC

I-J

Tree scale: 100 ——i

Pftiloha &. 2 Porovnani profili rezistence a vzajemné pfibuznosti izolati Escherichia coli produkujicich rozSifené betalaktamazy detekovanych z vepfového masa v roce2021 (n 24)

aCTX-M-1

aCTX-M-14
laCTX-M-15
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=
21-P-BA-1080 [ ]
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21-p-BA-4dss-2 [l
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21-P-BA-2414 | ]
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Tree scale: 1000

Porovnani relativni c¢etnosti nejcastéji detekovanych
sekvenénich typu (ST) izolati Escherichia coli produkujicich
rozsSirené betalaktamazy a karbapenemazy izolovanych
z veprového a hovéziho masa a obsahu slepych strev prasat
v roce 2021 (n 894)
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Klonalné vysoce pribuzné izolaty Escherichia coli produkujicich
rozsSirené betalaktamazy a karbapenemazy s identifikovatelnou
epizootologickou navaznosti

H H s ]
5 2 c c
3 3 E E g & g g £
5 § z 8 g : g 2

8 H = 5
01112021 cza czz slepé strevo prasete 21-P-BA 6009 23 21258 09 H32
03.05.2021 czA CZxx slepé strevo prasete 21-p-BA 2677 23 21258 09 H32
073021 cz8 CZoc b slepé stievo prasete 21-p-BA4315 101 87812 o1s H10
C_ os20m cz8 Czce slepé strevo prasete 21-p-8A2111 101 87812 o1s H10
260T: K, slepé stievo prasete 21-p-BA439 101 87812 o015 H10
Bo2021 czc czbb [~ slepé strevo prasete 21-P-BA3574 117 63201 033 H18
=T = ebviammrEn 21-P-BA 1456 117 63201 033 H18
20.09.2021 czp Czpp slepé strevo prasete 21-P-BAS5284 345 17304 09 H11
01.03.2021 czp czre slepé strevo prasete 21-P-BA1165 345 17304 09 H11
29.09.2021 cze czw slepé stfevo prasete 21-p-BA5376-2 641 55580 0153 H10
16.06.2021 cze czww slepé stfevo prasete 21-P-BA3646-2 641 55580 0153 H10
14.04.2021 czr cznn slepé stevo prasete 21-p-8A2115-4 1300 1220 H28
03.02.2021 czF czZmm slepé strevo prasete 21-P-BA581-4 1300 1220 H28
|_—T5002021 _ |czaa cz6 T~ veprovémaso 21-P-BA5224-2 1800 132193 082 H21
CZaa o2 ] hovézi maso 21.p-8A5224-1 1800 132103 082 H21

Casova osa detekce izolath Escherichia coli produkujicich
karbapenemazu blaNDM-5

obsah stfeva

09.07.
2021 2022
1 1 1
1 1 1
15.01. 04.10.
obsah stfeva obsah stfeva

VysSetreni provedena paralelné z identického vzorku obsahu streva

» Escherichia coli komenzalni >> neselektivni pomnozeni >> MALDI-TOF >> MIC (1 deska nebo 1+2 deska)
» Escherichia coli produkujici ESBL, AmpC >> selektivni detekce >> MIC (1+2 deska) >> WGS
» Escherichia coli produkujici karbapenemazy >> selektivni detekce >> MIC (1+2 deska) >> WGS




Sdruzené vysledky fenotypového testovani MIC paralelné
detekovanych izolatu Escherichia coli

o a i
21-P-BA-225-3-K CARB/OXA Karba+T >32 8 <4 1 <0,25| >8 >4 <1 <4 >32 | <0,25 8 <8 8 <0,015| >64 >2 >64 32 16 8 >128 | 16 >64/4 | >128/4
21-P-BA-225-1 KOMENZAL AmpC >32 4 <4 <0,5 |<0,25 8 4 <1 <4 <2 |<0,25| <8 <8 | <0,03 [<0,015| 64 0,06 8 4 0,25 | <0,03 8 0,25 8/4 8/4
21-P-BA-4003-4-K CARB/OXA Karba >32 4 <4 1 0,25 | >8 >4 <1 <4 <2 |<0,25| <8 <8 8 <0,015| >64 >2 >64 32 4 8 >128 | 16 >64/4 | >128/4
21-P-BA-4003-2 KOMENZAL CSuT+W+Nal+Cip 4 <2 <4 <0,5 |<0,25|<0,25| 0,25 | <1 16 16 >16 | >512 | 64 | <0,03 1 4 |0,015| <0,25 4 |<0,12|<0,03 | <0,25 |<0,06 | <0,06/4 | <0,12/4
21-P-BA-4003-4 ESBL/AmpC AmpC+Nal+Cip >32 4 <4 <0,5 |<0,25 8 4 <1 >64 <2 |=0,25| <8 <8 |<0,03 | 0,25 32 0,03 4 8 |<0,12|<0,03 8 0,25 4/a 8/4
21-P-BA-5466-2-K CARB/OXA Karba+T >32 2 <4 1 <0,25| >8 >4 <1 <4 >32 (<0,25| 16 <8 8 <0,015| >64 >2 >64 32 8 8 >128 | 16 >64/4 | >128/4
21-P-BA-5466-1 KOMENZAL ASUT+W >32 4 <4 <0,5 |<0,25|<0,25| <0,25 | <1 <4 >32 | >16 | >512 | <8 | <0,03 |<0,015 4 |20,015| <0,25 4 |<0,12|<0,03 | <0,25 |<0,06 | <0,06/4 | <0,12/4
21-P-BA-5466-2 ESBL/AmpC ESBL+SUT >32 4 <4 <0,5 |<0,25 1 >4 <1 <4 <2 >16 | >512 | <8 | <0,03 |<0,015 4 [<0,015( 32 8 |<0,12|<0,03 1 4 0,12/4 | 0,25/4

Rozsah testovani a kritéria vyhodnocen v souladu s RK 2020/1729 (hodnoty MIC v mg/I)

ST10

Tree scale: 1000

b Ia NDM-5 (21-P-BA-225-3K)

21.P-BA-5466-2-K
21-P-BA-4003-4-K

ST898 5175

21-P-BA-4003-4

ST1790

1-P-BA-5466-2

ST1800

ST23

Epidemiologie izolatu s detekovanou karbapenemazou blaNDM-5

Datum odbéru
Misto odbéru
Pavod
Typ vzorku
Cislo vzorku
Fenotyp
Gen
ST
cgST
O-antigen
H-antigen

09.07.2021 slepé stievo prasete 21-P-BA-4003-2 CsuT+W+Cip - ?7? ?? ??

09.07.2021 slepé stfevo prasete 21-P-BA-4003-4 Na+Cip+AmpC blaCMY-2 114622 0112ab

04.10.2021 6 CZ kml slepé stfevo prasete 21-P-BA-5466-1 ASUT+W. - ?? ?? 2? 2?2
I 04.10.2021 | G | CZ kml slepé stievo prasete 21-P-BA-5466-2 ESBL+SUT blaCTX-M-1 | 23 | 130956 | 08 | H9 I
vzorek/ SNPr distance 21-P-BA-225-3-K 21-P-BA-4003-4-K 21-P-BA-5466-2-K
21-P-BA-225-3-K 0 26178 26180
21-P-BA-4003-4-K 26178 0
21-P-BA-5466-2-K 26180 0
Tree scale: 10000 L%
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Karbapenemaza - blaNDM-5

Prvni zachyt blaNDM-5 Escherichia coli v GB (Hornsey, M., et. al., 2011)

Zachyty blaNDM-5 v Ceské republice od roku 2011 (Hrabak, J., et. al., 2012; Paskova, V. , et. al., 2018;
Chudéjova, K., et. al., 2021)

Pfitomnost genu detekovana na rlznych plazmidech IncF, IncX3, IncL/M, IncH, IncA/C2 (Zhu, Y.,Q. et. al., 2016;
Giufre. M. at. al., 2018)

IncX3 identifikovan jako nosi¢ geni blaNDM-x v Evropé, Asii, Americe (Wu, W., et.al, 2019)
IncX3 je nejdlilezitéjsi nosi¢ genu blaNDM-5 u enterobakterii (Shen, Z., 2018; Xi, L., 2018; Krishnaraju, M., 2015)
Escherichia coli IncX3/blaNDM-5 detekovana
u drlibeZe (Yang, L., et al., 2016, Zhang, F., et al., 2019)
z kravského mléka (Yaici, L., et al., 2016)
u prasat (Pak-Leung, H., et. al., 2018; Xiaofeng, H., 2021)
Na IncX3 (~46 kb) detekovana sekvence 1S26-blaNDM-5-1S5-1SAba125 (Pak-Leung H., et. al. 2018)
Prokazana vysoka konjugacni aktivita plazmidu IncX3/blaNDM-5 (Wang, Y., et al., 2018, Xiaofeng, H., 2021)

Prokazana pfitomnost plazmidu IncX3/blaNDM-5 i v environmetalnich vzorcich (Ito, V., et. al., 2022)

Plazmid IncX3 jako nosi¢ genu blaNDM-5

1S5-AI1SAba125-bla blaNDM-5 1526 ISkoX3

Porovnani detekovanych IncX3/blaNDM-5 plazmidu




Porovnani topografie /S26-blaNDM-5-1S5-1SAba125 segmentu

AP023194.1

AP023201.1

p21-P-BA-225-3K

Hodnoceni - zaveér - rizika

Prvotni vysledky — omezené srovnani
Slozity multifaktorialni systém
Potvrzeni dfivéjSich domnének
Horizontalni pfenos

Vertikalni pfenos

Pfitomnost odliSnych subpopulaci
Perzistence v prostredi

KFizova kontaminace

Role selekéniho tlaku

Kriticka mista potravinového fetézce
Identifikace intenzity a ¢etnosti vyskytu rizikovych faktor(
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* Kolektiv oddéleni bakteriologie
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* Ing. Petr Bufic¢




Detekce nékterych parazitarnich
ptivodct v masnych vyrobcich
pomoci molekularnich metod

Barbora Zalewska, MSc, Ph.D.

Vyzkumny Gstav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i. Brno

Parazité

B Nepatri mezi béZné€ monitorované v mase a
masnych vyrobcich

B Prevalence je castéjsi == citlivéjsi detekéni
metody

B Molekularni detekce $ vizualni inspekce

Cryptosporidium parvum

B Intracelularni protozarni
parazit

B Prijmova onemocnéni tenkého streva
B Velmi odolné oocysty

B Mozny prenos na ¢loveéka ze Spatné tepelné
upraveného masa




Giardia intestinalis

Protozarni, na povrchu
strevni sliznice

Prijmova onemocnéni
Odolné oocysty

Vyskyt hlavné ve vodé, detekce i v
zivocisnych tkanich

Toxoplasma gondii

Protozarni parazit

Toxoplasmoéza, asymptomatické,
potraty a malformace

Odolné oocysty

Nékaza i konzumaci Spatné tepelné
opracovaného masa

Cil prace

Detekovat zminéné parazity uzitim
molekularnich metod

Z trzni sité zakoupeno:
41 vzorkil tepelné neopracovanych mletych mas
82 tepelné opracovanych masnych vyrobki

Urcit mozné riziko vyskytu




Zpracovani tkani

Certifikovan4 metodika ¢.44 (Slany a Lorencova, 2014)
25 g na kousky namletého masa ¢i masného vyrobku
Lyzacni pufr

Homogenizace

Inkubace v 14zni pies noc

Homogenizace

Supernatant pouzit pro izolaci DNA,
Blood and Tissue Kit Qiagen

Detekce pomoci real time PCR

Kvantitativni PCR systém
C. parvum: hsp70

G. intestinalis: f-giardin

T. gondii: B1 a element 529
Detekce v duplikatu

Interni amplifikac¢ni
kontrola

Vysledky

B 41 mletych mas
tepelné neopracovanych ™Pnegativni

B 81 masnych vyrobkii
tepelné opracovanych =negativni

B 1 vzorek klobasy pozitivni na T. gondii
(50 kopii genomu/g)




Zaver studie

B Bylo vySetreno 123 mas a masnych vyrobki
z trzni sité

B Prevalence zminovanych parazita v téchto
vyrobcich je velmi nizka

B Riziko pro konzumenty je minimalni

Podékovani

B Projektu Ministerstva Zemédélstvi
QK1810212

B Dr. Cechové za pomoc s izolaci DNA

B D¢Ekuji za pozornost!
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