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Pristup ,,One Health*

Mezioborova spoluprace

Zameéreno na dosazeni rovnovahy mezi
zdravim lidi, zvirat a Zivotniho prostredi

prostredi

Poukazuje na souvislosti mezi zdravim
lidi, zvifat a stavem zivotniho prostredi

Dle odhadu WHO pochazi 60% lidskych
patogenu ze zvirat

zivocichove

www.who.int; www.onehealthejp.eu
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Zapadni Evropa

,,Vzorkari‘
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Kompartmenty - Rakousko, Portugalsko, Cesko
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Vzorkovani v CR

Karlovarsky kraj
vzorkovaci obdobi: duben 2020 az prosinec 2020
kompartmenty:

puda z poli a kontrolni zeminy, plodiny (pSenice,
repka), povrchova voda (Ficka), podzemni voda
(pitnd voda v aredlu vepfrina), kejda (z vepfina),
praseci exkrementy, krmivo (krmnd smés z
veprina)
plodiny: C1 a C2 psenice hnojena kejdou, C3 pSenice
hnojena umeélym hnojivem, C4 repka hnojena umelym

hnojivem (
'SZU




Vzorkovani

* jedno celé vegetacni obdobi plodin

pred setbou a hnojenim -1 den - pole + kontrolni zemina (louka, les)
setba +1 den

1tyden

6 tydnl - pole + kontrolni zemina (louka, les)

18 tydna (sklizer 12. tyden a 16. tyden) — pole + kontrolni zemina
(louka, les)

pred sklizni (11. tyden a 14. tyden) — zemina z pole, rostliny (koreny,
stonky, listy, ,,plody*)

po sklizni — pole + kontrolni zemina (louka, les)

e rocni obdobi obvykla pro danou zemi

kejda, exkrementy prasat, voda podzemni, voda povrchova (jaro,
|éto, podzim, zima)




Vzorkovani - kédy vzorku

C220157 @\

plodina

kod zemé rok vzorkovani
kompartment

= vzorek zeminy odebrany po sklizni z pole s pSenici
hnojenou umélym hnojivem v roce 2020 v CR




Analyty

e DNA

volna nebunécna (eDNA,
extraceluldrni DNA); izolace do 18h

celkova (tDNA, total DNA) -
kultivovatelné, nekultivovatelné a
mrtvé bakterie; izolace do 24 h

bunécna - kultivovatelné bakterie
(E.coli, Salmonella spp., Klebsiella
pneumoniae, MRSA, VRE); zahdjeni
izolace do 48h

analyzy 16S rDNA a whole genome
sequencing (WGS)

AGES akademie a ARES Genetics
Rakousko

e Prvky

— Univerzita Surrey ve Velké Britanii
- (d, Cr, Cuy, Ni, Hg, Co, Pb, Zn
— analyzy probihaji

e Antibiotika
— PIWET Polsko

— tetracykliny, sulfonamidy,
chinolony, makrolidy

— analyzy probihaji

e Herbicidy
— AGES akademie Rakousko
— glyfosaty, glufosinaty

— analyzy probihaji
o
'SZU




Ziskané izolaty

e 437 bakteridlnich izolatl (kultiva¢né suspektni E.coli,
Klebsiella spp., enterokoky)

e z toho 192 kultivacné suspektné rezistentnich bakterii

e eDNA a tDNA ze vSech odebranych vzorku (36 vzorki
zeminy, 8 vzorkl vod, 4 vzorky kejdy, 4 vzorky
prasecich exkrementu, po 4 vzorcich z kazdé plodiny,
3 vzorky krmiva) — 71 triplikat(

e zatim analyzovano:

- ,,16S% a ,,target enrichment* 52 vzork( tDNA a 20 vzorku
eDNA




|dentifikace izolatl

Izolat kultiva¢ne ID vzorku kompartment | identifikace MALDI identifikace WGS
suspekini

S1-C1-ECR3 E coli CZ20-S1-C1 | zemina Enterobacter cloaceae | Enterobacter

CTX resistentni ludwigii

S2-C1-EFSI Enterococcus CZ20-S2-C1 | zemina Enterococcus faecalis Enterococciis
spp. sensitivni faecalis

S6-C2-KSU1 Klebsiella spp. CZ20-S6-C2 | zemina Escherichia vulneris Pseudoescherichia
sensifivni vulneris

C2S-ESU2 E. coli sensitivni | CZ20-Cs2-S | plodina Kosakonia cowanii | Kosakonia

stonky (puv. Klas. cowanii
Enterobacter cowanii)

C3R-KSU2 Klebsiella spp. CZ20-Cs3-R | plodina Raoultella Raoultella

sensitivni koteny ornithinolytica ornithinolytica
(puv. klas. Klebsiella)

MI1-VRE2 Enterococcius CZ20-M1 kejda Enterococcuis hirae Enterococciis
spp. rezistentni hirae

M4-ECR6 E. coli CZ20-M kejda Shigella dysenteriae E. coli
rezistentni

R4-KCS2 Klebsiella spp. CZ20-R4 fi¢ni voda Klebsiella pneumoniae | Klebsiella
sensitivni pheumoniae
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Dosavadni vysledky

provedena identifikace a citlivost k antibiotikim (MIC) ¢3sti suspektné
rezistentnich izoladtd (AGES)

— zatim potvrzeno 8 rezistentnich E. coli, 1 Klebsiella sp., 4 enterokoky
(analyzovano <100 ze 192 suspektné rezistentnich)

analyzy DNA (eDNA/tDNA) (AGES, ARES Genetics)
— analyzovano 52 vzork( tDNA, 20 vzorkd eDNA
— 70 GB surovych dat, probiha zpracovani a tfizeni dat
— pfiprava rastru pro trizeni dat

— ocekava se porovnani zastoupeni mikroorganismi v kompartmentech
dle 16S rDNA, mnozstvi a pomér genu rezistence k antibiotikim,
porovnani informaci z eDNA/tDNA s kultivovanymi izolaty

antibiotika (PIWET) - predbézné vysledky naznacuji pritomnost antibiotik v
kejde a v zemine pred sklizni a po sklizni
herbicidy (AGES) - analyzy probihaji

prvkovd analyza (Univerzita Surrey) - probihd




Prekvapiva zjisten

nepritomnost MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) ve
viech kompartmentech v CR i v zahranic{

nepfitomnost Salmonella spp. ve viech kompartmentech v CRiv
zahranici

vysoka kvalita kultivovanych izolatd (predbézna identifikace pouze na
zakladé rlstu na chromogennich ptdach)

nepritomnost antibiotik ve vodé (podzemnii povrchové)

nepritomnost antibiotik ve vzorcich prasecich exkrementt (v chovu
nejsou pritomna léCena prasata, ta jsou oddélena a do chovu se nevraci,
jejich exkrementy jsou soucasti kejdy)

nizky podil rezistentnich izolatl bakterii ve vzorcich (z ddvodu
nedostatku financi nemohly byt zatim identifikovany a vySetreny na
citlivost k antibiotikim vSechny suspektné rezistentni izolaty, planuje se
analyza DNA senzitivnich izolatl pro identifikaci a zjiSténi pritomnosti
,,Spicich gen(i rezistence)




Hledané odpovedi

Projevi se na vysledcich ,,nestandardni* pristup k chovu
prasat?

Jak vyznamné jsou rozdily v mikrobidlni populaci na zakladé
analyzy tDNA?
Budou u rezistentnich izolati detekovany stejné geny

rezistence k antibiotikiim, jako ty identifikované v eDNA a
tDNA?

Budou rozdily v zastoupeni gend rezistence v zeminach s
aplikovanym umelym hnojivem a kejdou?

Projevi se na urovni DNA klimatické rozdily mezi vzorkujicimi
zememi?




Podékovani

Autori prispévku dékuji vsem zucastnénym institucim za vytvoreni a sdileni
jednotnych pracovnich postupu, analyzy vzorkud a podporu pfri FeSeni
probléma v priibéhu Feseni projektu.

Za provedené analyzy dékujeme kolegynim a koleglim z instituci AGES,
ARES Genetics, PIWET a Univerzity Surrey.

Za umoznéni vzorkovani dékujeme vlastnikiim a pracovnikiim veprina a
vlastnikdm poli s pSenici a Fepkou.

Prispévek vznikl za financni podpory European Joint Programme One
Health EJP - Horizon 2020 Grant ¢. 773830




Dekuji za pozornost!

Pokracovani ... ..




