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1.Uvod

Zmeény klimatu i vysoka dynamika obchodu se zbozim jsou realitou, na kterou je
tfeba adekvatné reagovat. V oblasti udrZitelnosti hospodareni' s prirodnimi zdroji je
tfeba stéle hledat nové rovnovahy a zkousSet nové pristupy. Obé skuteCnosti -
klimatické zmény i proces globalizace mohou pfinaset rybarstvi/akvakulture své
vyhody i nevyhody a chovatelé by o nich méli védét a s nimi ve svém chovném
managementu adekvatné pracovat. Institut CzechGlobe ve své studii Ocekavané
Klimatické podminky v CR (St&pének a kol., 2019) pfedpovida, Ze se do roku 2050
pravdépodobné otepli nejméné o dalsi 2 °C (Obr. 1; modry scénar). A pokud
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Obr. 1.:

Ensemblovy pramér z vybranych 12 RCM simulaci (modfe — RCP4.5 spolu s pasy
spolehlivosti, cervené — horsi scénar RCP8.5) a primér za celou CR (Cerné)
pro teplotu vzduchu, pro rok a jednotlivé sezony, shlazeno nizkofrekvencnim
Gaussovym filtrem pro 10 let.
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lidstvo zasadné neomezi emise sklenikovych plynd, tak ke konci tohoto stoleti pak
Ize oCekavat otepleni o 3-6 °C (Cerveny scénar). V 1éte je zmifiovan velmi realny
nardst poctu tzv. tropickych dnl, kdy maximalni teplota dosdhne alespori 30 °C
a dle nejhorsiho scénare jich na konci stoleti bude mnohem vice (az 30), oproti
letdm 1981-2010, kdy jich bylo za rok evidovano 8. ZvySeny odpar viivem
extrémnich teplot je jednou z hlavnich pfi¢in soucasného sucha a ztrat
kvalitngjsiho hlubinného vodniho zdroje. Chovy ryb budou tak stale Castéji Celit
rlznym onemocnénim typickym pro vy$si teploty a zrychlenym vyvojovym cyklim
patogent a parazit(l, kdy uz nepujde o desitky dnd, ale jen o nékolik malo hodin
(napf. Ichthyophthirius multifiliis).

Vliv globalizace chapeme spiSe pozitivné ve smyslu snazsi dostupnosti informaci
i zkuSenosti s chovem ryb a snadnégjsiho obstaravani zahraniéniho chovného
materialu, v&etné vétsSi pestrosti nabidky i smérem k vy3Si odolnosti linii nez
v minulosti. Sou¢asné ale vnimame i jeji negativni viiv diky zavleCeni cizich
patogent s novymi liniemi do chovného prostredi nebo zakoupeni nevhodnych
linif vice vnimavych k réizny onemocnénim.

ZvySeni produkce ryb v podminkach intenzivni akvakulturx je jednou z priorit
produkce ryb na evropskeé i narodni urovni. Z OP Rybarstviv CR je v ramci Priority
Unie 2 podporovan vznik systémé intenzivniho chovu a RAS. Tyto systémy
minimalizuji potfebu vody, dopad intenzivniho chovu na recipienty a jsou jednim
z adapta¢nich mechanismd na nevyrovnané hydrologické poméry a dalsi faktory
probihajicich klimatickych zmén.

Podminkou pro Uspésnou produkci zdravych ryb je vSak optimalizace podminek
prostfedi, optimalizace vyzivy, znalost a monitoring genetickych parametrd,
eliminace a kontrola plvodcl onemocnéni, pfip. mezihostiteld a vyvoj
i standardizace vhodnych preventivnich a lé¢ebnych zasahd.

V poslednich letech byl zahgjen cilengjsi monitoring nékterych onemocnéni
v téchto systémech se snahou o presnéjsi definovani podminek pro vznik i rozvoj
nemoci, ale stdle je to nedostacujici. V Eeskych chovech nejsou doposud
zavedeny nejmoderngjSi nastroje a pfistupy, predevS§im na molekularni
i geneticko-genomické bazi. Je zfejmé, Ze velké ekonomické ztraty v chovech
lososovitych ryb zpUsobuiji Uhyny ryb diky bakteridlnim chorobam (furunkuldza,
ERM, flavobakterioza) a parazitim (koZovec, rybomorka). V rybérstvi se vyuZzivaji
pfi lé¢bé onemocnéni zplsobenych rozlicnymi druhy paraziti réizné chemikalie.
Jejich Gasté a dlouhodobgjsi pouzivani mize mit negativni dopady na rybf
obsadku i biofiltr a jejich zbytkové mnozstvi mize zatézovat i Zivotni prostredi.
Nespravna aplikace chemikalii (nedodrzeni bezpe¢ného mnozstvi, doby
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plsobeni a ochranné Inity) ma negativni dopad i na kvalitu masa a na lidské zdravi
(Benbrook, 2002). Proto v pfipadé managementu chovného prostredi je nezbytné
navrhovat nova nebo vylepSena opatieni vzhledem k eliminaci nebo snizeni
nezédoucich faktorll zatézuijici rybi obsadku i Clovéka (patogen, antibiotika,
chemikdlie, atd.). V pfipadé managementu monitorovacich procesl je nezbytné
proveéfit stavajici a nastavit nové preventivni (monitorovaci) a varovné (ochranné)
systémy v chovatelském managementu i s pomoci nejmodernéjSich molekularné
genetickych metod.

2. Cil vyvoje funk&niho vzorku

Cilem vyvoje funkéniho vzorku diagnostické soupravy RT-gPCR ICHTident
bylo pfinést do rybochovnych zafizeni spolehlivy a cenové dostupny nastroj
pro monitoring chovného prostredi a véasnou detekci miry ohrozeni nezadoucimi
parazity. Vyvinout a validovat detekéni systém zaloZzeny na reverzné-transkripéni
PCR v redlném ¢ase (RT-gPCR), ktery by umozfioval spolehlivou identifikaci
a kvantifikaci Ichthyophthirius muiltifilis plvodce ichtyoftiridzy (white spot disease;
ICH) ve vzorcich vody, tkénia koZnich stérd v intenzivnich chovech ryb.

3. Popis funkéniho vzorku

3.1. Metodika funk&niho vzorku

Metoda je zaloZena na piimé kvantifikaci sekvence I. multifiliis v rGiznych typech
vzorkl. Pro detekci jsme otestovali mnoho potencidlné vhodnych setl primerd
v rdmci viastniho vyvoje i z literarich zdrojl a vybrali jsme sadu dvou sekvenci
oligonukleotid’ navazujici na mitochondridini (isocitrat dehydrogenazu) a S14
ribosomalini oblasti (Obr. 2). Detekce probihala v ramci RT-gPCR, kdy byly RNA
vzorky nejprve prepsany do cDNA s pouZitim random primer(i a oligo-dT i Maxima
H minus Transkriptase (ThermoFisher). gPCR byla provedena s TATAA SYBR®
GrandMaster® Mix (TATAA Biocenter) s pouzitim firmou doporu¢eného teplotniho
profilu PCR reakce na pfistroji Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad).

Metoda byla testovana na rliznych vzorcich od izolované RNA z tkani (ledvina,
slezina), koznich stérd, vodnich nanofiltrd, az po pfimou detekci v odebraném
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vzorku vody. Vzorky vody byly transportovany do laboratofe v zamrazeném stavu
a uchovavany pri -20 °C. Po rozpusténi v pokojové teploté byl odebran alikvot,
ke kterému byla pfidana smés pro reverzni transkripci. Z pripravené cDNA byla
pouzita 1/15 vzorku pro gPCR. Nanofiltr byl transportovan a uchovavan stejné.
Pro pfipravu vzorku byl vystfizen 1 cm? ze stfedu a biologicky material byl eluovan
do vody bez nukledz. Roztok byl dale analyzovan shodnym postupem. Vzorky
tkani byly izolovany pomoci TriReagent (Sigma-Aldrich) protokolu a 1 000 ng RNA
bylo pouzito pro reverzni transkripci a poté byla pouzita 1/50 pro gPCR.
Pro ovéreni gPCR byla pouzita analyza kfivek tani a vSechny nalezité kontroly. Jako
negativni kontrola reakce bez templatu byla pouzita H,O bez nukleaz. Jako
pozitivni kontroly byly pouzity vzorky seskrabu z kize a zaber vykazujici silnou
parazitarniinfekci.

3.2. Validace funkéniho vzorku

Efektivita funkéniho vzorku byla testovana a vyhodnocovana na souboru vzorkd
odebiranych pravidelné v mésic¢nim intervalu v rybochovném zafizeniv pribéhu let
2022-2023. Pro jednoznacné prokazani infekce byla u analyzovanych jedinct
provedena makroskopicka i mikroskopicka vysetreni.

V prvnim kroku byl stanoven viiv teploty pfi transportu vzorku a nebyl shledan rozdil
mezi zamrazenym vzorkem (CO, pelety) a vzorkem transportovanym pri pokojové
teploté v rdmci 1-2 dnl. Testovali jsme také degradaci materidlu béhem
skladovani a nepozorovali jsme Ubytek pri skladovani v -20 °C po dobu nékolika
mésicU. V daldim kroku jsme testovali viiv reverzni transkripce na vytézek reakce
a ukézalo se, ze tento krok je velmi dllezity a umoziiuje dramatické zvySeni
vytézku a tudiz sensitivity vice jak 100x.

Detekce Ichthyophthirius muiltifilis ve vzorcich vody a nandfiltrech byla vzacnéjsi
a byla v systémech prokdzana i pres silné preventivni a 1éCebné procedury
v Cervenci a zafi. Naopak vysoké mnoZzstvi bylo nalezeno v koznich stérech
aprilezitostnéiv tkanich ledvin.
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Obr. 2.:

Prehled hladin parazitarni infekce ICH detekované navrzenymi systémy ve vodnim
prostredi. Optimalizace podminek vyjadiené hodnotou Cq a reproducibilita
ukazana pomoci odchylek.

4. Srovnani novosti postupt

Motivaci vyvoje nové soupravy bylo pfipravit rychly a obsluze snadno dostupny
zplsob monitoringu invazivnich a neinvazivnich vzork( z vodniho prostredi
pro v&asné vyhodnoceni miry ohrozeni v rybochovnych zafizenich. Tento servis
chovatellim spolu s mozZnosti privatni evidence sezénni historie v e-Modulu
Aqguaculture softwaru S7iFish neniv sou€asné dobé zaveden a nabizen. Jedna se
o novy prvek v chovatelském managementu, ktery je soucasti moderniho pfistupu
geneticky kontrolovaného chovu prosazovaném v celosvétovém meéfitku.
Soucasné pristupy na molekularni drovni vyuzivaji bud” detekce pritomnosti
patogenni DNA sekvenacni technikou nebo izolace RNA, kterd je Casove
a finanéné narocna. Nas pristup vyuziva detekci pfimo ze vzorku vody, vyplachu
z nandfiltru &i kozniho stéru, kdy neni tfeba vzorek dale oSetfovat pred reverzni
transkripci. Tato Uprava znamena zrychleni celého postupu a redukci financnich



funkeni vzorek 18/2023 DIAGNOSTICKA SOUPRAVA RT-qPCR ICHTident

prostfedkd. Jiné optimalizace krok( v pripravé a prepravé vzork(l a detekce
s minimalni asovou investici prinasi dalsi vyraznou redukci financnich néakladd.
Vyvoj nového systému pro detekci hladin Ichthyophthirius muiltifiliis ve vzorcich
vody, tkani a koZnich stérl reaguje na aktudini trendy pouZiti molekularmné-
biologickych metod v diagnostice infekCnich nemoci a pfinasi novy diagnosticky
nastroj, ktery mdze byt vyuzivan zajemci pro svoji jednoduchost, vysokou citlivost,
specificitu a nizsinaklady.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funkéni vzorek soupravy je na autorskych pracovistich zaveden a je jiz vyuzivan k
vyzkumnym a servisnim Ucellim. Diagnosticka souprava je zarazena do portfolia
produktd a sluzeb Centra aplikovanych sluzeb pri UBO AV CR (CASUBO) a je
nabizena ve formé externich zakazek soukromym rybochovnym zafizenim,
vysokym 8koldm, statnim institucim, Ustavim AV CR i dal§im subjektim
zabyvajicich se chovatelstvim ryb, zemédélstvim a ochrannou pfirody.

6. Ekonomické aspekty

Parazitarni onemocnéni Ichtyoftiridza patti mezi nejcastéjsi zavazné infekce kize
a zaber a plsobi vyznamné ztraty v chovech sladkovodnich ryb na vSech
kontinentech. Proto spolehliva znalost miry nezadouciho zamoreni vodniho zdroje
privadéjici vodu do chovného zafizeni v sezdnni dynamice a funkéni systém
vCasného varovani pro rychlé a cilené pouziti méné nakladnych preventivnich
a lécebnych opatrfeni pfinasi velké Uspory pro chovatele. Soucasna uroven
produkce lososovitych ryb pokryva priblizné 50 % celkové spotfeby v CR.
V dalsim obdobi se predpoklada nartist az o 500 tun ro¢né. Tento odhad vychazi
i z dikce programovaciho obdobi OP Rybérstvi a materiald EU. Nova diagnosticka
souprava by se mohla podilet az na 10 % tohoto narlstu. Véasné nastaveni
léCebnych a preventivnich opatfeni v pfipadé ohrozeni i celkova optimalizace
podminek chovu lososovitych ryb v RAS (zvySeni preZiti, snizeni nakladd na chov,
atd.) by méla pozitivné ovlivnit vysi ztrat v pribéhu produkéniho cyklu na trovni
miniméiné 10-20 %. ZvySeni produkce prostfednictvim snizeni ztrat, zplso-
benych rliznymi plvodci a pohybuiicich se v pribéhu celého produkénino cykiu
na urovni 30-50 %, tfebaio 1 %, prinese pfirealizacni cené 100 K& za 1 kg trznich
ryb vyssitrzby o 50-60 tis. K&.
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