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1. Cile technologie

Cilem technologie bylo v systémech slouzicich k intenzivni produkci
sladkovodnich ryb ovéfit moznosti rozsifeni preventivnich a prlkazovych
monitoringd o nanofiltrace ke kvalitativni i kvantitativni detekci patogennich
organismU (mikroorganism( a parazit(l). Spolehlivé vysledky by umozriovaly
vCasny a cileny léCebny pristup omezujici jejich negativni vliv na chované
organismy, zlepSeni welfare daného chovu, snizeni mnozstvi preventivnich
akurativnich prostredkd a zefektivnéni ekonomiky chovatelského zafizeni.

2. Popis technologie

V letech 2021-2024 byla vyvijena a ovéfovana metoda odbéru vzork{ nanofiltraci
vody nasledné vyuzitelnych pro molekularné-genetickou detekci patogennich
organisml v chovech ryb. PouZziti nanovidkennych filtr o vhodné poréznosti
umoznuje navrzeni technologie k precizni filtraci ¢astic o velikosti az na Urovni
100 nm. Vyslednym produktem je filtraéni kola¢ obsahujici dostate¢né
reprezentativni mnozstvi vzorku ziskaného akceptovatelnou filtracni rychlosti.
Testovan a optimalizovan byl kompletni pracovni postup od vybéru
monitorovacich mist az po transport vzork( do laboratore. Aplikace technologie
umoznuje chovatelskému managementu kvalitativni i kvantitativni celosezonni
detekci patogent/parazitd i Zddoucich mikroorganismd v ramci preventivnich
a prikazovych monitoringd.

3. Oblast vyzkumu a misto ovéreni technologie

Testovani a ovéefovani efektivity navrzené technologie: intenzivni chovy ryb;
nanofiltrace vody pritokové a uvnitf systému; kvalitativni i kvantitativni celosezénni
detekce patogend/parazit(l i zadoucich mikroorganismd; preventivni a priikazovy
monitoring. Ovéreni probéhlo na rybochovném objektu firmy BioFish s.r.o. v ramci
jak vlastnich chovnych recirkulacnich systém, tak i na jednotlivych pritocich vody
(hlubinnych i povrchovych) a déle pfi experimentech v chovatelském zarizeni
Rybnikarstvi Pohorelice a.s.

4. Uvod

4.1. Patogenni organismy ve vodnim prostredi

Vodni prostredi, at jiz ve volné pfirodé nebo v rybochovnych zafizenich, byva
béhem roku rliznou intenzitou kontaminovano patogeny, jeZ mohou byt nositeli
vyznamnych onemocnéni pro chované organismy. Druhova skladba a mnoZzstvi
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mikroorganism( i parazitd jsou odvislé od fady faktord, jakymi jsou napt. ro¢ni
obdobi, plvod nasady, kvalita vody (teplota, pH, obsah rozpusténého kysliku,
vyskyt produktd dusikatého metabolismu ryb, mnozstvi nerozpusténych latek,
aj.), pritomnost ¢i absence hostitelskych organism( apod. Spolehliva informace
0 patogenité vody, jak pfitékajici do odchovného systému, tak v ném cirkulujici,
umoznuje chovateli omezit vodnim managementem a vCasnym preventivne-
|éCebnym zasahem rozvoj daného onemocnéni a zlepsit tak zdravotni stav ryb
i efektivitu chovu.

Z pohledu chovu lososovitych ryb k nejvétsim ekonomickym ztratam dochazi
Uhynem zplsobenym bakteridinimi i virovymi nakazami (ERM - bakteridlni
hemoragicka septikémie, flavobakteridzy, furunkuldza, laktokokdza, VHS - virova
hemoragicka septikémie, IHN - infekéni hematopoeticka nekréza, IPN - Infekéni
nekréza pankreatu, ISA - infekéni anémie lososl) a parazitdzami (ichtyoftiridza,
PKD - proliferativni onemocnéni ledvin). Na detekci plvodct bakteridinich
a parazitarnich onemocnéni byla smérovana tato technologie.

4.2. Metody zachytu

Molekularné-geneticky material rozptyleny ve vodnim prostredi je tfeba pred
vlastni analyzou koncentrovat, coz je obvykle provadéno filtraci nebo Target
concentration technology (TCT).

4.3.Vlyznam detekce

V¢asna a citliva detekce patogen( pred jejich manifestaci u chovanych organisma
amoznost stanovenijgjich aktualniho mnozstvi ma zasadni vyznam pro prevenci a
|éCbu. Chovateli tak pfindsi zvyseni efektivity chovu, nezanedbatelny je
i environmentalni pfinos spojeny s omezenim pouziti lécebnych prostfedkd a jejich
rezidui.

5. Okruhy ovéreni

5.1. Wbér monitorovacich profil(l, viiv odbéru v rlizném ¢ase a Cetnost vzorkovani
K monitoringu byly vybrany vSechny potencidlni zdroje vody daného
rybochovného zafizeni (5x povrchove, 5x hlubinné) a 3 profily v kazdém ze dvou
systéml — RAS 1 a RAS 2 (vstup vody do systému, biofiltr, vystup vody
z odchovnych nadrzi k biofiltru). Vzorky byly odebirany jednou (listopad—unor),
resp. dvakrat (bfezen-fijen) mési¢né. Pro posouzeni intervalu rozptylu
nameérfenych hodnot patogenni ndloze v systému byly odebirany a testovany
vzorky ve 3 rliznych ¢asech -0, 0+10min a 0+30min.
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5.2. Design odbér( vody
a) nasati vody hadic¢kou opatfenou sacim koSem, slouzicim kromé zabranéni
nasati vétsich ¢astic i jako zatéz, do sklenéné odbérné nadoby o objemu
250 mlpomocivyvévy (obr. 1)
b) odbér vody do plastové nadoby o objemu 500 ml umisténé na drzéku
(obr. 2)

s

Obr.1. Odbérova sestava s vyvévou

Obr.2. Drzak s odbérovou nadobkou
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5.3. Porovnani efektivity nanovlakennych filtrd a porizovacich naklad(
Srovnavany byly tfi typy/provedeni nanofiltri:

a) jednorazovy strikackovy filtr (obr. 3)

b) jednorazovafiltratnikapsle (obr. 4)

c) opakované pouzitelné pouzdro vlastni konstrukce (uzitny vzor), ve kterém
byl umistén kruhovy vysek membranového nanofiltru o priméru 45 mm
(obr. 5a, b).

Obr.3. Stikackovy filtr

PTG T

J

Obr.4. Filtra¢ni kapsle
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Obr. 5.
a) Pouzdro s nanofiltrem vlastni vyroby;
b) Kruhové vyseky nanofiltru

R 1030

Aot wineg

b)

Kromé typu/provedeni nanofiltr(l byla testovana i rychlost a spolehlivost filtrace
pii pouziti rlznych velikosti pord (230-400 nm).

5.4. ZpUsoby filtrace
Otestovana byla efektivita/pouzitelnost tii zplsobd filtrace v polnich podminkach:

a) Pomoci filtraéni soupravy s horni ndlevkou a dolnim zasobnikem,
pfipojenym k vakuoveé vyveéve (obr. 6).

b) Pomoci rotacni pumpy tlacici vodu z odbérné lahve do jednorazové
nanofiltracni kapsle (obr. 7).

c) Protlaeni vody nanofiltrem umisténym v opakované pouzitelném
filtracnim pouzdru pomoci stiikacky o objemu 150 ml (obr. 8). Pri potfebé
vy$Siho tlaku (vétsi obsah Castic ve vode) Ize umistit stfikacku do upravené
vytlacovaci pistole (obr. 9).
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Obr. 7. Rotatni pumpa
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Obr. 8. Filtraéni pouzdro s nanofiltrem a stfikackou

Obr. 9. Filtrace s délkové upravenou vytlatovaci pistoli

5.5. Transport a uchovavanivzork

Byl testovan vliv teploty béhem transportu (bez zamrazeni x box se suchym
ledem), resp. prechovavani (pokojova teplota x mrazak pfi teploté -20°C) a vliv
doby prechovani bez zamrazovani (1, 3 a 5 dnll) vzorku na detekci patogend
ve vodeé a nanofiltrech.

6. Vysledky
6.1. Vybér monitorovacich profil, viiv odbéru v réizném ¢ase a cetnost vzorkovani

Zvoleny design umoznil ziskat celkovy prehled o patogenech jak v potencidlnich
vodnich zdrojich, tak i uvnitf daného systému RAS, a to véetné moznych zmén
pti prdchodu chovnou Casti, resp. biofiltracni jednotkou. Tif bodovy odbérovy
design v systému RAS: vstup zdrojové vody, hlubinny biofiltr v systému a vystup
vody ze systému prinasiredlny pohled na potencialni hrozby a potreby. Vzorkovani
na biofiltru se ukdazalo jako nejucinngjsi k zachytu patogent (dle RT-gPCR
diagnostiky). Monitoring vstupu a vystupu vody ze systému (jejich srovnani) mize

10
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byt ukazatelem Ucinnosti IéGebnych postupd. Pro podrobnéjsi monitoring vyvoje
hladin jednotlivych patogent je vhodny sbér vzorkd 2x mésicné v nejvice
exponovanych meésicich v roce (tj. brezen-Fijen). Zvolena Cetnost vzorkovani
umoznuije jak zpétné sledovani Ucinkd IéGebnych postupl/zasahl uvnitf systému
RAS, tak i véasné odhaleni pfitomnosti neZzadoucich/zadoucich mikroorganismi
ve vodnich zdrojich a Ize navrhnout rychlé omezeni kontaminovaného zdroje
pro chovny systém. Vliv odbér( vzorkd v réizném case (0, 0+10min, 0+30min)
na rozptyl naméfenych hodnot patogenni naloze byl zaznamenan v rozmezi
max. 1-3 cykId.

6.2. Odbérvody

Jako optimalni se jevil odbér vody do plastovych nadob pomoci pfislusného

drzaku vlastni konstrukce. Nasavani vody hadi¢kou pomoci vyvevy pfinasi kromé

vysSi finanéni naro&nosti na pristrojove vybaveniifadu praktickych nevyhod:

-k absolutnimu zamezeni kontaminace je tfeba pro kazdy odbér poditat s nejen
novou odbérnou lahvi, ale i hadici se sitkem, coz vyrazné zvySuje cenu i objem
potfebného vybaveni

- prakticky nelze odebirat vodu vytékajici z hadic ¢i kohoutd

- vzhledem k tomu, Ze vody v recirkula¢nich systémech permanentné proudf
a hloubka se obvykle pohybuje do 1,50-1,75 metr(, staci k reprezentativnimu
odbéru vzorek vody z horni ¢asti vodniho sloupce, coz Ize snadno uskutecnit
odbérnou nadobou umisténou na vhodném drzaku.

Nasavani vzorku vody hadici by bylo mozné doporucit spiSe v pfipadé hlubokych

nadrzi.

6.3. Porovnani efektivity nanovlékennych filtr(i a porizovacich nakladt

Jako optimalni pro bakteridlni a parazitarni monitoring provadény za ucelem
detekce organisml v rybochovnych zatizenich se jevi filtry o udavané velikosti
pord 300-400 nm, jez prakticky spolehlivé zachycuiici ¢astice pozadované
velikosti. Pfi porovnani pozice zachyceni mnozstvi patogent z réiznych ¢asti filtru
byla zjiSténa lepsi detekce patogenu na stfedu filtru.

Co se tyCe typu nandfiltru, je zde vyznamny rozdil ve finan¢nich nakladech:
cca 20 K& kruhovy vysek v kombinaci s opakované vyuzitelnym pouzdrem
vs. cca 200 K¢ jednorazova filtracni kapsle.

6.4. Zpusobyfiltrace

Ukazalo se, Ze nanofiltrace vody pii pouziti vy$e zmiriovanych zpsobU filtrace
s mensimi pory (pod 400 nm) a potfebé Zfiltrovat objem minimalné 100-150 m
vyZaduje k prlchodu vody znacénych tlak(. Odbér vody pod 100 ml se
nedoporucuje, dochazi ke snizeni detekce patogend.

"
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Aby bylo mozné Zfiltrovat doporuCeny objem odebrané vody, se filtrace
podtlakovou jednotkou ukazala jako nepfimérené Casové narocna (minimaliné
desitky minut) a to navic jen v pfipadé vody obsahujici velmi malé mnozstvi
rozptylenych Castic (coz v praxi nastava jen minimalné).

Obdobna byla situaci pfi snaze protlacit filtrovany vzorek pomoci rotacni pumpy,
kde se jako slabé misto ukazala nedostatec¢na pevnost hadice Cerpadla, kdy
po nékolika desitkach sekund dochéazelo k prasknuti.

Pouze tlak vyvolany stlaenim injekeni stfikaCky, s moznym zndsobenim pomoci
vytlaCovaci pistole, je ve vétsing pripadl dostatecny k nanofiltraci vzorku vody
v chovatelskych systémech v potfebném objemu a za pomérné kratky Cas
(do 1 min).

6.5. Transport a uchovavanivzorkU

Pro dostatecnou stabilizaci vzorkd by mélo dojit ihned po odbéru vody/provedent
filtrace k zamraZeni vody/filtru na suchém ledu po obdobi transportu a v laboratorfi
jejich ulozeni do mrazéku (-20 °C). V pfipadé potfeby Ize provést transport
bez suchého ledu a poté umistit vzorky ihned do mrazéku. Doba transportu
bez ledu by vSak neméla presahnout 2 hodiny. Po uplynuti této doby dochazi
ke snizeni schopnosti detekce patogenl, a to predevsim u vzork( vody.
Dlouhodobgjsi transport bez zamrazeni a uchovavani vzork( v teploté mistnosti
po 1-5 dnivede ke snizeni detekce patogenti o 6 cykl az nestanovitelné.

12
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7.Zavery

Na zékladé vyvoje nékterych komponent a jejich ovéfeni v redlnych chovech Ize

konstatovat nasledujici:

& bodovy odbér pritokl vody a tii klicovych mist v chovném systému
poskytuje uceleny pohled na kvalitu vody a efektivitu preventivné-lécebnych
procedur

& odbér vzorku vody pfimo do sterilniho plastového 500 ml kelimku pomoci
drzaku je zcela dostacuijici

& pro bakteridlni a parazitami monitoring je vhodné pouziti stredu sterilniho
nanofiltru s parametry kruhova vyse¢ 45 mm a poéry 400 nm

@ prefiltrovani 100-150 ml vody zajistuje potiebné mnozstvi vzorku
k naslednym molekulame-genetickym analyzam

&k protlaCeni vzorku vody se nejlépe osvedcilo vyuziti sterilni injekeni
stfikacky (objem 150 ml) a v pripadé vétsiho mnozstvi ¢astic bylo mozné
tlak v sestavé dale zvysit pouzitim délkove upravené vytlacovaci pistole

& pro stabilizaci vzork( vody/nanaofiltru jejich transport a dlouhodobgjsi
uchovavani je optimalni zamrazeni pfi transportu na suchém ledu, resp.
zmrazeni pii -20 °C a v pfipadé kratkodobého transportu (do 2 hod.)
postadi i pokojova teplota. Do doby analyzy v laboratofi postadi ulozeni
vzorkd v mrazéku pii -20 °C.

& sterilizace v8ech komponent a nastroji UV zarenim je dostacujici

8. Novost postupti

Dana technologie predstavuje ovéreny pracovni postup k ziskani molekularne-
genetického vzorku patogennich Cinitelll nanofiltraci z vody v polnich podminkach.
Vyznaduje se celistvosti pristupu a zafazenim nékolika zcela novych prvkd
vyvinutymi autory (zahrmuje 4 funkeni vzorky — diagnostické RT-gPCR soupravy
a1 uzitny vzor - Souprava pro odbér afiltraci vzork{ vody).

9. Ekonomické aspekty

Infekéni onemocnéni a nevhodné chovatelské podminky plisobi vyznamné ztraty
v chovech sladkovodnich ryb (na urovni 20-40 % pfi odchovu juvenilnich ryb Ci
5-10 % a pfi zavaznych nakazach 20-40 % u odchovu trznich ryb). Coz
predstavuje hospodarské Skody na trovni nizSich desitek miliénd K& rocné. Proto
spolehliva znalost miry nezadouciho zamoreni vodniho zdroje i efektivni bezpecna
|éCba a funkéni systém vEasného varovani pro rychlé a cilené pouziti preventivnich
a léCebnych opatreni prinese velké Uspory pro chovatele (zvySeni preziti, snizeni
néklad( na chov). Predpokladame, Ze s vyuzitim predloZenych postupt a zasad
dojde ke snizeni ztrat min. 0 1-10 %, coz pfinese Usporu na Urovni min. 100 tis.
az 2 mil. KEro¢né.

13
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10. Popis uplatnénitechnologie

Uvedend technologie je na FeSitelském pracovistijiz piné vyuzivana k vyzkumnym i
komerénim Ucellim. Od roku 2024 je zafazena do portfolia produktd a sluzeb
Centra aplikovanych sluzeb pii UBO AV CR (AplZool) a je nabizena ve formé
externich zakéazek soukromym rybochovnym zarizenim, vysokym skolam, statnim
institucim, Ustavam AV CR i dal$im subjekttim zabyvajicich se chovatelstvim ryb,
zemeédélstvim a ochrannou pfirody.
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