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1. Cil metodiky

Metodika je uréena organtim SVS, pracovnikdim SVU, specialistim na choroby driibeZe a chovatel@im
dribeZe, kterym ma umoznit aktivni sledovani vyskytu epizootologicky a epidemiologicky zavaZnych
klont E. coli v produkéni pyramidé masné dribeZe. Znalost vyskytu takovych klond v chovech a lihnich
je duleZitym predpokladem pro realizaci preventivnich a profylaktickych program@ tlumeni
ekonomicky zavaznych koliinfekci masné dribeZe a omezovani vyskytu klonl E. coli s epidemiologicky
vyznamnymi profily antibiotické rezistence u jate¢né drlibeze.

2. Vlastni popis metodiky

2.1 Uvod a soucasny stav problematiky

Komercni konzumni driibeZ je produkovana vysoce integrovanym systémem, jeho?Z jednotlivé urovné
jsou Uzce provazany. Vlastni produkcéni chovy lokdiniho charakteru jsou prostrednictvim lihni a
rodicovskych chovl spojeny s mezindrodnimi prarodicovskymi a Slechtitelskymi chovy. Tento
propojeny systém umoznuje sice vysoce efektivni produkci driibeziho masa, ale je spojen také s celou
radou problémU tykajicich se welfare, infekéniho tlaku a s tim souvisejiciho pouZivani antibiotik.
Nejkomplikovanéjsi a ekonomicky nejvice devastujici problematiku predstavuji oportunni infekéni
agens, mezi nimiz zaujima prvni misto Escherichia coli. Tato vysoce variabilni bakterie je béznym
komenzalem streva, ale za urcitych okolnosti zplisobuje ranou mortalitu vylihnutych kurat, respiratorni
a systémové infekce brojlert, septikémie a peritonitidy nosnic, podkozini infekce znehodnocuijici
jatecna téla a nékteré dalsi specifické formy infekce (Nolan et al., 2013). Kmeny asociované s infekcemi
dribeZe se oznacuji jako APEC a patii mezi tzv. extraintestinalni patogenni kmeny (ExPEC).
Extraintestinalni E. coli neni determinovdna jednim urcitym setem faktord virulence (Guabiraba et
Schouler, 2015), naopak, mozaikovita struktura genomu E. coli je pfFic¢inou, pro¢ se geny virulence
mohou nachazet i u komenzélnich kmen(, aniz by se bez pfislusného genetického kontextu — zapojeni
dalsich faktora virulence — jako takové projevovaly. Rozdil mezi patogeny a komenzaly by tedy v tomto
pfipadé nebyl dan ani tolik pfitomnosti ¢i nepfitomnosti urcitého VF, jako spi$ zapojenim mnoha VF do
spravného kontextu, mirou adaptace kmene na preziti v extraintestindlnim prostredi. Zatimco dfive se
diskuze tocila okolo konstatovani extrémni diverzity téchto izolatl a jejich asociaci s urcitymi znaky,
jako pritomnost plazmidd ColV, pfislusnost k urcitym fylogenetickym skupindm nebo urcitym
séroskupinam, pficemz zadny z téchto znakd nestacil k vysvétleni genetického podkladu virulence a k
definici patotypu APEC, prevlada nyni nazor, Ze virulentni APEC jsou reprezentovany nékolika liniemi
se specifickym genotypem, a to zejména ST95/140, ST429 (B2), ST117 (G) a ST23/88 (C) (Mehat et al.,
2021), ale neni vyloucen vyskyt jinych, méné typickych nebo novych rizikovych genotypl. Tyto linie
mohou nesou variabilni kombinaci faktor( virulence

primarné adaptovany na drlibez
pfitomnost plazmid( ColV

2. 1. 1 Epizootologie a pfenos APEC produkénim fetézcem

Nezbytnym predpokladem vytvoreni systému monitoringu a kontroly je porozumeéni moznym cestam
prenosu téchto bakterii v celém produkénim fetézci. Komercni drlibez je produkovana nékolika-
stupfiovym systémem, ktery lze pfirovnat k pyramidé, a nazyva se proto produkéni pyramidou nebo
produkénim fetézcem. Na vrcholu se nachazi chovni jedinci Cistych linii, ktefi se mezi sebou ktizi a plodi
tzv. praprarodicovské a prarodicovské linie. Trh jimi zasobuje jen nékolik svétovych producentd.
Prarodicovské linie plodi rodice, jejichz potomstvem jsou produkéni hybridi — masni brojlefi.



Rodicovské chovy produkuji ndsadova vejce, ktera se zpravidla inkubuji v komercnich lihnich. Odtud
jsou jednodenni kurata prevazena do chovl k vykrmu, ktery trva obvykle 35 - 42 dnl. Vykrmy brojler(
predstavuji uzitkové chovy a tvofi zakladnu produkéni pyramidy.

Komercni lihné pak tvofi dlleZity uzel, kde se setkavaji ndsadova vejce z rliznych rodic¢ovskych chovi;
prestozZe vejce z jednoho rodicovského chovu se obvykle lihnou v oddélenych inkubatorech, je nutna
pfisna biosekurita, aby nedochazelo ke zkfizené kontaminaci. Pozdéji se kurata z dolihriovych boxi
spojuji do vétsich skupin a jsou prepravovana spolecné.

V ramci produkéniho fetézce sledujeme dva sméry prenosu: vertikdlni a horizontalni (Dame-Korevaar
et al., 2019). Vertikalnim prenosem v pravém slova smyslu rozumime prenos patogenu z infikovanych
pohlavnich cest nosnice na embryo a je typicky napf. pro salmonely nebo mykoplazmata. Pfitomnost
stejného klonu E. coli v rodi¢ovském chovu a u potomstva byla popsana opakované; napf. Poulsen et
al. (2017) identifikovali tentyz klon APEC ST95 jako hlavni pficinu chronické salpingitidy v hejnu nosnic
i zvySené mortality vylihlych kufat v prvnim tydnu, a zaroven jej izolovali z prostredi lihné. Bakterie se
mohou nachdzet v obsahu vejce, aniz by zpUsobily tUhyn embrya, avsak jejich zachyt je relativné nizky
a predpokladd se, ze pravy vertikalni pfenos nema tak zdsadni vyznam v prenosu E. coli zRCH na
potomstvo jako tzv. pseudovertikdlni prenos, kdy je zdrojem fekdlni nebo environmentdlni
kontaminace skorapky (Dame-Korevaar et al., 2019). Na povrchu skorapky bakterie obecné dlouho
neprezivaji a jejich zachyt ze stérd skorapky je velmi nizky, mohou vsak byt izolovany z rozdrcenych
skorapek a predpoklada se, ze v pérech skordapky mohou Uspésné prezit dezinfekéni proces (Mezhoud
et al., 2016; Projahn et al., 2017). Proto vyznam nespravného skladovani, umoZnujici nasavani bakterii
pory skordpky, inkubace kontaminovanych vajec z podestylky a nevcasné oSetfeni ndsadovych vajec je
naprosto kritické pro snizeni mikrobiologické zatéze jesté na uUrovni rodicovského chovu.

V prostiedi lihné, ve skorapkach, prachu i na povrchu dopravnich pésl, coZ jsou mista rizikova
z hlediska zkfizené kontaminace vajec z rliznych RCH, mohou byt izolovany ESBL/AmpC E. coli i
potencialni APEC (Zhao et al., 2019). Tésné po vylihnuti je vétSina kurat jesté kultivacné negativni,
v prvnich hodinach vsak dochdzi k masivni kolonizaci bakteriemi z prostfedi a do produkéniho chovu
prichdzeji kurata jiz kolonizovana (Laube et al., 2013; Projahn et al., 2017); intenzitu a charakter
mikrobialni zatéze tedy ovliviiuje technologicka kvalita kurat a pfitomnost bakterii v dolihni, respektive
skladba této environmentalni populace. Je dilezité, Ze zatimco rizikové kmeny mohou tvofit minoritni
podil této environmentdlni populace, zaroven mohou byt extrémné efektivni kolonizatofi
nechranéného stfeva komeréné produkovanych kufat a na nejnizsi Urovni produkéni pyramidy
prevladnout a podilet se na zvySené mortalité nebo zpUsobovat akutni infekce, zejména pokud se
pfidaji dalsi predispozi¢ni faktory.

Na drovni produkcniho chovu dochazi k dynamické obméné majoritnich klond, ktera pravdépodobné
souvisi se zranim stfevni mikroflory kurat a dalSimi faktory (Kemmet et al., 2014). Stfevo je primarnim
rezervoarem rizikovych klonl a zdrojem kontaminace prostredi, k infekci dochazi predevsim inhalaci
prachu nebo poranénou kizi. Nakazova situace v chovu je dana interakci konkrétnich predispozi¢nich
faktor( a infekéniho tlaku. Rizikové klony se Siti i mezi chovy na daném Uzemi, podobné jako v lihni i
zde lze predpokladat soucasnou perzistenci a (re)introdukci klon (Ronco et al., 2017; Projahn et al.,
2017). Sledovani cirkulace rizikovych klonu a jejich vertikdlniho i horizontalniho pfenosu mezi chovy
ma vést k ozfejméni epizootologického situace na nasem Uzemi.

2. 1. 2 Drlibez jako zdroj zoonotickych kmenli E. coli

Drlbezi maso se vyznacuje relativné vysokou mirou bakterialni kontaminace, pficemz nezanedbatelny
podil tvofi potencidlné rizikové kmeny, at uz ESBL/AmpC nebo APEC/EXPEC (Mitchell et al., 2015).
Manipulace s drlbeZimi produkty proto predstavuje moznou cestu kolonizace ¢lovéka. Zoonoticky
potencial APEC je dlouhou dobu predmétem diskuzi. APEC a humanni UPEC (uropatogenni), NMEC
(neonatalni meningitidy) patfi do stejné skupiny EXPEC, vyznacuji se podobnymi, i kdyZz ne zcela



totoznymi virulenénimi mechanismy a Casto se jedna o stejné ST. Ackoli patogenni kmeny maji zfejmé
tendenci se adaptovat na svého hostitele, nékteré vyznamné sublinie, charakterizované sdilenymi
faktory virulence a urcitymi plazmidovymi liniemi, vykazuji mensi miru specifity a jsou hojné sdileny
lidskou a drlibeZi populaci; pfikladné se jedna o znamé ¢i emergentni epidemické linie ST95, ST58 a
ST131:H22 (Cummins et al., 2022; Reid et al., 2022). Pfedevsim ST131, v soucasnosti nejvyznamnéjsi
epidemicky klon EXPEC u ¢lovéka, je predmétem studia jako mozZny plvodce urogenitalnich infekci
ziskanych z potravin (tzv. FUTI) (Liu et al., 2018). PfestoZe vyznam FUTI zlstava hypoteticky, vyznam
masivniho produkéniho systému dribeZe jako zdroje potencidlné patogennich kmenl podceriovat
nelze.

2. 1. 3 Drubez jako zdroj AmpC/ESBL-produkujicich E. coli a jinych rezistentnich kmena

Bez ohledu na primy zoonoticky potencidl kmeni APEC je u drlibeZe popisovan hojny vyskyt
multirezistentnich kmen( E. coli a kmen0 s epidemiologicky vyznamnym rezistenc¢nim fenotypem,
v prvni fadé s produkci ESBL/pAmpC betalaktamaz. Kontaminace jateénych produktd muaze byt
zdrojem introdukce (nebo reintrodukce) téchto kmen(, respektive genetickych elementl do lidské
populace. Prevalence rezistentnich kmen( a mira rezistence souvisi s pouzivanim antibiotik v celém
produkénim fetézci a rezistentni kmeny se vyskytuji i v chovech, kde se aktualné antibiotika
nepouzivaji, nebot mohou byt introdukovany vertikalnim prenosem s rodi¢ovskych a prarodi¢ovskych
chov( (Byrne et al., 2022). Zaroveri mlze dochazet k horizontalnimu pfenosu mezi zvitaty a pracovniky
a perzistentni cirkulaci kmenl na farmach (Dame-Korevaar, 2019). Zdrojem zkfizené kontaminace
v lihnich mohou byt bakterie preZivajici ve skotfdpkach, jak bylo zminéno vyse (Projahn et al., 2017).
Kmeny E. coli rezistentni kvyssim generacim cefalosporinll u drlbeZe nejéastéji produkuji
betalaktamazy CMY-2, CTX-M-1 a CTX-M-55, pfi¢emz kli¢ovou roli v pfenosu téchto gen( hraji plazmidy
(11, B/O/K/Z aj.), které cirkuluji mezi rliznymi komenzalnimi a oportunné patogennimi kmeny v chovu,
ale mohou se prenaset také vertikdlné (Ewers et al.,, 2021). ESBL/pAmpC-betalaktamazy jsou
produkovany nékterymi vyznamnymi rizikovymi liniemi (napf. ST131), mohou se vyskytovat u
virulentnich APEC a/nebo potenciédlné zoonotickych kmend, ale cirkuluji zejména mezi velice variabilni
populaci komenzalnich kmen(; jejich vyskyt je epidemiologicky vidy vyznamny, nebot komenzalni
populace je neustdlym zdrojem genetické variability pro potencialni rizikové linie E. coli.

2. 2 Vlastni vyzkum, vyvoj a ovéfeni metodickych postupt

DuleZitym zakladem pro ovéreni metodickych postupl byly experimentdlni ¢asti dvou doktorskych
disertacnich praci (Senk, D. Diagnostika, terapie, prevence a profylaxe koliinfekci driibeze. Diserta&ni
prace, FVL VETUNI 2023, 114 s.; Papouskova, A. Komparativni genomika izolatl Escherichia coli
z drlibeZe. Disertacni prace, FVL VETUNI 2023, 160 s.) a nékolika souvisejicich publikaci (Papouskova et
al., 2020; Papouskovd a Cizek, 2020; Senk et al., 2022).

2. 2. 1 Druhy vzorkd, postup jejich odbéru, uchovani a transportu do laboratore

Druhy vzorkt z riznych stupiti produkéniho fetézce

1. rodicovské chovy — vzorky ziskané pfi veterindrné-hygienickém dozoru (béhem prejimky
jednodennich kurat, pfi pitvé uhynulych a utracenych jedinca, vzorky prostredi chovi)

2. lihné — vzorky skorapek z box{ dolihni podle ptvodu nasadovych vajec

3. vzorky z uzitkovych chovl ziskané pfi veterinarné-hygienickém dozoru (vzorky z jednodennich
kurat pfi zdravotni prejimce, pfi pitvé uhynulych a utracenych jedinct, vzorky prostredi chov()



4. vzorky z konecného produktu (napf. vzorky slepych stfev porazenych bojlerd, vzorky kize jatecné
opracovanych tél)

ad. 1) JelikoZ E. coli béZiné kolonizuje lumen stfeva je pro metodicky spravny odbér vzorkd z klinicky
nemocnych zvifat dileZité se ptat, kdy a jak odebirat vzorky, aby bylo mozné zachytit a potvrdit vyskyt
APEC. Jiz béhem ptejimky jednodennich kufat a veterinarni kontrole Ize odebrat stéry z viscerdlnich
orgdnld s PA ndlezem (koliformni omfalitidy a perihepatitidy) viz obrazky v obrazové pfiloze.
Diagnostika kolisepsi v pribéhu dalsiho odchovu je zaloZzend na ziskani vzor( z lézi typickych pro
kolibacilézu (obrazky €. ). Peclivy odbér vzorkl je dalezitym predpokladem pro zabranéni nezadouci
fekdlni kontaminace vzorkli komenzalnimi kmeny E. coli z GIT, ktera komplikuje pozdéjsi typizaci
plvodce, stejné jako detekci faktord virulence metodou PCR. Vidy je tedy nezbytné rozlisit, zdali se
jednd o APEC nebo béZnou komenzalni E. coli. Vzorky by mély byt odebrany co nejdfive po uhynu ¢i
eutanazii z postizenych viscerdlnich organi. Pokud to nelze zajistit, je mozné uhynulé kusy zamrazit. Z
Cerstvych nebo mrazenych kadaverd je vhodnou tkani pro izolaci perikardialni dutina., jatra nebo
slezina z jedinc( s vyskytem subakutnich 1ézi (pericarditis, perihepatitis, aerosaculitis, atd.). Pomérné
snadné je ziskat kulturu E. coli z kostni drfené, kterd je obvykle prosta kontaminace. Mozek je dalsSim
vhodnym mistem k odbéru vzork(, ale je hiife pfistupny nez kostni dren (viz obrazek €. 1).

Kazdy odbér vzork( by mél byt provadén s maximalni opatrnosti tak, aby se sterilni odbérovy tampon
nekontaminoval nevhodnou manipulaci. Pfedchozi sterilizace povrchu visceralnich organd horkym
kovovym predmétem (napf. skalpel) omezi kontaminaci povrchu vzorkovaného organu. U mladych
ptakl je vhodné provést povrchovou dezinfekci téla a nasledné peclivé a rychlé stazeni klze dfive, nez
bude proveden odbér z vnitfnich organll. Pfechodné uloZeni odebranych stérll a jejich preprava do
laboratore je nutna v transportnim médiu, pokud mozno v izotermickém boxu pfi teploté + 4 az 8 °Cs
naslednym bezprostfednim odesldnim do laboratofe (Senk, 2023).

Odbér vzorkl z prostiedi se mlze prakticky lisit v zavislosti na vékové kategorii chované drlbeze a
technologii ustajeni. Na Urovni farem byva pred zahajenim kazdého zastavu na halach provedena
kontrola Ucinnosti dezinfekce, kdy je terénnim veterinarnim lékafem odebrano nejméné 20 ks stéri z
prostiedi a technologie hal pro stanoveni celkového poétu mikroorgasnism( (poéet KTJ/cm?). Z
hlediska monitoringu zédvaznych klonl E. coli (APEC, ESBL/pAmpC pozitivni E. coli) je vSak dllezité
vytvorit pravidelny systém odbéru vzorkd také v pribéhu vlastniho chovu. Nejcastéjsim typem vzorkd
jsou ,boot swabs” - tamponové naslapy, vzorky prachu z prostfedi hal a ventilatord (25 gram(
prachu/vzorek) nebo bakteriologické stéry (tampdny s transportnim médiem, houbicky v pufrované
peptonové vodé — napf. vzorkovaci houbicky ,,3M™ Hydrated Sponge®) z napajeciho systému, hnizd,
kleci, rostd a podobné. Odbérova mista je vhodné priibézné ménit podle planu vzorkovani, aby bylo
dosazeno nahodného vzorkovani a bylo mozné odbérova mista dokumentovat v situa¢nim planku.
Cilem odbéru je zaméfit se na téice pfistupnd a Spatné C(istitelnd mista. To umoini zvysit
pravdépodobnost pozitivniho zachytu v ramci programu pravidelného odbéru vzorkd. Doporucena
frekvence testovani je odbér vzorkl z kazdého hejna v intervalech 10 tydn(. ProSkolena osoba pro
odbér vzorkd musi byt vybavena jednorazovym oblekem (overall), Cistou obuvi sjednorazovymi
navleky, jednorazovymi rukavicemi a respiratorem. Takto odebrané vzorky je nutné vybavit Zzddankou
predepsanou diagnostickou laboratofi a odeslat do 24hodin expresni zasilkovou sluzbou nebo svoznou
linkou k vysetreni.

ad 2) Z praktického pohledu mlzeme provoz lihné rozdélit do péti ¢asti: oddéleni manipulace s
nasadovymi vejci, prostory k inkubaci, pfesun nasadovych vajec, dolihen (lihnuti kufat) a oddéleni
manipulace s kuraty. Kazda z téchto casti predstavuje riziko z hlediska biologické bezpecnosti a
vyzaduje adekvatni kontrolu. Zvlastni pozornost by tedy méla byt vénovana vybéru vhodné metody
odbéru vzorkl a definovani kritickych oblasti provozu.

Nejcastéjsim typem vzorkld jsou papirové podlozky, bakteriologické stéry z prostfedi a dopravnik(,
uhynula kurata, vejce, odpadni voda anebo prach (chmyfi vylihnutych kutat, Ulomky skofapek,
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prachové Castice). DlleZitou otazkou je i frekvence odbéru vzorkd v pribéhu intenzivniho a éasto
kontinualniho provozu lihné. Produkéni kapacita lihni v dnesni dobé vzrostla ze 100 000 — 500 000 kurat
za tyden, aZ na 2-3 miliény kurat vylihnutych za tyden. Proto u lihni s nizsi kapacitou a nizkou intenzitou
lihnuti odebirdme vzorky kazdé 2 tydny, u aktivnich lihni 1 x za tyden a u lihni s vyuZitim maximalni
kapacity a intenzivnim lihnutim z kazdého oddéleni po dokonceni inkubace. Vlastni provedeni odbéru
vzork( z prostfedi vyZaduje ziskani 5 rliznych typU vzork(l z téchto doporucenych oblasti: stéry z
proloZek dovezenych nasadovych vajec, stéry z pastd dopravniku, stéry po umyti a dezinfekci
predlihné/dolihné, stéry nebo prach ze vzduchotechniky (ventilator, potrubi, prasné komory), vzorky
skorapek z dolihni podle ptvodu nasadovych vajec, stéry z dopravnik( a mist kde dochazi k michani
kufat z rGiznych rodi¢ovskych chov(i a v neposledni Fadé vzorky odpadni vody (Senk, 2023).

ad 3) vzorky z uzitkovych chovl se ziskavaji za stejnych podminek jako v rodi¢ovskych chovech, tj. pfi
veterinarné-hygienickém dozoru (vzorky z jednodennich kurat pfi zdravotni prejimce, pfi pitvé
uhynulych a utracenych jedinc(, vzorky prostiedi chovnych hal).

ad 4) vzorky z kone¢ného produktu, tj. jate¢nych brojler( Ize vyuzZit ke kontrole Urovné kolonizace jejich
stfeva a klzZe (napf. vzorky slepych strev, vzorky kize krku jate¢né opracovanych tél). Tento zplsob
odbéru vzork(l zjatecné drlibeze veterinarni sluzba béZiné vyuZzivd k monitoringu plvodcl
alimentarnich infekci ¢lovéka (napf. salmonely, kampylobaktery) (Nafizeni komise EU 2017/1495) a je
pouzitelny i k hodnoceni prevalence E. coli s epidemiologicky vyznamnymi profily antibiotické
rezistence. Obdobné vzorkovani vyrazenych nosnic mize poskytnout prehled o vyskytu hledanych
bakterii v rodi¢ovskych chovech.

Pocet vzorkl vs. pocetnost hejna

Diagnosticky odbér vzork( by mél byt proveden v akutni fazi infekce, tedy v dobé, kdy jsou pozorovany
klinické pfiznaky onemocnéni. V pfipadech podezfeni z infekce je vhodnym pfistupem odebrat vzorky
primarné z postizenych zvitat a z prostfedi haly kde je drlbeZ ustdjena (vCetné vybaveni haly) a
paralelné také ze zdravych zvifat z jiného hejna nebo haly (véetné prostredi a vybaveni). Porovnani
vysledd vysetfeni mlze usnadnit diagnostiku (Holm et al., 2019).

Pro vypocet poctu odebranych vzork( bylo vytvofeno nékolik statistickych vzorcl. Tyto statistické
programy prihliZzeji k hodnoté prevalence (oznacuje podil poctu jedinct trpicich danou nemoci k poctu
vSech jedincl ve sledované populaci, vztahuje se k uréitému casovému okamziku a obvykle se vyjadruje
v procentech), zohlednuji dale interval spolehlivosti obvykle 95 % nebo 99 % (pouZijeme-li konfidenéni
hladinu 95 %, znamena to, Ze zméfime-li 100 nezavislych datovych soubord, na nichz odhadujeme
neznamy parametr intervalem spolehlivosti, tak zhruba 95 intervall bude hledany parametr obsahovat
a zhruba pét nikoli) a pocitaji s velikosti populace, kterd ma byt testovanda. Tyto parametry ndm umozni
vypocet celkového poctu odebranych vzorkd.

Pokud tedy testujeme farmu, na které predpokladame, Ze vyskyt infekéniho onemocnéni bude mit
prevalenci 10-40 % muUZeme pro vypocet poc¢tu pozadovanych vzorkl pouZit pfiloZzenou tabulku ¢. 1
(Mateu and Casal, 2003). Pro farmu s velikosti hejna 10 000 slepic, s oekavanou prevalenci 10 % a
intervalem spolehlivosti 95 % (5% riziko) pak bude poZadovany pocet vzork( k detekci onemocnéni 29.
V praxi je tedy dlleZité vybalancovat dodrZovani doporuéeného poctu odebranych vzorkd pro ziskani
spolehlivych vysledkl v rdmci provedené depistaZze na Urovni hejna.



Tabulka €. 1 PoZzadovany pocet vzorkl pro diagnostiku onemocnéni u nekonecéné populace
s ocekavanou prevalenci (interval spolehlivosti 99 % a 95 %)

() N - S d POIEC O D

1% 5%

0.001 % 460 515 299 572
0.01 % 46 050 29 956
0.05 % 9209 5990
0.1% 4603 2995
0.2% 2301 1497
0.4 % 1149 748
0.5% 919 598
1% 459 299
2% 228 149
5% 90 59
10 % 44 29
20 % 21 15
50 % 7 5

Upraveno podle Mateu and Casal (2003)
2. 2. 2 Postup laboratorniho vysetfeni

2. 2. 2. 1 Kultivacni vySetieni a identifikace ziskanych kultur

Vzorky z klinickych pFipada koliinfekci

Vzorky se kultivuji pfimo na Mc Conkey agar (MCA) bez antibiotik a Columbia krevni agar. Po inkubaci
pfi 37 °C po dobu 18-24 hodin hodnotime rilst. Po subkultivaci Cisté kultury identifikujeme
hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF. Identifikované kultury jsou preockovany na MPKA a
nasledné zamrazeny v kryoprotektivnim médiu pfi -80 °C (schéma €. 1).

Schéma ¢. 1. Schéma pfimé kultivace vzork( sekéniho materialu z ptipad( koliinfekci (vytvofeno
programem BioRender)

MALDI TOF MS

| Columbia krevni agar
37°C, 24-48h

Mc Conkey agar,
37 °C, 24-48h -80°C

N y




Vzorky prostiedi

Prvnim krokem je pomnoZeni vzorku v neselektivnim médiu v poméru 1:10; stérové houbicky Ize

inkubovat v plastovém sacku se 100 ml pufrované peptonové vody (PPV). Odebrané vzorky skorapek,

naslapovych tamponu a prachu v laboratofi za aseptickych podminek odvazime na laboratornich
predvazkach; cca 25 g vzorku do 225 ml PPV nebo v obdobném pomeéru podle hmotnosti vzorku. Po
inkubaci pti 37 °C priblizné 18 hodin 10 pl jednorazovou inokulacni klickou ockujeme na 3 rlizna

média: i) standardni MCA (Oxoid, Velka Britanie); ii) MCA s 0,05 pug/ml ciprofloxacinu (MCA + CIP); iii)
MCA s 2 pug/ml cefotaximu (MCA + CEF) (schéma €. 2). Selektivni média se pouZivaji pro zvyseni Sance
zachytu kmenu rezistentnich k fluorochinolonlim a treti generaci cefalosporind. Po inkubaci (pfi 37 °C
po dobu 18-24 hodin) hodnotime rist. Z misek s prevahou typickych laktdza-pozitivnich kolonii (jasné

rQzova barva, riZovy precipitat v okoli) jsou odebrany obvykle 4 izolované kolonie, pokud mozno s
mirné odliSnou morfologii (ristova faze, konzistence, okraje) a kultivovany na MCA bez antibiotik. Z

misek, kde je narast chaby, odebirame umérné méné kolonii. Pivodni vzorky pomnozené v
peptonové vodé lze uchovat zamrazenim po pridavku 10 objemovych % glycerinu. Nasledujici den je

hodnocena Cistota kultur E. coli a pfipadné se pokracuje s dalsi subkultivaci. Ziskané Cisté kultury se

identifikuji hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF.

Schéma €. 2 Schéma vysetreni vzorkl z prostredi chovu, lihni, jate¢né opracovanych brojlerd
(vytvoreno programem BioRender)

TR
« skorapky, prach,

i‘ stérové houbicky, ) i
o naslapové
; [ tampony, kiiZe,
— \ obsah slepych
s | stiev ~—— 250mL
>gl, 24 ¥ N
£ . PPV
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MCA + CEF
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MCA +CIP

o prfedmnozeni vzorku v pufrované
peptonové vodé (PPV) (1:10)
 inkubace pfi 37 °C po dobu 18-24 h

MCA + CEF s 2 pg/ml cefotaximu

MCA + CIP s 0,05 pg/ml ciprofloxacinu
inkubace pfi 37 °C po dobu 18-24 hodin
subkultivace 4 - 5 suspektnich kolonii
identifikace MALDI TOF MS

uchovani ¢istych kultur pfi - 80 °C pro
nasledné analyzy

11



2. 2. 2. 2 Stanoveni citlivosti viéi antimikrobikiim

Zakladni analyza diverzity izolatd se opird o uréeni profilu antibiotické rezistence a osmi vybranych
gen( virulence.

Citlivost k antimikrobialnim latkdm je testovana diskovou difuzni metodou. Bakteridlni suspenze o
zékalu 0,5 °McFarlanda je 100 x nafedéna na koncentraci cca 10° CFU/ml a inokulovana na povrch M-
H agaru. Antibiotické disky aplikujeme raznici. Odecteni inhibi¢nich zén nasleduje po inkubaci pti 37 °C
po dobu 24 hodin. Priméry inhibi¢nich zén a ,breakpointy” podle standardd udavanych CLSI (2020)
véetné koncentrace latek v discich uvadi tabulka €. 2.

Uchovani izolatu

Identifikované kultury doplnéné o antibiogram lze preockovat na MPKA a nasledné zamrazit v
kryoprotektivnim médiu pfi -80°C.  Takto jsou izolaty uchovany pro dalsi charakterizaci a nasledny
vybér pro celogenomové sekvenovdni.

Tabulka €. 2 PouZita antibiotika a hranicni inhibi¢ni zény pro interpretaci vysledkd

: Mnoizstvi antibiotika Prameér inhibi¢ni zony (mm)
Zkratka Nazev .
v disku (ug) oot o . .
Citlivy Intermediarni  Rezistentni
AMP Ampicilin 10 217 14- 16 <13
Amoxicilin-
AMC , 20/10 218 14-17 <13
klavulanat
KF Cefalotin 30 218 15-17 <14
S3 Sulfonamidy 250 - 300 >17 13- 16 <12
CN Gentamicin 10 215 13-14 <12
Nalidixinova
NA . 30 219 14-18 <13
kyselina
L
Sulfametoxazol-
SXT . . 1,25/23,75 216 11-15 <10
trimetoprim
TET Tetracyklin 30 >15 | 12-14 <11
C Chloramfenikol 30 >18 13-17 <12
CIP Ciprofloxacin 5 >21 16- 20 <15

2. 2. 2. 3 Vybér izolatl k podrobné celogenomové analyze

Cilem monitoringu je zachyt co nejvétsi diverzity potencidlné rizikovych klon( E. coli na sledovanych
urovnich produkéni pyramidy. K jejich identifikaci je vSak nutné zapojeni pokrocilejsich typizacnich
metod. Epidemiologicky nejhodnotnéjsim udajem je ST, sekvencni typ (metoda MLST). Celogenomova
analyza nabizi komplexni charakteristiku kmene vcéetné udaji o ST, sérotypu, pfitomnosti
plazmidovych replikonl a jinych mobilnich genetickych elementd, virulencnich a rezistencnich genl
vcetné odhadu fenotypu. Tato metoda je jiz cenové srovnatelna s tradi¢ni MLST a vyvoj sméfuje k
jejimu Sirokému zapojeni v monitoringu epidemiologicky vyznamnych infekénich agens. Vybér na
zakladé jednoduché preliminarni laboratorni charakterizace musi a) efektivné zachycovat znamé
rizikové genotypy, b) umoznovat rozpoznani novych potencialné rizikovych genotyp(, c) pokud mozno
nezkreslovat celkovy obraz epidemiologické situace.

Fenotypovy profil antibiotické rezistence

V ramci zakladni charakterizace provadime testovani citlivosti k vybranému profilu antimikrobidlnich
latek, zahrnujici betalaktamy (ampicilin, amoxicilin-klavulanat, ceftazidim), aminoglykosidy
(gentamicin), tetracykliny (tetracyklin), amfenikoly (chloramfenikol, florfenikol), sulfonamidy,
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potencované sulfonamidy, chinolony (kyselina nalidixova, ciprofloxacin). Postup diskové difdzni
metody a jeji vyhodnoceni se odviji od aktualnich referencnich dokumentd CLSI (CLSI, 2020).
Signifikantni vysledky jsou:

v Rezistence k ceftazidimu jako kritérium pro zachyt kmen( produkujicich ESBL/AmpC nebo jiny
typ vyznamnych betalaktamaz. Tyto kmeny testujeme na ptitomnost ESBL metodou DDST
(Double-Disc Synergy Test) dle CLSI

v Rezistence ke 3 a vice skupindm AML je kritérium pro tzv. multirezistenci

v Shodny profil rezistenéniho fenotypu u izolatu ze vzork( stejného pavodu slouZi k hrubé selekci
pravdépodobné totoznych kmenl

Detekce vybraného profilu VAGs (genl asociovanych s virulenci) metodou PCR

Cilem tohoto kroku je zachyt kmen, které mohou predstavovat potencialni extraintestinalni patogeny
drlibeZe a ¢lovéka. Byla popsana rada gend, jejichZz pritomnost koreluje se schopnosti kmene vyvolavat
onemocnéni, nikoli vSak konkrétni rozhodujici geneticky marker patotypu; jde spiSe o pfitomnost
vétsiho pocétu VAGs ve vhodné kombinaci, kterd se mdze u rliznych kmen lisit. Tyto geny jsou zpravidla
asociovany s chromozomalnimi ostrovy patogenity (PAI) nebo virulenénimi oblastmi na plazmidech
typu ColV. V literatufe jsou popsany metody multiplex PCR zaméfené na pritomnost typickych
plazmidovych genl (Johnson et al., 2008) nebo kombinaci plazmidovych a chromozomalnich kmena
(Ewers et al., 2005). Pfi soucasném stavu znalosti Zddnd omezena kombinace VAGs neumoziuje
absolutni rozliSeni mezi patogennim a nepatogennim kmenem. My jsme do metodiky zvolili vlastni
kombinaci 8 chromozomalnich a plazmidovych VAGs a selekéni kritérium 5 a vice téchto pfitomnych
genu. Tak mUZeme usuzovat jednak na pravdépodobnou pritomnost plazmidového PAI nebo jeho ¢asti
(iroN, iss, iutA, ompT, cvaC, tsh) nebo na pfislusnost k fylogenetickym skupindm blizkym skupiné B2,
které jsou rizikové z hlediska extraintestinadlni patogenity (frz, felA). Tuto metodu lze snadno
modifikovat zapojenim dalsich gen( nebo jejich ¢aste¢nou obménou (napt. fyuA/irp2, hlyF aj.). Timto
zpUsobem Ize zachytit i nové rizikové genotypy.

Geny zde navrhované zahrnuji VAGs typicky asociované s plazmidy typu ColV, které jsou vyzna¢nym
rysem kmen E. coli s adaptaci na dribez. Tyto geny se dle nasi zkuSenosti vyskytuji velmi hojné napfic
fylogenetickym spektrem, a to i mezi komenzalnimi kmeny. Varianty téchto gen(i se mohou vyskytovat
i na chromozomu (Johnson et al., 2008) (Tabulka €. 3). Naproti tomu geny chromozomalnich PAI jsou
vice asociované s urcitymi fylogenetickymi skupinami (B2, F, D, G) nebo nékterymi vyznacnymi liniemi
z jinych skupin (napf. emergentni linie ST58, ST10 aj.).

Tabulka €. 3 Prehled genu, které Ize vyuzit jako kritérium pro skrining APEC

ompT Protein vnéjsi membrany Plazmid
hlyF Hemolyzin F Plazmid
iroN Receptor salmochelinového sideroforu Plazmid
iutA Receptor aerobaktinového sideroforu Plazmid
iss Protein asociovany s zvySenou sérovou rezistenci Plazmid
tsh Termosenzitivni hemaglutinin (adhezin) Plazmid
cvaC Produkce kolistinu V Plazmid
irp2 Siderofor yersiniabaktin Chromozom
frziora) Karbohydratovy transportér Chromozom
felA F11 varianta P fimbrii Chromozom

Vybér téchto genl neni nutné definitivni. Jejich pfitomnost slouZi jako voditko, avsak v Zadném pfipadé
se nejednd o absolutni kritérium pro rozliSeni patogennich a komenzalnich kmeni z nékolika davod(:

vvvvv
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kmene muZe byt dan variabilni kombinaci gen(; iii) uplatnéni rlizné virulentnich kmen( v patogennim
procesu je dano podminkami chovu, vnimavosti jedinct, mirou infekéniho tlaku a dal$imi proménnymi.
Doporucujeme zvolit aspon 4 plazmidové a 2 chromozomalni geny s kritériem pritomnosti minimalné
poloviny poctu zvolenych gend.

Postup: 1-2 kolonie vortexujeme v 400 pl destilované vody a po desetiminutové inkubaci v termobloku
pfi 100 °C centrifugujeme pti 30 000 otackach za minutu 1-2 minuty. Odebrany supernatant s DNA
zamrazime pfi -30 °C. Takto izolovanou DNA Ize pouZit na detekci osmi plazmidovych a
chromozomalnich gen( virulence metodou klasické PCR. Tabulky ¢. 4 a 5 uvadéji reakéni podminky a
sekvence primerl pro jednotlivé reakce.

Tabulka €. 4 Reakéni podminky PCR pro vybrané geny virulence

Gen Faze Cas Teplota
1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 30 cykla:
Denaturace 30s 94°C
ompT Annealing 30s 57°C
Elongace 1,5 min 68°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 25 cykla:
Denaturace 30s 94°C
iroN, cvaC, iss Annealing 30s 58°C
Elongace 3 min 68°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 26 cyklt:
Denaturace 1 min 94°C
tsh Annealing 1 min 53°C
Elongace 1 min 72°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 25 cyklt:
Denaturace 30s 94°C
iutA Annealing 30s 57°C
Elongace 1,5 min 68°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 26 cyklu:
Denaturace 1 min 94°C
frziors Annealing 1 min 53°C
Elongace 1 min 72°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
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1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 25 cyklu:
Denaturace 30 sek 94°C
irn2 Annealing 30 sek 68°C
Elongace 3 min 68°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
1. Pocatecni denaturace 2 min 94°C
2. 25 cykla:
Denaturace 30 sek 94°C
hlyF Annealing 30 sek 63°C
Elongace 1 min 68°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
1. Pocatecni denaturace 3 min 94°C
2. 30 cykld
Denaturace 1 min 94°C
felA Annealing 1 min 61°C
Elongace 30s 72°C
3. Konecna elongace 10 min 72°C
4. Chlazeni oo 10°C
Tabulka €. 5 Primery pouZité pro detekci vybranych virulencnich gen
Primer Sekvence nikleotidl Gen Produkt (bp) Citace
ompT/F TTG CTA CTG CCATCT CAGC
ompT 610 Bethe et al, 2012
ompT/R CGA CAG ATA CTCTGG GTA ACA
iroN/F ATC CTCTGG TCG CTAACT G .
= iroN 847
iroN/R CTG CACTGG AAG AACTGT TCT
: Ewers et al., 2007
iss/F ATC ACA TAG GAT TCT GCC G ] 309
ss
iss/R CAG CGG AGT ATA GAT GCC A
cvaC/F CAC ACA CAA ACG GGA GCT GTT Dissanayake et al.,
cvaC 679
cvaC/R CTT CCC GCA GCATAG TTC CAT 2008
tsh/F GGT GGT GCA CTG GAG TGG Moulin-Schouler et
tsh 620
tsh/R AGT CCA GCG TGA TAG TGG al., 2007
iutA/F GGCTGG ACATCATGG GAACTG G . Johnson et Stell,
- iutA 300
iutA/R CGT CGG GAA CGG GTA GAATCG 2000
frz/F TCA GTA AGA ACG AAAGTG TG Dissanayake et al.,
frzora 565
frz/R ACA GGA ACA ATCCCG TGG AT 2014
irp2/F AAG GAT TCG CTG TTA CCG GAC )
- irp2 413 Ewers et al., 2005
irp2/R AAC TCC TGA TACAGG TGG C
hlyF/F GGC CAC AGT CGT TTA GGG TGC TTA CC hivF . Johnson et al.,
hlyF/R GGC GGT TTA GGC ATT CCG ATA CTC AG y 2008
e
felA/R CCT TCA GAA ACA GTACCG CAATTCG al., 2006
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Na zakladé této prvotni analyzy je uskuteénén vybér izolatl pro celogenomové sekvenovani. U¢elem
je vyloudit na prvni pohled shodné izolaty, totiz ty izolované z téhoZ vzorku nebo vzork(l stejného
plvodu se stejnym profilem antibiotické rezistence a gen( virulence. Vybér kmen( pro celogenomové
sekvenovani se rovnéz fidi pdvodem vzorkd. Pokud se jedna o klinické pripady koliinfekci, opakovany
vyskyt kmene se stejnym profilem v prvotni analyze mize indikovat klondlni vzplanuti. Vybér izolatd
z dolihni se fidi podle rodicovského chovu plvodu.

Vlastni vybér izolata k analyze

v' Multirezistentni izolaty
v 1zolaty rezistentni k 3. generaci cefalosporin(
v 1zolaty vybavené 4 (5) a vice geny asociovanymi s virulenci

Izolace DNA, odeslani k celogenomovému sekvenovani do externi laboratore

K izolaci Cistd genomické DNA pouzijeme vhodny komercni kit dle ndvodu vyrobce (napf. NucleoSpin
Tissue DNA extraction kit, Macherey-Nagel, Némecko). Dostatecna koncentrace izolované DNA je
ovéfena na zakladé méreni absorbance (Infinite m200 PRO, Tecan, Svycarsko) s poZadovanym
minimem 50 pl.

Pro srovnavaci analyzu vétsiho poctu izolatd jsou vhodné platformy lllumina, tzv. high-troughput short-
read sequencing.

2. 2. 2. 4 Vyhodnoceni dat z WGS (schéma ¢. 3)

Ziskand hruba data je nutno podrobit primarni Upravé a statistické analyze k zhodnoceni Ucinnosti a
spolehlivosti procesu sekvenovani (Udaje o Cistoté genomické DNA, fragmentaci apod.). Tato faze
zahrnuje odstranéni nekvalitné sekvenovanych fragmentl (readd) a ,odstfizeni” koncl se zbytky
adaptér(, tzv. trimovani (napt. Trimmomatic v0.36, Bolger et al., 2014). Upravend data jsou sestavena
do vétsich celkd, kontigl, tzv. de novo assembly (napf. https://github.com/tseemann/shovill).
Vysledkem jsou data ve formé soubor( FASTA, které nezabiraji velké mnoZstvi paméti a lze s nimi
snadno pracovat. Jednotlivé genomy lze nasledné charakterizovat pomoci verejné dostupnych online
platforem, jako je Center for Genomic Epidemiology nebo Galaxy.org.

Zakladni typizace zahrnuje:

MLST (napf. https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/)

Fylogeneticka skupina (https://ezclermont.hutton.ac.uk/)

Sérotyp (https://cge.food.dtu.dk/services/SerotypeFinder/)

Ziskané geny rezistence a chromozomalni mutace (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder)

Plazmidy (https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)

Virulence (https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/)

Fylogeneticka analyza pribuznosti izolatd rizného plvodu s tvorbou fylogenetického stromu, popfr.
srovnani s pribuznymi izolaty ve verejnych databazich (srovnani pangenomu souboru v programu
Roary (Page et al., 2015) s wuréenim genetické vzdalenosti na zakladé SNP
(https://github.com/tseemann/snp-dists).

AN N N N NN
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Schéma ¢. 3. Zjednoduseny pracovni postup zpracovani dat ziskanych celogenomovym

sekvenovanim izolatl E. coli (vytvofeno programem BioRender)

Vyhodnoceni dat ziskanych WGS Interpretace vysledkd
(.‘?:“ ™
A CTaTATeCe
(~ 7 Identifikace potencidlné
‘_I I rizikovych genotypu
o - J
< Manualni zpracovani dat >
N
.C Stanoveni rizika
N “j"; &T%(;\XG(—&. onemocnéni a odhad jeho
~ TR M Carec6lhY prevalence
Al marcatec 6 CA J
: ATATCATGCC

VavAY A
P N ATCATGCGC A

VyuZiti nastrojd Al

2. 2. 2.5 Identifikace potencialné rizikovych genotypt

Na zakladé identifikovaného sekvencniho typu, sérotypu, pfitomnych replikoni a genl antibiotické
rezistence a profilu velkého mnoZstvi VAGs se zhodnocenim genetické vzdalenosti umoziiuje:

v

Identifikovat multirezistentni kmeny a producenty ESBL/AmpC betalaktamaz, zhodnotit
prevalenci jednotlivych gen( a jejich potencidlni asociaci s mobilnimi genetickymi elementy,
jez facilituji prenos téchto determinant mezi kmeny a mezi rlznymi Urovnémi produkéni
pyramidy (Zurfluh et al., 2014)

Identifikovat typické genotypy vyznamnych APEC linii, jejichZ Sifeni v chovech dribeze je
aktualné popisovano (napf. linie ST117, ST141/ST95, ST428/429, ST23/88). Tyto klony pak Ize
podrobit podrobnéjsimu srovnani s genomy z databdze GeneBank.

Identifikovat typické genotypy potencialné zoonotickych linii a linii s epidemiologickym
vyznamem pro ¢lovéka, jejichz zdrojem i rezervodarem mUze byt drlibez (napf. ST131, ST95).
Tyto klony pak Ize podrobit podrobnéjsimu srovnani s genomy z databaze GeneBank.
Identifikovat kmeny, které na zakladé svého genetického profilu a/nebo opakovaného vyskytu
mezi chovy mohou predstavovat emergentni rizikové linie.

Dlouhodoby monitoring umozni sledovat dynamiku vyskytu jednotlivych linii a genetickych
elementl se srovnanim prevalence na jednotlivych sledovanych arovnich produkéni pyramidy,
identifikaci rizikovych faktor( a vypracovani souboru preventivnich opatfeni vhodnych pro
dany chov a danou uroven s cilem omezeni infekéni zatéze, zlepSeni Zivotnich podminek
biologické bezpecnosti a omezeni spotieby antibiotik v produkénich chovech.

2. 2. 2. 6 Stanoveni rizika onemocnéni

Kolinfekce zplisobené APEC jsou podminény vice vlivy, a navic se pti patogenezi onemocnéni mize
uplatnit vysoky pocet faktor(l asociovanych s virulenci a zakédovanych v genomu E. coli. Zatimco
celogenomové asociacni studie usnadnuji porozumét evoluci genomu a vzniku patotypl E. coli, tak
odhadnout redlné riziko klinickych infekci by mély umoznit predikéni modely (Mageiros et al., 2021).
Vhodny software a Al muZze v budoucnu usnadnit vyhodnoceni slozZitych vztahll mezi
pfitomnosti/absenci prvki genotypu a fenotypu spojenych sonemocnénim, a tim presnéji
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predpovédét vyznam izolatl E. coli sdanym genotypem a odhadnout moZznou prevalenci infekci
plsobenych APEC.

3. Srovnani ,,novosti postupt“

Jedna se o novou metodiku, ktera navazuje na publikované zahrani¢ni studie a vyuZiva vysledk( a
zkuSenosti z vlastnich studii autorského kolektivu (viz. publikace predchazejici metodice).

4. Popis uplatnéni metodiky

Cilem predkladané metodiky je poskytnout pracovnikim Statni veterindrni spravy CR, veterinarnich
ustavl (SVU, VUVel, USKVeBL), specialistim na choroby driibeze i chovatelim driibeze metodicky
postup pro cileny odbér vzorkl a jejich laboratorniho vySetreni se zamérenim na izolaci, identifikaci a
charakterizaci epizootologicky a epidemiologicky zavaznych klonU E. coli v produkéni pyramidé masné
drlbeze.

5. Ekonomické aspekty

Metodika poskytuje postup, ktery Ize vyuzit k aktivnimu sledovani vyskytu epizootologicky a
epidemiologicky zavaznych klonu E. coli v produkéni pyramidé masné drlibeZe. Znalost vyskytu
takovych klont v rodi¢ovskych chovech, lihnich a uZitkovych chovech je dilezitym predpokladem pro
realizaci preventivnich a profylaktickych programi tlumeni ekonomicky zavaznych koliinfekci masné
dribeZe. V CR chybi Udaje o pfimych ekonomickych ztratach v diisledku téchto infekci, proto musime
vychazet ze zahranicnich Udajl, napt. v Nizozemsku odhady ukéazaly ztratu 3,7 milionu EUR v
dlsledku infekci APEC v rodic¢ovskych chovech masné dribeze (Landman and van Eck, 2015). V USA
se odhaduje, Ze ekonomické ztraty v odvétvi brojlerli mohou dosahnout az 40 miliona dolard rocné
jen kv(li konfiskaci jateéné opracované driibeze. Udaje, tykajici se celkového ekonomického dopadu
APEC na drabezaisky pramysl v USA, vsak nejsou k dispozici. Navic omezovani vyskytu klond E. coli s
epidemiologicky vyznamnymi profily antibiotické rezistence u jatecné drlibeze miZe mit ve svém
dlsledku dopady na zdravi lidské populace. Jak v souc¢asné dobé ukazuje zajem velkych odbératell
drlbezich produktl, miZe produkce drlibeziho masa bez pouZziti antimikrobik do budoucna zvySovat
konkurenceschopnost domaci produkce (Papouskova et al., 2024).
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