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Bakterialni infekce v nasich intenzivnich
chovech ryb a jejich laboratorni diagnostika
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Nase pracovisteé

e Diagnosticky servis — terénni vzorky

e Vyzkum

— Projekty NAZV (dr. Piackovd, prof. Mares, doc. Palikovd, ing. Vesely,
prof. Navradtil,)

 CEITEC Vyzkumna skupina Molekularni bakteriologie — antibioticka
rezistence
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Prehled nejvyznamneéjsich bakterioz

. Bakterialni septikémie ryb — mezofilni aeromonady, ....
. Erytrodermatitida kapri — viedovita choroba

. Furunkuléza lososovitych

. Yersinioéza (Enteric Redmouth Disease; ERM)

. Flavobakterioza

. Kolumnaréza

. Renibakteriéza (Bacterial Kidney Disease; BKD)

. dalSi bakterialni onemocnéni (Streptococcus iniae,

Edwardsiella tarda, E. ictaluri, mykobaktérie,...)
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Etiologie

G-
e (. Aeromonadaceae
Aeromonas (fada druhd, genospecies)
e (. Enterobacteriaceae
Y. ruckeri, E. tarda, E. ictaluri
e (. Flavobacteriaceae

F. psychrophilum, F. branchiophilum,
F. columnare G_|_

e C. Micrococcaceae
Renibacterium salmoninarum
e (. Streptococcaceae
S. iniae
 mykobaktéria, nokardie
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Patogeneze bakterioz ryb

; o x . . « geneticky uniformni populace
Kolonizace kuze, sliznic hostitele . stejné stafi

« stav imunity

* virulence
» velikost infekCni davky

Bakterialni
plUvodce

Hostitel

Faktory prostfedi Stres

Kolonizace prostredi - teplota a kvalita vody

(biofilmy, biofiltry) « plnohodnotna vyziva
* hustota obsadky
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Hlavni faktory usnadnujici rozvoj bakteriéz jsou znamé

Teplota vody

uodsued |

Zdravi rybi
obsadky

1

Organické
znecisténi
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Jaka je situace v nasich chovech?

Udaje o poétech vysetienych ryb na SVU

v roce 2014
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™ Vysetreno ryb celkem ™ KHV  ® Ostatni vySetfeni ™ Bakteriologické vysetreni



Fakulta rybaistv Jihoceska univerzita E \ ALLLLS ¥ R07/201 3
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich ety 5 K1 ¢ metOdika

| Vyuziti hmotnostni spektrometrie MALD TOF
a polymerazové fetézové reakce ke konfirmaci
suspektnich kultur Aeromonas salmonicida,
Flavobacterium psychrophilum a Yersinia ruckeri

Edice
Metodik
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Diagnostika bakteriéz ryb

Terénni cast
e Anamnéza
* Klinicke vysetreni

'+ Pato-anatomické vysetreni
Laborator

* Mikroskopie, ku
vysetreni, PCR

e Charakteristika i
bakterii — identi
antibiogram

~* Odbér vhodnych vzorku pro
‘ bakteriologickeé vysetreni

* Interpretace vy
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Slries

JEDNORAZOVA SOUPRAVA
k odbéru vzorkii pro

BAKTERIOLOGICKE VYSETRENi RYB

Uchovavejte pri 4 - 8°C
Spotf

i

WL

e do 6 mésic od data vyroby.

Foto: V. Piackova

Foto: I. Prokopova




NAVOD K POUZITI

e Postup odbéru vzorku s obrazovou dokumentaci

 Zadanka o bakteriologické vy3etFeni

* Seznam pracovist v CR, ktera provadéji bakteriologické
vysetreni ryb

rk to improve the transfer of knowledge for innovation

Traditional Food Network to i



Laboratorni vysetreni

Mikroskopie

* Barvené otiskové preparaty (kolumnardza, flavobakteridza,
mykobakteridzy, renibakteriéza)

* FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) — flavobakterioza

Kultivacni vysetreni

 Kombinace zakladnich a specialnich médii
« Podminky inkubace podle naroku hledaného puvodce
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Vyuziti metod molekularni biologie

PCR (existuji protokoly k prikazu vétsiny ptivodcd, i v
kombinaci — multiplex; detekcni limity)

* PCR - priikaz a kvantifikace pdvodce v rdiznych typech
vzorku (voda, tkané)

— dulezité pro aktivni monitorovani v intenzivnich akvakulturach
— vcasné zahajeni antibiotické terapie
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Charakteristika izolatu

Identifikace

— klasicky podle biochemické aktivity
— PCR
— MALDI-TOF MS

Antibiogram
— zavazné mezinarodni metodiky (CLSI, 2014; VET04-A2;
VETO03/VET04-S2)

 diskova difusni metoda, dilu¢ni metody (MIC)
— parametry kontroly kvality, interpretacni kritéria zatim neuplna

— Certifikovanad metodika - Metody stanoveni citlivosti plivodct
erytrodermatitidy kaprd k antibakteridlnim [atkam (NAZV QJ 1210237)
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Interpretace vysledku

» Kvalifikovani a zkueni pracovnici (SVU)
e Anamnéza + PA nalez + kultivacni nalez nebo PCR

* Dostatecny pocet vySetrenych vzorku
— Kolonizace zdravych ryb
— Nalezy patogenu u ryb bez PA nalezu
— Smisené infekce

* Doporuceni zakaznikovi

Traditi rk to improve the transfer of knowledge for innovation
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Nase vysledky
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Nase studie

* Hodnoceni citlivosti vici antimikrobialnim latkam u
mezofilnich aeromonad izolovanych z kapru obecnych, koi
kapru a akvarijnich ryb

 Charakteristika antimikrobidalni citlivosti izolatu A. salmonicida
subsp. salmonicida z intenzivni akvakultury s recirkulaci

e Vyskyt Flavobacterium psychrophilum v nasich chovech
pstruha duhového
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Rozlozeni hodnot MIC oxytetracyklinu u mezofilnich aeromonad
izolovanych z koi kapru (n=72) a kaprt obecnych (n=49)
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Rozlozeni hodnot MIC enrofloxacin u mezofilnich aeromonad
izolovanych z koi kaprd (n=72) a kaprt obecnych (n=49)
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Rozlozeni hodnot MIC florfenikolu u mezofilnich aeromonad
izolovanych z koi kaprd (n=72) a kaprt obecnych (n=49)
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Vyskyt rezistence u 45 izolatu A. salmonicida

45
OT — oxytetracyklin
41 OA — kys. oxolinova
40 FFC — florfenikol
SXT — potencované sulfonamidy
UB - flumequin
S - streptomycin
35
30
30
=
<
2
a 22 23
N
-
20
2 16
15 13
10
5
0)
0 —
oT (@A FFC SXT UB S

ANTIBAKTERIALNI LATKY



Registrované antimikrobialni latky pro 1é¢bu
ryb v uzitkovych chovech

e Oxytetracyklin (Rupin Special)
* Flumechin (Flumiquil 50%)

* Florfenikol (Aquaflor 500 mg/g premix pro
medikaci krmiva pro pstruha duhového)
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Antimikrobialni rezistence ma geneticky zaklad

2)

._“""VAY/\VI\‘”‘" 4

K\

|
Conjugation | §
\ <
?sr 3
\,
A Transformation
.‘,‘ ‘ < ‘a
// \ ‘TY

/S A 4

4-\'/( 7

%

Nature Reviews | Microbiology

Vodnany 10. prosince 2015

23



pAHG6

(KT315926)

A. hydrophila
IncU plasmid
Fish, Czech Republic

pAC3

(KM245123)

_Aeromonas sp.

IncU plasmid (KM204147)
Wastewater, China

pP2G1
(HE616910)
Aeromonas sp.
IncU plasnud
River water, Spain

PASCH21
(KT315928)

A. salmonicida
IncU plasmid
Fish, Thailand

pPAHIB101-pBF7.8
(KM245123)

A. hyvdrophila

IncQ?2 plasnud

Fish, China

PAQ2-1
(IN315884)

A. sobria
ColE-type plasmud
Fish, Korea

D ) _— i

22bp IRR ATGTTGGTTTCAT
TGTAGGAGAGGAATAAAGTTTC mpR.1 remnant
GGAGG i GGAGG ?\‘_\-
mic o
r .
—
22bp IRR 2bp RL T
TGTAGGAGAGGAATAAAGTTTC GAAACTTTATTCTACTCACACA
GGAGG GGAGG A

mic N8
v

22bp IRR
TGTAGGAGAGGAATAAAGTTTC

mic

22bp IRL
GAAACTTTATTCTACTCACACA

c5e 5>

-
_— 22bp IRR

—
22bp IRL —

TGTAGGAGAGGAATAAAGTTTC GAAACTTTATTCTACTCACACA

GGTGT . GTGT

N mic

H mobC
— :
—

— 22bp IRR 22bp RL
TGTAGGAGAGGAATAAAGTTTC GAAACTTTATTCTACTCACACA

GAGGC . GAGGC

Yo mic g

—
P 22bp IRR
TGTAGGAGAGGAATAAAGTTTC

y T moba
= )

20bp IRL
GAAACTTTATTCCTCTCCTACA.

* Multirezistence je vazana na plazmidy skupiny IncU

» Prokazany epidemiologicky vyznamneé PMOR - geny gnrS

aeromonad

u vétsiny izolatl



Acanthocobitis on 1x,
Acanthophtalmus kthl 2X
Acanthopsis choworhyncWﬁ 1x =
Aphycharax rubripinnis 2%-
Aphyosemion australe 2x
Aphyosemion gardneri 1x
Apistogramma agassizii 1x
Balantiocheilus melanopterus 2x
Barbus tetrazona 2x

Botia hymenophysa 2x

Botia racantha 1x
Boti desta 1x
tla striata  1x

“Bunocephalus coracoideus 1x

Carassius auratus 1x
Caridina — kreveta 1x
Carinotetraodon lorteri 1x
Carnegiella laevis 1x

&Colisa chuna 1x

Colisa lalia 2x
Corydoras boa 1x

1x
Cyrtocara borleyi 1x
Epalzeorhynchos kallopterus 1x
Fundulopanchax arnoldi 1x
Gyrinocheilus aymonieri 2x

“Gyrinocheilus blunt2x
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Hypostomus pjecostomus %x 'I?
Chanda ranga 2x
Kryptopterus biccirhis 1x
Kryptopterus bicolor 2x
Labeo bicolor 9x

Labeo chrysophekadion 1x
Lamprologus brichardi 1x
Leiocassis siamensis 2x
Macrognathus spp.1x
Pangio kuhlii 6x
Papiliochromis ramirezi 1x
Pleurodeles waltl — mlok 1x
oecilia reticulata 7x

Sesarma mede ab 1x
\ Sewellia lineolata 1x
‘“T"]odon nigroviridis 1x
richogaster trichopterus 1x
Tropheus moorii 2X

Xiphophorus helleri 2x
Xiphophorus maculatus 19x .

WWW.MOJE-AKVARIUM.NET
© 2005


http://www.fishbase.com/Summary/speciesSummary.php?ID=50435&genusname=Crossocheilus&speciesname=siamensis

Tabulka €. 1: Zastoupeni izolovanych druht bakterii z akvarijnich
ryb (n = 115)

Druh Pocet izolati daného Procentuélr’li

druhu zastoupeni
Aeromonas spp. * 80 67,8
Pseudomonas fluorescens 13 11,0
Pseudomonas putida 8 6,8
Citrobacter freundii 3 2,5
Shewanella putrefaciens 3 2,5
Vibrio cholerae 2 1,7
Acinetobacter haemolyticus 2 1,7
Pseudomonas aeruginosa 1 0,8
Citrobacter braakii 1 0,8
Vibrio fluvialis 1 0,8
Comamonas testosteroni 1 0,8
Ralstonia pickettii 1 0,8
Brevundimonas vesicularis 1 0,8

1 0,8

SphingF%onas paucimobilis
\% * biochemicka identifikace aeromonad na trovef komplext: A. sobria, A. hydrophila, A. caviae.
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Genetické pozadi rezistence k fluorovanym
chinolonim

e z80izolatl aeromonad 20 (25 %) s prukazem PMQR

— epidemiologicky vyznamneé rezistence
k fluorovanym chinolonim PMQR (geny gnrS2,
qgnrB, aac-1b-cr)

e vazba na plazmidy skupiny IncU
* Vietnam, Thajsko, Cina, Singapur

* Globalni Sireni
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Flavobacterium psychrophilum

 Rainbow Trout Fry
Syndrome (RTFS)

e Bacterial Cold Water
Disease (BCWD)






Nalezy Flavobacterium psychrophilum v 6 chovech pstruha
duhového
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Zajimaveé nalezy

» Yersinia ruckeri - candat obecny — plidek

* Plesiomonas shigelloides — mnik jednouvousy, candat obecny

* Multirezistentni A. hydrophila - Gurra rufa

* Flavobacterium columnarae - kerickovec Cervenolemy (Clarias gariepinus)
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Gurra rufa — A. hydrophila (Zabra, organy, kize) s rezistenci k
flumequinu, oxytetracyklinu, kyseliné oxolinové, potencovanym
sulfonamidum

32



Zavery

 40% prevalence rezistence vuci OTC u izolatu z kaprd obecnych naznacuje
potrebu laboratorni kontroly citlivosti pred zapocetim |éCby Rupinem

e Kapri koi a importované akvarijni ryby jsou ¢asto kolonizovany
multirezistentnimi aeromonadami
— nalez rezistentni A. hydrophila z Gurra rufa ukazuje na potencidlni rizika infekci ¢lovéka

* Epidemiologicky vyznamna PMQR (geny gnrS2, gnrB, aac-Ib-cr) je vazana
na plazmidy skupiny IncU

* V nasich chovech lososovitych ryb musime pocitat s infekcemi vyvolanymi
F. psychrophilum
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