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| Seznamte se, Aeromonada

- Gram-negativni tyCinka, fakultativné anaerobni
- vazana na vodni prostredi

Taxonomické zarazeni:
RISE: BACTERIA
KMEN: PROTEOBACTERIA
TRIDA: Grammaproteobacteria

.‘\‘

RAD: Aeromonadales -

CELED: Aeromonadaceae ©br- i Aeromonsdy na kA
ROD: Aeromonas
DRUH: Aeromonas hydrophila
Aeromonas caviae
Aeromonas sorbia...

Obr. 2. Tycinkovité bakterie




-vyznamny ubikvitarni patogen zpUsobujici onemocnéni
ryb

- septikémie, hemoragické a ulcerativni choroby
- jednim z nezavazneéjsich onemocnéni
= erytrodermatitida kapru

- sekundarni infekce

= mortalita
= ekonomické ztraty v chovech




Antibiotika — muj (ne)pritel

-registrované |écCivo pro kaprovité ryby:
medikovana granulovana krmna smés RUPIN SPECIAL

= Oxytetracyklin
NARUSTAJICi PROBLEM — ANTIBIOTICKA REZISTENCE!
-vznik rezistence: - mutacemi prirozenych genu

- transponovatelné elementy (plazmidy,
transpozony, integrony)

= hledani alternativniho léciva




Sledované chovy ryb J

1. hospodarstvi

lokalita: jizni Morava, 92 rybnik( (1 302 ha), rocni
produkce trznich ryb: 1 000 tun

2. hospodarstvi
lokalita: jizni Morava, 145 rybnik( (1 409 ha), ro¢ni
produkce trznich ryb: 1 200—-1 500 tun

3. soukromy rybnik

lokalita: jizni Morava, 3 ha, rocni produkce kapra 5-6
tun




MATERIAL A METODIKA
Izolace aeromonad

- vySetfeno 154 ryb (133 ks kapr obecny, 13 ks karas zlaty, 8 ks
sumec velky), brezen — zari 2016

- patologicko-anatomické vysetreni = stér z klize, 1ézi, tkan sleziny

Obr. 5. Vfed zasahujici do svaloviny
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Obr. 4. Stér z kize plidku sumce velkého Obr. 6. Kultivace na KA

T. Maturg

- druhova identifikace na MALDI-TOF Biotyper




Testovani fenotypové rezistence k ATB -
diskova difuzni metoda

Obr. 8. Bakteridlni suspenze 0,5 MF Obr. 9. Naneseni ATB disk(

Obr. 10. Inhibi¢ni zony Obr. 11. Odecet velikosti inhib. z6n pomoci B pprat®
automatické Supléry



.14 | Testovani fenotypové rezistence k ATB J

- 6 antimikrobialnich latek:

e oxytetracyklin (Ot)

* florfenikol (Ffc)

* sulfametoxazol/trimetoprim (Sxt)
* flumequin (Ub)

* kyselina oxolinova (Oa)

* enrofloxacin (Enr)




Polymerazova retézova reakce (PCR)

1. prukaz genu kddujicich mechanismy rezistence vuci:

* tetracyklinm (tetA a7 G)

* sulfonamidim (su/1 az 3) a trimetoprimu (dhfrA17, dhfrA1,
dhfrA12)

* chinoloniim vazanou na plazminech (gnrA a2 D, gnrs, gepA,
0gxAB, aac(6°)-1b-cr)
o amfenikollim (catA1, cmlIA a floR)

2. detekce genl kédujicich integrazy (inti1 a inti2)

3. detekce genﬁ virulence (ahh1, asal, act, ast, ascV, eno, aexT)




Foto: H. Hafner

Obr. 12. Pfiprava PCR smési v PCR boxu

Obr. 13. Termocycler

Foto: H. Hafner Foto: H. Hafner

Obr. 14. Agardzovy gel se vzorky Obr. 15. Elektroforetické vany




Foto: H. Hafner

Obr. 17. Vyhodnoceni gel. elektroforézy

Foto: H. Hafner

Obr. 16. Fotodokumentacni zarizeni

QQTTQO

Foto: E. Jelinkova

Obr. 18. Vysledna fotka gelu




3 1 Vysledky J

1. hospodarstvi
vysetreno 120 ryb, z toho 36 ryb (30 %) kultivacné
pozitivnich

2. hospodarstvi
vysetreno 25 ryb, z toho 6 ryb (24 %) kultivacné
pozitivnich

3. soukromy rybnik
vysetreno 9 ryb, z toho 8 ryb (88,9 %) kultivacné
pozitivnich




Vysledky — fenotypova rezistence

<\

-u 17 % ryb kozni léze, u 8 % atrofie zadni ¢asti plyn. méchyre,
u5 % meziorganové srusty

- zisk 50 bakterialnich izolatl (A. veronii, A. ichthiosmia, A.

hydrophila, A. bestiarum, Shewanella baltica (2x), Plesiomonas shigeloides
(1x), Stenotrophomonas rhizophila (1x)

- fenotypova rezistence k Ot u 20 izolatt (40 %)
Sxt u 14 izolatl (28 %)

50 Pocet

ol resstentnich - Qg u 12 izolath (24 %)
3 L Enr u 10 izolatl (20 %)
f, = Ub u 7 izolatu (14 %)
T 2 o Ffc u 1 izolatu (2 %)
= 10
o 1

Ub Ot Ffc Oa Sxt Enr




i <| Vysledky — genotypova rezistence J

- 18 izolatu (n=50) neslo alespon jeden gen rezistence

- 18 izolatl (36 %) - gen rezistence vUci tetracyklinim
(tetE u 13 izolatUl, tetA u 5 izolatu)

- 3 izolaty (6 %) - gen rezistence vic¢i chinolonlim (gnrS1,
gnrS2, u jednoho izolatu gnr zatim neurcena varianta
genu)

- 1 izolat - geny rezistence k sulfonamidtim, vcetné
potencovanych (sul2 a dhfrA1)

- gen intl1 u jednoho izolatu, gen int/2 nebyl nalezen




# | Vysledky — geny virulence

- 19 izolatu (38 %) neslo 5 ze 7 testovanych gent
virulence

- 3 izolaty (6 %) nesly pouze 1 gen virulence

- gen ast nebyl detekovan u zadného izolatu

- vySSi pocet genU virulence = vyssi virulence izolatl




Cislo vzorku|Bakteridlni druh Cislo DNA|asa ast act ascV aexT ahh1 eno
609 A. bestiarum 1 - - + - - + +
4 630 A. veronii 2 + - + - - - +
633 A.veronii 3 + - + - - - +
4878 Shewanella baltica 4 - - - - - - -
880 Shewanella baltica 5 - - - - - - -
4943 A. veronii 6 + - + - - - +
947 A.veronii 7 + - + - - - +
1106 A. veronii 8 + - + - - - +
1109 A.veronii 9 + - + + + - +
1119 A.veronii 10 - - + + + - +
1120 A.veronii 11 + - + + - - +
1122 A.veronii 12 + - + - - - +
1276 A.ichthiosmia 13 + - + - - - -
1277 A.ichthiosmia 14 + - + + + - + m
1278 A.veronii 15 + - + + + - +
1287 A.ichthiosmia 16 + - + - - - + u
1459 A.veronii 17 + - + + + - + :
1464 A.veronii 18 + - + + + - +
1465 A.veronii 19 + - + - + - + w
1466 A A.veronii 20 + - + - + - + [r—
1508 A.veronii 21 + - + - - - + =
1509 A.veronii 22 + - + + + - +
1510 A.veronii 23 + . + + + N o S
1511 A.hydrophila 24 + - + + + - + o
1513 A.veronii 25 + - + + + - + >
1514 A.veronii 26 + - + - - - +
1515 A.veronii 27 + - + + + - + >
1565 A.veronii 28 + - + + + - +
1566 A.veronii 29 + - + + + - + :
1569 A.veronii 30 + - + - - - + w
1575 A.veronii 31 - - - - - - +
1578 A.veronii 32 + - + + + - + w
1585 Plesiom. shigeloides 33 + - + - - - +
2248 A. veroni 34 + - + - + - +
2249 m A. veroni 35 - - - - - - o
2249 v A. veroni 36 - - - - - - +
2256 A. veroni 37 + - + - + - +
2258 A. veroni 38 + - + - + - +
2264 A. veroni 39 + - + - - - +
2265 A. veroni 40 + - + + + - +
2274 A. veroni 41 + - + + + - +
2275 A. veroni 42 + - + - - - +
2277 A. veroni 43 - - + - + - +
2279 A. veroni 44 + - + - - - + GOSARL 4o
2281 A. veroni 45 + - + + + - +
2283 A. veroni 46 + - + + + - +
2286 A. veroni 47 - - - - - - +
2287 A. veroni 48 + - + + + - +
2288 A. veroni 49 + - + + + - +
2289 Stenotrophomonas rhizophila 50 - - - - - - -




Lze konstatovat, ze k oxytetracyklinu, ktery je
registrovan jako jediné antibiotikum k [écbé
bakteridz kaprovitych ryb, byla zjiSténa pomérné
vysoka rezistence, naopak florfenikol,
registrovany pro pstruha duhového, by mohl byt
k tomuto antibiotiku adekvatni alternativou.
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DEKUJI ZA POZORNOST!




