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1. Cil metodiky

Symptomatologie bakterialnich infekci lososovitych ryb je velmi pestrd a mnohdy chybi
specificky klinicky a patomorfologicky obraz onemocnéni, protoze ryby hynou za vSeobecnych
pfiznak bakterialni sepse. Proto bakteriologicka diagnostika infekci lososovitych ryb je
nezbytnym krokem ke stanoveni konecné diagnézy a prijeti vhodnych opatieni k tlumeni a
zdolani bakteridlnich infekci v intenzivnich chovech. Klasicky pfistup vyuziva kultivacni
vySetfeni klinického a sekéniho materialu, ktery pochazi ze zjevné nemocnych ryb, a identifikaci
ziskanych kultur na zaklad¢ jejich biochemické aktivity. Takovy postup je ¢asoveé narocny a proto
Vv terénnich podminkach ¢asto dochazi k dal$im ztratam uhynem v disledku prodleni pti zavadéni
vhodnych opatteni. Hlavnim cilem metodiky je poskytnout systém rychlé detekce ptvodct
nejcastéjSich bakteriéz v intenzivnich chovech lososovitych ryb u nas (Flavobacterium
psychrophilum, Yersinia ruckeri a Aeromonas salmonicida), ktery vyuziva kombinaci
kultiva¢niho postupu s hmotnostni spektrometrii MALDI TOF a metodou PCR.

2. Vlastni popis metodiky

Metodika popisuje soucasny stav identifikace uvedenych ptivodct bakterialnich infekci
lososovitych ryb a jeho nedostatky a v navaznosti na to nabizi feSeni v podob¢ vyuziti hmotnostni
spektrometrie MALDI TOF a polymerazové tfetézové reakce k urychleni a zptesnéni identifikace

téchto bakterii.

2.1 Uvod
V nasich intenzivnich chovech lososovitych ryb se setkavame s tfemi hlavnimi ptivodci

bakterialnich infekci Flavobacterium psychrophilum, Yersinia ruckeri a Aeromonas salmonicida.

Bakteriologicka diagnostika uvedenych ptivodcti infekci ryb mize byt zaloZena na jejich
kultivaci a nasledné identifikaci Cistych kultur posouzenim jejich fyziologickych vlastnosti a
biochemické aktivity. Tento klasicky postup je casto velmi ¢asové ndrocny, coz predstavuje dobu
1 az 2 tydny. Pfitom identifikace F. psychrophilum a A. salmonicida na zaklad¢ fenotypovych
znakll nemusi byt ani za tuto dobu ukoncena. Zna¢né urychleni identifikace suspektnich kultur
bakterii v posledni dobé umoznilo zavedeni hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a PCR do
rutinni praxe veterinarnich bakteriologickych laboratofi. Prvni z téchto metod analyzuje profil
proteinti zkoumané kultury a ten porovnava s databazi znamych druhi bakterii. Druha z metod je
zalozena na amplifikaci iseku DNA specifického pro dany bakterialni druh. VSechny uvedené
metody maji své vyhody i nevyhody, proto volba diagnostického postupu uvedenych piivodct
bakterialnich infekci lososovitych ryb by méla byt podiizena tcelu vyuziti vysledki. Z pohledu

chovatele je kladen diraz zejména na rychlost laboratorniho potvrzeni suspektni diagnozy



vyslovené veterinarnim lékafem na zdkladé vysledkl klinického a patomorfologického nalezu.
Vcasna diagndza je pak rozhodujici pro zavedeni uUCinnych opatfeni, kterd maji zabranit

ekonomickym ztratam v intenzivnich chovech ryb.

2. 2 Aeromonas salmonicida

Bakterie rodu Aeromonas, které se vyskytuji ve vodnich ekosystémech, mohou vyvolavat
septikémie, ulcerativni (viedovité) a hemoragické choroby ryb, véetné furunkuldzy, ktera mohou
vést k hromadnému thynu a vyznamnym ekonomickym ztratdm ve vodnim hospodarstvi (Austin
a Austin, 2007). Aeromonas salmonicida s 5 poddruhy (salmonicida, masoucida, smithia,
achromogenes a pectinolytica) a Aeromonas hydrophila jsou povazovany za nejvyznamnéjsi
patogeny ryb z rodu Aeromonas. Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida je znama vice nez
sto let jako ptivodce furunkuldzy pstruhd a dalSich lososovitych i jinych druhti ryb (Han a kol.,
2011; Noga, 2010; Wiklund a Dalsgaard, 1998). V soucasnosti je furunkuloza celosvétove

roz§itena a jeji vyskyt je hlasen z fady zemi.

Skutecnost, ze mnoho izolath Zznemocnych ryb neodpovidd vzdy popisovanym
charakteristikim A. salmonicida subsp. salmonicida nebo patomorfologicky nalez nemusi byt
specificky pro furunkulézu, Casto vede k jejich oznaCovani ,atypické izolaty” a ,atypicka
furunkuléza®. Tim se vysvétluje i podil jinych poddruhd A. salmonicida, piipadné dal$ich druhd
aeromonad na vzniku furunkulézy ryb jinych druhii nez lososovitych (Wiklund a Dalsgaard,
1998). To byva nékdy matouci, protoze termin ,atypicky” je pouzivan riznymi autory rizné.
Navzdory tomu se néktefi autofi snazili popsat specifické klinické ptiznaky pro tyto patologické
stavy, ale vpraxi jsou téméf nerozlisitelné od téch spojenych s furunkulézou, viedovymi
chorobami nebo septikémiemi vyvolanymi jinymi druhy pohyblivych aeromonad. Typicka nebo
atypickd furunkuldéza a septikémie vyvolana pohyblivymi aeromonddami jsou provazeny
podobnymi klinickymi piiznaky, které jsou také bézn¢€ pozorovany u dalsich systémovych chorob
vyvolanych jinymi druhy bakterii a virovymi patogeny. Proto konecna diagnoza vzdy vyzaduje
izolaci a identifikaci bakterialni kultury z 1ézi nemocnych nebo vnitinich organt uhynulych ryb.
V piipadé¢ latentné infikovanych ryb je tieba dat pozor na falesné negativni vysledky. Nékteti
autoti doporucuji pouzit krok pomnozeni vzorku pied vlastnim prikazem metodou PCR nebo
kombinaci kultiva¢niho prukazu s PCR (Byers a kol., 2002a, b; Gustafson a kol., 1992).

Jak bylo jiz uvedeno, druh A. salmonicida zahrnuje 5 poddruht, které je prakticky
nemozné rozliSit na zakladé¢ fenotypovych znaki, ale i molekularnimi metodami. VSechny
s vyjimkou poddruhu pectinolytica byly izolovany z nemocnych ryb s patologickymi zménami
(Austin a Austin, 2007; Han a kol., 2011; Noga, 2010; Wiklund a Dalsgaard, 1998). VVzhledem

k tomu, ze neni mozné biochemickym vySetfenim izolaty uvedenych poddruhti z nemocnych ryb



presvédCive rozlisit, jsou oznaovany jako atypicka A. salmonicida, aby se odlisily od typickych
zastupct A. salmonicida, tedy poddruhu salmonicida (Beaz-Hidalgo a kol., 2008; Goodwin a
Merry, 2009; Wiklund a Daalsgard, 1998). Typické izolaty jsou psychrofilni, nepohyblivé a tvoti
hnédy pigment. V protikladu atypické izolaty A. salmonicida jsou vice heterogenni skupinou
s rozdilnymi fenotypovymi rysy a jsou obvykle izolovany z jinych nez lososovitych druhi ryb
(Noga, 2010). Mezi atypickymi izolaty A. salmonicida je skupina, ktera se projevuje jako
mezofilni (rGst pti 37°C), pohybliva, neprodukujici pigment (Figueras, 2005). Odliseni t&chto
mezofilnich izolati A. salmonicida od podobnych mezofilnich druhti, napi. A. bestiarum nebo A.
piscicola, je pii uziti biochemickych znaki nebo sekvence genu 16S rRNA prakticky nemozné
(Beaz-Hidalgo a kol., 2010). Jistou nad&ji mohou byt variabilni sekvence house-keeping genu
rpoD (Beaz-Hidalgo a kol., 2010) a novéji i genu fstA, které lze vyuzit pro metodu PCR.
V ptipadé Aeromonas salmonicida bylo navrzeno a ovéfeno nekolik cilovych sekvenci DNA genti
pro 16S rRNA, rpoD a gyrB. Diky existenci vysoké miry podobnosti (99,8-100) genu pro 16S
rRNA mezi druhy A. salmonicida, A. bestiarum a A. piscicola byly ovéfeny i ,,house-keeping™
geny rpoD nebo gyrB a gen fstA, ktery koduje receptor siderofor pro zelezité ionty. PCR zacilena
na tento posledné jmenovany gen umoznila A. salmonicida odlisit od téchto velmi piibuznych

druhti (Beaz-Hidalgo et al., 2013).

2. 3 Flavobacterium psychrophilum

Flavobacterium  psychrophilum  (diive  Cytophaga  psychrophila, Flexibacter
psychrophilus) (Bernardet et al., 1996) je puvodcem ,,Cold-Water Disease (CWD) a ,,Rainbow
Trout Ery Syndrome (RTFS) u lososovitych ryb a sporadicky vyvolava infekce i jinych druhti ryb
(Lehmann et al.,, 1991; Ilida a Muzikami, 1996). Jedna se o cast¢ infek¢ni onemocnéni
s celosvétovym roz§ifenim, které pisobi v intenzivnich chovech lososovitych ryb zavazné
ekonomické ztraty. Diagnostika téchto infekci je zalozena na hodnoceni klinickych ptiznaki a
patomorfologickych zmén, které jsou velmi pestré a ne vzdy specifické. Klasickym ptiznakem
onemocnéni jsou eroze na ocase a ocasni ploutvi. Martinez et al. (2004) popisuji, ze prvnim
z ptiznakt infekce je tvorba bélavého materidlu podél okraje ocasni ploutve a zmény se prohlubuji
az v progresivni nekrozu. Avsak i kdyz tyto ptiznaky chybi, tak jiné pfiznaky jsou velmi pestré.
Byva to ulcerace spodni cCelisti, svétla nebo nekrotickd zabra, hyperplazie epidermis, zvySena
produkce hlenu, zvySena pigmentace kize (zvlasté zadni c&asti — ,black tail*), ascites
(vodnatelnost), letargie, zanét rohovky, anémie, zvétSena slezina, zanét stfeva, exoftalmus, svétle
zabarvena jatra a ledviny, nervové poruchy, abnormality patefe, krvaceniny, vyhiez andlni

sliznice, plavani bfichem vzharu. U vétSich ryb mohou byt castéji zjiStovany klasické nekrotické



zmeény na kuzi. Neurologické ptiznaky, jako plavani bfichem vzhliru a deformity patefe, mohou

byt pozdnim nasledkem infekce (Barnes a Brown, 2011).

Potvrzeni klinické a patomorfologické diagnézy vyzaduje prikaz pivodce ve vzorcich
zménénych tkdni nemocnych ryb. Izolace a identifikace tohoto patogena vSak neni vzdy
jednoducha, a to vzhledem k jeho rzné Grovni zachytnosti na izola¢nich pudach (Cepeda et al.,
2004). Za posledni obdobi bylo také ovétreno nekolik postupti PCR ke specifickému prukazu F.
psychrophilum, které detekuji 16S rDNA a gen gyrB. Prekvapivé byly zjistény rozdily pii
porovnani vysledki pfimého kultivacniho prikazu ptvodce na agarech a pifimého prukazu
metodou PCR (Tiirola et al., 2002). To znamena, ze F. psychrophilum se podaftilo detekovat

Vv tkanich pstruhi metodou PCR a kultivace pfitom byla negativni.

Z uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze diagnostika téchto infekci musi byt zalozena na
komplexnim pfistupu, ktery vychdzi ze zhodnoceni klinickych pfiznaki, pitevniho nalezu,
pripadné orientacni mikroskopie barvenych otiskovych preparatii z parenchymatdznich organt.
Nasledné Ize diagnozu potvrdit kultivaénim vysetienim, které muize byt zakonceno konfirmaci

ziskanych bakterialnich kultur metodou PCR.

2. 4 Yersinia ruckeri

Yersinia ruckeri vyvolava zavazné septikémie v intenzivnich chovech lososovitych ryb
viadé zemi svéta. Zavaznost infekci se muze liSit v zavislosti na sérotypu ptvodce, druhu
postizenych lososovitych ryb a jejich stafi. Akutni infekce pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) jsou provazené charakteristickymi krvaceninami v tlamé a v kaudalnim useku stfeva,
proto je onemocnéni zndmé pod oznacenim Enteric Red Mouth (ERM). U pstruhtt duhovych se
vyskytuje i bezptiznakové bacilonosiéstvi, kdy je ptivodce zjistovan v ledvinach a zadnim useku

stfeva ryb bez zjevnych ptiznakti onemocnéni (Furones et al., 1993).

Plvodce patii do ¢eledé¢ Enterobacteriaceae a v ramci rodu Yersinia se svym fenotypem
vyrazné li§i od ostatnich zastupct rodu. Yersinia ruckeri se dale ¢leni na klonalni typy podle
biochemické aktivity, O antigenni struktury a zastoupeni proteini ve vn&jsi membrané bunécné
stény. VéEtSina kmenl patii do sérologické skupiny O1, vniZz se rozliSuje 6 klondlnich typi.
Evropské izolaty Yersinia ruckeri patii do klonalnich typti 2 a 5, australské izolaty patii do typt 1

a 3. Ostatni typy jsou povazovany za relativné avirulentni (Tobback et al., 2007).

Diagnostika onemocnéni je zalozena na hodnoceni klinickych pfiznakit a
patomorfologickych zmén nemocnych a uhynulych ryb. Suspektni diagnéza by mela byt

potvrzena bakteriologickym vySetfenim.



Specifické klinické ptiznaky, které by charakterizovaly ¢asnou infekci vyvolanou Yersinia
ruckeri, u ryb chybi. Jsou rozvinuty pouze piiznaky spole¢né pro vSechny bakterialni septikémie
ryb. U potéru byva zaznamenan zvySeny thyn nad Groven pfirozené¢ho ubytku. Jsou patrné zmény
Vv chovani, jako plavani pfi hladiné a pomalé plavani, dale je zjistovana tmava pigmentace ryb a
snizeny piijem krmiva. U dospélci pstruha duhového jsou napadné krvaceniny pod sliznici v
tlam¢, prekrveni na bazi prsnich a fitnich ploutvi, rozsifeny fitni otvor, bleda anemické zabra a
exoftalmus. Mohou se vyskytnout kozni 1éze, které¢ se vyviji az do kolikvace okrski svalové
tkané. Na vnitfnich organech jsou zjistovany zanétlivé zmény a krvaceniny; byva zvétSena
slezina, jatra a ledviny; jatra mohou byt anemicka; mize se vyvinout vodnatelnost dutiny bfisni,
zaludku a stfeva; zadni tsek stieva byva vyplnén zlutym hlenem s ptimési krve (Tobback et al.,

2007).

Kone¢na diagndéza vyzaduje izolaci ptivodce ze vzorkl tkani ryb a jeho identifikaci na
zaklad¢é biochemické aktivity. PCR slouzi ke konfirmaci izolovanych kultur a neméla by byt
pouzivana k piimé detekci piivodce u ryb bez klinickych ptiznakti a patomorfologickych zmén

(Altinock et al., 2001; Tobback et al., 2007).

2. 5 Princip hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrie je jednou z nejnovéjsich analytickych technik vyuzivanych i
pro ucely mikrobiologické diagnostiky. Bakterie jsou identifikovany na zaklad€ porovnani profilt
hmotnostniho spektra jejich exprimovanych ribosomalnich proteinti. NejrozsSifenéjsi modifikaci
hmotnostni spektrometrie pro analyzu biomolekul je Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time of FElight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). Princip MALDI-TOF MS spoéiva
V ionizaci bakteridlnich proteinii laserem spektrometru, které predchazi ko-krystalizace bakterialni
masy s krystaliza¢ni matrici (nejcastéji jde o derivaty kyseliny skoficové). Proteinové ionty jsou
elektrostaticky urychleny a prolétavaji vakuovou trubici smérem k detektoru a délka letu pak
odpovida jejich hmotnosti a velikosti naboje. Cas v nanosekundach, ktery uplyne mezi pulza¢nim
zrychlenim iont a signdlem zachycenym detektorem pftistroje, lze presné piepocitat na
molekulovou hmotnost kazdého jednotlivého proteinu. Pro vlastni analyzu hmotovych spekter
jsou ziskana data pievadéna na soubor pikt, ktery je v prubéhu vlastniho méfeni porovnavan se
vSemi referencnimi profily uloZenymi v databazi pfistroje (Masatikova, 2013). Spektrum letovych
délek vsech exprimovanych proteinti vySettovaného vzorku je unikatni pro kazdy bakterialni druh

(Schéma ¢. 1).



Schéma ¢. 1: Princip MALDI-TOF MS
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Pievzato z Clark et al. Clin. Microbiol. Rev. 2013; 26:547-603

2. 6 Princip PCR

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je rychla diagnosticka
metoda, kterd vyuziva specifickych oligonukleotidovych primerd, termostabilni polymerazy
k amplifikaci (zmnoZeni) cilovych sekvenci DNA. Je znamo, Ze sekvence DNA, které koduji
bakterialni 16S ribozomalni RNA (rRNA), jsou u vétSiny bakterii vysoce konzervativni a
specifické pro pfislusny bakteridlni druh. V tomto piipad€ vysoce specifické pro bakterialni
patogeny ryb. Pro PCR miize byt zvolen i jiny gen, ktery poskytne druhové specifické sekvence
vyuzitelné pro rozliSeni bakteridlnich patogenti ryb. Vlastni PCR muze mit také rizné provedeni
podle tcelu jejiho pouziti. Miize byt optimalizovana pro piimou detekci patogena z tkani nemocné
nebo uhynulé ryby nebo ke konfirmaci jiz izolovanych bakteridlnich kultur. V prvém ptipad¢ je
vyhodnéjsi pouzit v prvnim kole PCR univerzalni primery a v druhém kole druhové specifické
primery, tedy tzv. nested PCR. Pro druhovou konfirmaci suspektnich kultur se vyuzivaji pouze
specifické primery.

Sestavy primert pro bakterialni patogeny ryb byly jiz dfive navrzeny a ovéteny pro prikaz
specifickych sekvenci 16S rRNA Flavobacterium psychrophilum, Yersinia ruckeri (Cepeda and
Santos, 2000; Del Cerro et al., 2002; Onuk et al., 2010) a genu fstA pro rozliSeni Aeromonas
salmonicida (Beaz-Hidalgo et al., 2008).



2. 7 Material a metody

2. 7. 1 Pouzita zarizeni

a) Infinite M200 Pro, NanoQuant Plate (Tecan, Svycarsko) pro kontrolu koncentrace a
Cistoty izolované DNA

b) Termocyklér Biometra Professional TRIO (Biometra, Némecko)

€) Automatické pipety s nastavitelnym objemem 0,5 az 2 ul; 1 az 25 pl; 20 az 200 pl (Gilson,
Francie)

d) Termoblok (sucha lazen) — Digital dry bath (Pagnet International, Jizni Korea)

e) MALDI TOF MS Microflex LT se softwarem FlexControl-microflex v 3.3 a Maldi
Biotyper v 3.0. (Bruker Daltonics, Brehmen, Némecko)

f) Souprava na elektroforézu: zdroj napéti a elektroforeticka vana EasyCast, B2 (Owl,

Thermo Scientific, USA)

2. 7. 2 Pouzity material a reagencie
2. 7. 2. 1 Bakterialni kultury

Aeromonas salmonicida CCM 7246, A. bestiarum CCM 4707", A. piscicola CCM 7715,
Flavobacterium psychrophilum CCM 3594, F. branchiophilum LMG 137077, F. columnare LMG
13035, Yersinia ruckeri CCM 6093, dale také terénni izolaty bakterii.

2. 7. 2.2 Pouzité reagencie

10x TBE pufr (slozeni: 1g NaOH (MW 40 g); 108 g Tris Base (MW 121,10 g); 55 g
kyselina borita (MW 61,83); 7,4 g EDTA (MW 372,24); doplnit H,O do 1 1), primery (nafedéné
v sterilni PCR vodé& na koncentraci 100 pmol/ul v zdsobnim rotoku a 10 pmol/ul v pracovnim
roztoku),PPP PCR master mix obsahujici Taq polymerazu, 5 mM MgCl,, 400 uM dNTP a dalsi
komponenty (Top-Bio, Ceska republika)

2. 7. 3 Pouzité metody
2.7.3.10dbér vzorku

Priikaz bakteridlnich patogent ryb vyzaduje vySetieni nékterych tkani a orgdnt (zejména
ledvin, sleziny, jater, kiize, ptipadné jinych tkani) z reprezentativniho poctu zivych nebo Cerstveé
uhynulych ryb. Doporucuje se vysettit mezi 4 a 10 nemocnymi rybami pro prukaz piivodce a mezi
10 a 60 rybami v populaci s nizkou mortalitou nebo ryb zjevné zdravych (Noga, 2010), zejména
proto, Ze mezi bacilonosi¢i s nizkou koncentraci plivodce jsou cCasté faleSn¢ negativni nalezy.

Prikaz patogent Vv hlenu, krvi a vykalech je také doporucovan, a to zejména proto, ze tyto vzorky
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nevyzaduji usmrceni ryb (Beaz-Hidalgo et al., 2010). Pro zachyt vétsiho poctu bacilonosict
kombinujeme pomnozeni vzorkli s jejich izolaci na selektivnich a neselektivnich agarech a

polymerazovou fetézovou reakci (PCR) (Byers a kol., 2002).
2. 7. 3. 2 Kultivaéni vySetieni

Aeromonas salmonicida

Vzorky zménénych tkani jater, ledviny, sleziny, ptipadné jiné vzorky (obsah stfeva, stéry
Z koznich viedq, aj.) kultivujeme na Columbia krevni agar s 5 % ovci krve nebo Tryptdzo-sojovy
agar (TSA) a agar s mozkosrdcovou infuzi (BHIA). Nao¢kované agary inkubujeme aerobné pii
teploté 20 - 25 °C po dobu 3-4 dnl. Suspektni kolonie na TSA a BHIA pozname podle
produkce hnédého difuzibilniho pigmentu v okoli kolonii A. salmonicida. Je nutné pocitat
s tim, ze nékteré kmeny A. salmonicida tento pigment netvoii nebo naopak jej tvofi jiné druhy
aeromonad (napf. A. media). Na Columbia krevnim agaru je kolem kolonii patrna izka zéna
uplné hemolyzy. Podezielé kolonie pfeockujeme na nékteré z uvedenych médii a za stejnych
podminek ziskame Cisté kultury, které nasledné identifikujeme dle biochemické aktivity, dnes
zejména komercnimi testy, napt. APl 20E (Biomerieux, Francie). Profil v API testu byva
0006104, 2006104, 4006104, 6006104 a 6006504. Inkubace pii teploté 22-25 °C mize
K negativnim vysledkim prvnich tfi testl: arginindihydrolazy, lyzindekarboxyldza a beta-
galaktozidazy. Proto na prvni pozici v profilu mohou byt takto variabilni vysledky. Nulova
hodnota je Casto ziskdna po 24-48 hodindch inkubace testu pii laboratorni teploté a
prodlouzenou inkubaci se mohou ziskat pozitivni vysledky. DalSimi testy k potvrzeni
suspektni kultury A. salmonicida je negativni pohyb, pozitivni cytochromoxidazovy test a

fermentace glukoézy v OF testu.

Flavobacterium psychrophilum

Vzorky stéri z koznich zmén a parenchymatdznich orgdnt kultivujeme na Anacker a
Ordaliv agar [Bacto Peptone (Difco) 5 g . I™; yeast extract (Oxoid) 0,5 g . I'*; sodium acetate
(Sigma, St. Louis, USA) 0,01 g . I'*; agar No. 1 (Oxoid) 15 g . I™] a inkubujeme aerobné pfi
teploté
18 °C po dobu 3-5 dnii. Suspektni kolonie jsou jasné Zluté s konvexnim stiedem a plazivé se
Sificimi okraji. Je tieba uvést, ze existuji i dal$si média napt. TYES agar [Bacto Tryptone

(Difco) 4,0 g . I''; yeast extract (Oxoid), 0,4 g . I'*; CaCl, . 2H,0 (Sigma), 0,2g. 1 %;
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MgSO, .7H,0 (Sigma) 0,5 g . I'*; Agar No. 1 10,0 g . I™'], kterda mohou poskytovat i vyssi
zachytnost z terénnich vzorkidl. Z biochemické aktivity jsou ndpadné negativni testy na
utilizaci glukozy, laktézy a sachardzy; negativni redukce nitrata, slaba kataldzova zkouska,
produkce sirovodiku, proteolyza zelatiny, kaseinu a albuminu. Test na flexirubin je pozitivni,
tj. oranzovohné&dé zabarveni kolonii po pfidani 20% KOH. Pro zna¢nou variabilitu morfologie
kolonii, ktera je zavisla na podminkach kultivace (slozeni média, inkubac¢ni teplota apod.), a
ptitomnost fady druhd flavobakterii ve vodnim prostiedi se doporucuje potvrdit identifikaci

metodou PCR.

Yersinia ruckeri

Vzorky zménénych tkani jater, ledviny, sleziny, pfipadné jiné vzorky (obsah stfeva,
stéry z koznich zmén, o¢nich zmén aj.) kultivujeme na tryptdzo-sojovy agar, MacConkey agar
nebo agar s xylozou lyzinem a desoxycholatem sodnym — XLD (Oxoid, Velka Britanie),
zejména chceme-li zjistit Groven bacilonosictvi ve stieveé ryb. Naockované agary inkubujeme
aerobné pii teploté 25 ° C po dobu 3 dnfi. Suspektni kolonie jsou podrobeny biochemické
identifikaci nékterym z komercné dostupnych mikrotestli pro enterobakterie, napt. API 20E
(Biomerieux, Francie). Odpovidajici profil v API testu byva 5100100, 5104100. Podobnou
biochemickou aktivitou vynikaji zastupci rodu Hafnia a Serratia, coz mize u pouziti

mikrotestil ¢init potize pfi konecné identifikaci.

2. 7. 3. 3 Konfirmace suspektnich kultur hmotnostni spektrometrii

Identifikace bakteridlnich kultur je provadéna podle instrukci vyrobce s vyuzitim MALDI
TOF MS Microflex LT se softwarem FlexControl-microflex v 3.3 a Maldi Biotyper v 3.1.
(Bruker Daltonics, Brehmen, Germany). Zkracené, bakterialni masa z jedné izolované kolonie je
prenesena na tercik krystalizacni destiCky a pfevrstvena jednim mikrolitrem krystaliza¢ni matrice
(kys. skoficova). Organické rozpoustédlo, které je v matrici obsazeno, extrahuje
z mikroorganismu jednotlivé bilkoviny. Po dokonceni krystalizace je desticka vlozena do
hmotnostniho spektrometru a po obnoveni vakua je zahdjeno vlastni méteni. Vysledek analyzy se
zobrazi v podobé nazvu identifikovaného bakteridlniho druhu a je doprovéazen ciselnym skore,
které predstavuje miru pravdépodobnosti konkrétni klasifikace. Dalsi podrobnosti je mozno nalézt

v Maldi Biotyper 3.1, uzivatelsky manual.
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2. 7. 3. 4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

2.7.3. 4.1 Priprava cilové DNA

Ze suspektni bakteridlni kultury izolujeme DNA komeréné vyrabénym kitem
(napf. Qiagen, ...) nebo povaienim kultury. Koncentraci DNA ve vzorku zméfime a upravime na
poZadovanou koncentraci.
Pokud izolujeme DNA piimo z bakterialni kultury, neni nezbytné pouzivat extrakcni kit a
je mozné¢ izolovat DNA timto zpisobem:
a) do Eppendorfovy zkumavky nepipetujeme 200 pl TE pufru
b) sterilni bakteriologickou kli¢kou odebereme ¢istou bakterialni kulturu a suspendujeme ji
v TE pufru
€) upravime denzitu zméfenim zakalu na spektrofotometru tak, aby opticka denzita pii 525
nm byla < 0,6, nebo kulturu fedime na koncentraci 0,6 x 10 KTJ (tj. pfipravime zakal o
denzité 2,0 stupné Mc Farlandovy zakalové skaly a fedime 1: 10 000). Do ,,master mixu‘

pridame 10 pl fedéné kultury.

2. 7. 3. 4.2 Dokumentace idaji
1. Udaje o vzorku zapiSeme do piisluiného pracovniho listu (viz. P¥iloha).
2. Zaznamendme udaje o vypoctu podilu jednotlivych slozek v ,,master mixu podle poctu

vzorkill v€etné pozitivni a negativni kontroly.

2.7.3. 4.3 Priprava ,,master mixu (MM)*

1. VPCR boxu nebo v mistnosti urené k piipravé PCR reakci smisime z jednotlivych
slozek MM, a rozplnime ho podle provedenych vypocti. Zkumavky pro PCR s 24 ul MM
tésné uzavieme a preneseme do mistnosti pro ptidani vzorkd.

2. Zkumavky popiSeme Cisly vzorkd podle pracovniho listu. Pipetujeme 1 pl vzorku do

jednotlivych zkumavek, které t€sné¢ uzavieme.

a) Pro konfirmaci A. salmonicida byly pouzity primery pro gen fstA podle Beaz-Hidalgo et al.,
(2008): Fer-3: 5" CGGTTTTGGCGCAGTGACG 3";

Fer-4: 5" AGGCGCTCGGGTTGGCTATCT 3’. Objem reakce byl 20 pl a byl pouzit PPP
MasterMix (Top-Bio) a 1 pl DNA na kazdou reakci (DNA izolovana varem a kitem (Macherey-
Nagel, NucleoSpin Blood kit).
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b) Pro konfirmaci F. psychrophilum byly pouzity primery podle Cepeda a Santos, (2000): PSY1:
5-CGATCCTACTTGCGT AG-3"; PSY2: 5'-GTT GGC ATC AAC ACACT -3".

c) Pro konfirmaci Y. ruckeri byly pouzity primery podle Onuk et al., (2010) : YERS: 5- GCG
AGG AGG AAG GGT TAA GTG- 3'; YER10: 5'- GAA GGC ACC AAG GCATCT CTG -3’

2.7.3. 4.4 Programovani termocykléru

Aeromonas salmonicida
a) Pocate¢ni denaturace pti 94°C po dobu 5 minut
b) 36 cykli: denaturace pti 94°C po dobu 45 vtefin, vazba primerti pii 64 °C po dobu
50 vtefin, amplifikace pfi 72°C po dobu 45 vtefin
C) Zavére¢na amplifikace pii 72°C po dobu 4 minut
d) Uchovani pti 4 °C

Flavobacterium psychrophilum
a) Pocate¢ni denaturace pti 94°C po dobu 5 minut
b) 40 cykld: denaturace pfi 94°C po dobu 45 vtefin, vazba primert pfi 52,5 °C po
dobu 60 vtetin, amplifikace pii 72°C po dobu 60 vtefin
C) Zéavére¢na amplifikace pii 72°C po dobu 4 minut
d) Uchovani pti 4 °C

Yersinia ruckeri
a) Pocate¢ni denaturace pii 94°C po dobu 5 minut
b) 32 cykli: denaturace pti 94°C po dobu 45 vtefin, vazba primert pti 57 °C po dobu
45 vtefin, amplifikace pii 72°C po dobu 45 vtefin
C) Zavére¢na amplifikace pii 72°C po dobu 4 minut
d) Uchovani pti 4 °C

2.7.3. 4.5 Vizualizace a separace PCR produktu horizontalni elektroforézou
a) Piipravime 1x TBE pufr ze zasobniho 10x koncentrovaného pufru pro naslednou ptipravu
agardzového gelu a pro naplnéni elektroforetické vany. K pfipravé pufru pouzijeme

sterilni deionizovanou vodu.
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b)

d)

9)

h)

)

K)

Ptipravime vhodnou vani¢ku pro horizontalni elektroforézu podle pokynii vyrobce.
Vypocitame odpovidajici objem pufru podle objemu vzorku, ktery chceme nanaset do
jamek gelu a velikosti vani¢ky pro elektroforézu.

Ptipravime 1,5% agarozovy gel tak, Ze navazime odpovidajici navazku agarozy do
odpovidajiciho objemu 1x pufru TBE v NTS ldhvi s modrym uzavérem.

V mikrovinné troubé pii maximdlnim piikonu zahiejeme po dobu 30 vtetfin. Lihev
vyjmeme a krouzivym pohybem Ilehce promichame. Opét zahieje 30 vtefin pii
maximalnim vykonu a stejnym zplsobem promichame. Opakujeme, dokud se roztok
nezacne vafit a agardza neni kompletné rozvafena. Dfive nez agar6zu nalijeme do vanicky
ELFO, zchladime ji na 65°C (mé&fime teplomérem nebo orientaéné zkusime piilozit hibet
ruky — nesmi nas palit).

Agarozu vylijeme do vanicky, aby vySka dosdhla asi 1 cm (bereme v uvahu pii vypoctu
objemu pfipravované agardzy) a zkontrolujeme polohu hiebinku. Spi¢kou pipety nebo
jednorazovou klickou odstranime tvorici se bubliny.

Agar6zu nechame dostate¢n¢ dlouho chladnout a pak odstranime hiebinek a boc¢ni zarazky
vanicky.

Upravime pozici agarézového gelu tak, aby konec s jamkami byl blize negativni (Cerné)
elektrode¢.

Opatrné naplnime ELFO 1x koncentrovanym pufrem TBE tak, aby byl gel asi 1 mm
ponoften.

Do pracovniho listu zapiSeme pozice vzorkl (produktli PCR), DNA markeru a kontrol na
gelu.

Pro kazdy vzorek napipetujeme kapky 2 pl barviva pro plnéni (gel loading dye) na Cisty
prouzek parafilmu v dostate¢né vzdalenosti od sebe, aby pii miSeni vzorkii nedoSlo k
jejich kontaminaci. Pfed nanesenim vzorku odebereme 10 pl vzorku (PCR produktu) a na
parafilmu dostate¢né smisime s barvivem opakovanym vypuzenim a nasatim. Cely tento
krok lze vypustit, pokud pouzijeme MM, ktery je svym slozenim pfizptisoben piimému
naneseni vzorku po provedené amplifikaci (napt. PPP master mix, Top-Bio).

Piipraveny vzorek aplikujeme Vv objemu 10 pl do jamky gelu v pofadi podle pracovniho
listu. Stejnym postupem naneseme pozitivni a negativni kontroly. Rovnéz naneseme DNA
marker, a to na prvni a posledni pozici.

Elektroforéza probiha v 1,5 % agarézovém gelu pti 110 V po dobu cca 90 minut.
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2.7. 3. 4.6 Kontrola kvality

Jako pozitivni kontrolni bakteridlni kultury pouzivame typové kmeny s ndvaznosti na
ATCC a CCM: Flavobacterium psychrophilum CCM 3594, Yersinia ruckeri CCM 6093,
Aeromonas salmonicida CCM 7246. Jako negativni kontrolni bakterialni kultury slouzily kmeny
snavaznosti na ATCC a CCM: A. bestiarum CCM 4707 , A. piscicola CCM 7715', F.
branchiophilum LMG 13707" a F. columnare LMG 13035".

2.7.3.4.7 Vyhodnoceni vysledki
2.7.3.4.7.1 Identifikace izolatd Y. ruckeri a A. salmonicida hmotnostni spektrometrii

Dostupna databaze FlexControl-microflex v 3.3 a Maldi Biotyper v 3.1 (DB 4613)
zahrnuje pouze 8 druht flavobakterii bez druhu F. psychrophilum. Proto vyuziti MALDI TOF pro
identifikaci F. psychrophilum zatim neni mozné. Identifikace druhd Y. ruckeri a A. salmonicida je
mozna podle instrukci vyrobce zafizeni. Hodnoty ,,Score value* udavaji 2,3 az 3,0 vysoce
pravdépodobna identifikace druhu, 2,0 az 2,3 pravdépodobna identifikace druhu a bezpecna
identifikace rodu, 1,7 az 1,9 pravdépodobna identifikace rodu, 0 az 1,699 nespolehliva
identifikace (Maldi Biotyper 3.1, uzivatelsky manual). U hodnot niz$ich nez 2,300 doporu¢ujeme

identifikaci potvrdit druhové specifickou PCR.

2. 7. 3. 4. 7. 2 Konfirmace suspektnich terénnich izolata Y. ruckeri, A. salmonicida a F.

psychrophilum metodou PCR

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida

PCR zamétend na specificky prikaz A. salmonicida vychazi z uvetejnénych publikaci
(Beaz-Hidalgo et al., 2008; 2013), které umoznuji odlisit A. salmonicida subsp. salmonicida od
ostatnich poddruhti a blizce ptibuznych druhid aeromonad. Pti pouziti cilové DNA izolované
povarenim kultury jsou ziskany intenzivni reakce bez vyskytu nespecifickych produktii (obr. €. 1),
nespecifické produkty se mohou vyskytnout pii pouziti DNA izolované kitem (obr. ¢. 2). Je
mozné odlisit i blizce piibuzné druhy A. bestiarum a A. piscicola. Velikost produktu specifického

pro A. salmonicida subsp. salmonicida je 422 bp.

Flavobacterium psychrophilum

Ke specifickému prikazu Flavobacterium psychrophilum metodou PCR byla pouzita

sestava primert publikovanych Cepeda a Santos (2000). PCR probiha bez nespecifickych reakci a
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dava spolehlivy a silny signal o velikosti 1100 bp pii pouziti DNA izolované kitem. Specifitu

reakce dokladaji vysledky dokumentované na obrazcich ¢. 3 a 4.

Yersinia ruckeri

Ke specifickému prikazu Yersinia ruckeri metodou PCR byla pouzita sestava primerQ
publikovanych Onuk et al. (2010). Ziskané vysledky PCR jsou znazornény na obrazku ¢. 5.
Velikost specifického produktu je 575 bp. Tvorba nespecificky produktti amplifikace nebyla

zaznamenana.

422

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

Obrazek €. 1: Porovnani vysledku PCR zaméfené na prikaz A. salmonicida (1,5 % agar6zovy
gel; 110 V; cca 90 min)
1 - Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (CCM 7246), DNA varem
2 — Aeromonas salmonicida (83882 — terénni izolat), DNA varem
3 — Aeromonas salmonicida (87948 — terénni izolat), DNA varem
4 — Aeromonas salmonicida (88080 — terénni izolat), DNA varem
5— Aeromonas salmonicida (89406 — terénni izolat), DNA varem
6 — Yersinia ruckeri (CCM 6093), DNA varem
7 — Flavobacterium psychrophilum (CCM 3594), DNA varem
8 — Salmonella spp. (¢. 58)
9 — Salmonella spp. (¢. 1)
10 — Enterobacter cloacae (¢. 216)
11 — vzorek bez DNA
M — DNA marker M — DNA marker (GeneRuler 100 bp Plus, Thermo Scientific, USA)
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422

Obrazek ¢. 2: Porovnani vysledku PCR zaméfené na prukaz A. salmonicida
1,5 % agardzovy gel; 110 V; cca 100 min a 130 min
1 — Aeromonas salmonicida (CCM 7246), DNA kitem
2 — A. salmonicida (CCM 7246), DNA varem
3 — A. bestiarum (CCM 4707), DNA varem
4 — A. piscicola (CCM 7715), DNA varem
M — DNA marker (GeneRuler 100 bp Plus, Thermo Scientific, USA)

Obrazek €. 3: Porovnani vysledku PCR pfi vySetieni 3 druhti flavobakterii patogennich pro
ryby
1 — Flavobacterium psychrophilum (CCM 3594), DNA kitem
2 — F.columnare, (LMG 13035), DNA varem
3— F. branchiophilum, (LMG 13707), DNA varem
M — DNA marker (GeneRuler 100 bp Plus, Thermo Scientific, USA)
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Obrazek €. 4: Vysledky vysetfeni DNA rtizného ptivodu metodou PCR zaméienou na pritkkaz
Flavobacterium psychrophilum

1 — Flavobacterium psychrophilum (CCM 3594), DNA kitem
2 — Yersinia ruckeri (CCM 6093), DNA kitem

3— Aeromonas salmonicida (CCM 7246), DNA kitem
4 — Y. ruckeri (88802, terénni kmen), DNA kitem

5— Escherichia coli (¢. 3861), DNA varem

6 — Yersinia ruckeri (CCM 6093), DNA varem

7 — Aeromonas salmonicida (CCM 7246), DNA varem
8 — Y. ruckeri (88802, terénni kmen), DNA varem

9 — Salmonella spp. (€. 58), DNA varem

10 — Enterobacter cloacae (¢. 216) DNA varem

M — DNA marker (100 bp ladder, New England Biolabs)
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575

Obrazek ¢. 5: Vysledky vySetieni DNA kultur Y. ruckeri metodou PCR
(1,5 % agar6zovy gel; 110 V; cca 1 h 20 min)
M — DNA marker (GeneRuler 100 bp Plus, Thermo Scientific, USA)
1— Yersinia ruckeri (CCM 6093), DNA kitem

2 — Y. ruckeri (CCM 6093), DNA varem

3— Y. ruckeri (85365, terénni kmen)

4 — Y. ruckeri (85719, terénni kmen), ledvina B
5— Y. ruckeri (88805, terénni kmen)

6 — Y. ruckeri (88808, terénni kmen)

2. 7. 3. 4. 8 Komentar k vysledkii ziskanym MALDI-TOF MS

Odliseni A. salmonicida a A. bestiarum na zakladé vysoké pribuznosti sekvenci of 16S
rRNA je velmi obtizné (lisi se pozici pouze 2 nukleotid) (Martin-Carnahan a Joseph, 2005). Pti
identifikaci typickych suspektnich izolata A. salmonicida jsou tyto vyhodnocovany jako A.
salmonicida, A. bestiarum, piipadné i A. eucrenophila. Definitivni identifikace A. salmonicida

subsp. salmonicida byla méla byt jesté potvrzena metodou PCR.

V soucasné dobé je znamo 127 validnich druhd v ramci rodu Flavobacterium a vétSina z
nich je soucasti vodnich ekosystému. Vétsiné laboratoii dostupna databaze FlexControl-microflex
v 3.3 a Maldi Biotyper v 3.1 (DB 4613) zahrnuje pouze 8 druhi flavobakterii bez druhu F.
psychrophilum. Proto vyuziti MALDI TOF pro identifikaci F. psychrophilum zatim neni mozné.

V ptipad¢ Y. ruckeri je tieba se fidit instrukcemi vyrobce dle velikosti identifika¢niho

skore. Opét pii niz§im skore nez 2,300 je vhodné identifikaci potvrdit druhové specifickou PCR.
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2.7.3. 4.9 Komentar k vysledkiim ziskanym metodou PCR

I na trovni poddruht tvoii A. salmonicida velmi uniformni skupinu, u které je mozné najit
jen malé rozdily v sekvencich genti gyrB a housekeeping genti rpoB a rpoD. Z téchto duvodi
nebyla donedavna k dispozici spolehliva metoda k rozliseni A. salmonicida subsp. salmonicida.
Odliseni umoziiuje PCR, ktera detekuje sekvence genu fstA, ktery koduje sideroforovy receptor
pro zelezité ionty (Beaz-Hidalgo et al., 2013). Tento format PCR umoznuje rychlou konfirmaci

suspektnich kultur A. salmonicida.

V piipadé specifického prikazu Flavobacterium psychrophilum metodou PCR byly
ovéfeny primery navrzené Cepeda a Santos (2000). Jelikoz byl k dispozici pouze typovy kmen a
sbirkové kmeny pfibuznych druhii, nebylo mozné provést vysetieni terénnich izolat ptislusného
druhu. PCR vyzaduje pouziti DNA izolované komer¢nimi kity, pii vyuziti DNA ziskané varem

muze poskytovat negativni vysledky.

Ke specifickému prtkazu Yersinia ruckeri metodou PCR byla pouZita sestava primert
publikovanych Onuk et al. (2010). Tvorba nespecificky produktt amplifikace nebyla

zaznamenana a PCR se na testovaném souboru terénnich izolatu osvédéila.

2.7.3.4.10 Zavér

K identifikaci suspektnich kultur Aeromonas salmonicida, Flavobacterium

psychrophilum a Yersinia ruckeri 1ze vyuzit popsané metodiky PCR.

e MALDI-TOF MS usnadiuje vybér kolonii Aeromonas salmonicida a Yersinia ruckeri
vhodnych pro dalsi subkultivaci a naslednou identifikaci téchto piivodcti bakterialnich
infekci ryb

e Spojeni MALDI-TOF MS a PCR poskytuje urychleni identifikace suspektnich kultur
Aeromonas salmonicida a Yersinia ruckeri.

e Aplikace MALDI-TOF MS a PCR usnadnuje a zpiesiiuje diagnostiku vyznamnych
bakterioz lososovitych ryb, které mohou unikat pozornosti bakteriologl

Vv diagnostickych laboratofich.
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3. Priloha

Pracovni list pro prikaz Aeromonas salmonicida
metodou PCR
Primery pro Aeromonas salmonicida

Forward
5-CGGTTTTGGCGCAGTGACG -3

Reverse
5"-AGGCGCTCGGGTTGGCTATCT-3’

Datum redéni

Oznaceni primert
Misto ulozeni

KONTROLNi UDAJE

Pozitivni kontrola

Aeromonas salmonicida CCM....
Datum extrakce Cislo extraktu | Vysledek PCR +/-

Negativni kontrola

Aeromonas hydrophila CCM
Datum extrakce Cislo extraktu | Vysledek PCR +/-

Pouzity termocyklér Typ/inventarni Cislo Datum, ¢as Program ¢&islo
] Typ/vyrobce Navazka agarézy
Udaje o pouzitém gelu Objem pufru (ml) agarozy (9)

DNA ladder Typ Vyrobni &islo

Pozice vzorkid na gelu (zaznamenej Cislo vzorku k pfislusné jamce, v€etné + a - kontrol)

- ladder je vzdy v prvni a posledni jamce

1 2 3 4 5 6 7 8 9
10 11 12 13 14 15 16 17 18
19 20 21 22 24

Datum:

Podpis pracovnika:
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Pracovni list pro prikaz Flavobacterium psychrophilum
metodou PCR

Primery pro Flavobacterium psychrophilum

Forward

Reverse

5-CGATCCTACTTG CGT AG -3

5-GTT GGC ATC AAC ACACT -3°

Datum redéni

Oznaceni primert

Misto ulozeni

Pozitivni kontrola

Negativni kontrola

Pouzity termocyklér

Udaje o pouzitém gelu

Pozice vzorki na gelu

KONTROLNi UDAJE

Flavobacterium psychrophilum CCM....

Datum extrakce

Cislo extraktu

Vysledek PCR +/-

Flavobacterium columnare BCC

Datum extrakce

Cislo extraktu

Vysledek PCR +/-

Typ/inventarni &islo

Datum, Cas

Program &islo

Objem pufru (ml)

Typ/vyrobce agarézy

Navazka agarézy (g)

DNA ladder Typ

Vyrobni &islo

(zaznamenej Cislo vzorku k pfislusné jamce, véetné + a - kontrol)
- ladder je vZdy v prvni a posledni jamce

1 2 3 4 5 6 7 8 9
10 11 12 13 14 15 16 17 18
19 20 21 22 24

Datum: Podpis pracovnika:
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Pracovni list pro prikaz Yersinia ruckeri
metodou PCR

Primery pro Yersinia ruckeri

Forward Reverse
5- GCG AGG AGG AAG GGT TAA 5- GAA GGC ACC AAG GCA TCT CTG -
GTG-3 3

Datum redéni

Oznaceni primerQ

Misto uloZeni

KONTROLNi UDAJE

Pozitivni kontrola Yersinia ruckeri CCM....
Datum extrakce Cislo extraktu Vysledek PCR +/-
Negativni kontrola Yersinia enterocolitica CCM
Datum extrakce Cislo extraktu Vysledek PCR +/-
Pouzity termocyklér Typ/inventarni Cislo Datum, ¢as Program ¢&islo
] Navazka agarézy
Udaje o pouzitém gelu Objem pufru (ml) Typ/vyrobce agarézy (9)
DNA ladder Typ Vyrobni &islo
Pozice vzorki na gelu (zaznamenej Cislo vzorku k pfislusné jamce, véetné + a - kontrol)

- ladder je vZdy v prvni a posledni jamce

1 2 3 4 5 6 7 8 9
10 11 12 13 14 15 16 17 18
19 20 21 22 24

Datum: Podpis pracovnika:
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4. Srovnani ,,novosti postupi*

Za posledni obdobi né€kolika malo let doSlo k ziskani fady novych poznatki, které
objasniuji diivéjsi neuspéchy pii prikazu F. psychrophilum a identifikaci atypickych izolata A.
salmonicida. Dale doslo k rozsifeni instrumentalniho vybaveni veterinarnich diagnostickych
laboratofi pro zabezpefeni metod molekuldrni biologie, coz umoziuje jejich Sir§i vyuziti v
rutinnich postupech mikrobiologické diagnostiky. Tato metodika vyuziva aktudlni védecké
poznatky, které jsou zapracovany do samostatného standardniho opera¢niho postupu (SOP) pro
konfirmaci kultur Flavobacterium psychrophilum, Yersinia ruckeri a Aeromonas salmonicida

metodami hmotnostni spektrometrie a PCR.

5. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena pro veterinarni diagnostické laboratofe a pro védecké pracovniky,
ktefi se zabyvaji diagnostikou infek¢nich chorob ryb. Metodika miize byt vyuzita veterinarnimi
laboratofemi k urychleni a zkvalitnéni stdvajicich postupt diagnostiky bakteridz lososovitych ryb

a diferencidlni diagnostiky bakterioz i jinych druhti ryb.

6. Ekonomické aspekty

Ekonomicky piinos metodiky vychazi z predpokladu vcasné diagnostiky bakteridlnich
infekci lososovitych ryb. Vyuzivani predlozeného metodického postupu povede k zrychleni a
zpresnéni bakteriologické diagnostiky u ryb z recirkulacnich systéma i jinych technologii. Lze
predpokladat, ze zavedenim metodiky dojde ke zkraceni doby pro potvrzeni konecné diagndzy a
tim v€asnéjS$imu zavedeni 1écebnych a preventivnich opatfeni. To miZe snizit ztraty thynem ryb
radové o nekolik procent, coz bude predstavovat napiiklad pro podnik s produkci 30 tun

lososovitych ryb finan¢ni ¢astku ve vysi 60 000 az 90 000 K& rocné.
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