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Opracowanie metod umozliwiajgcych szybkg i poprawng identyfikacje
czynnikdw chorobotwérczych ma kluczowe znaczenie w proces zarzgdzania
zdrowiem zwierzgt, usprawnigjgc szybkie rozpoznania choroby i wdrozenie
odpowiedniej terapii. Dlatego tez niezmiernie istotny jest dostep do czutych
i niedrogich technik diagnostycznych. W obszarze bakteriologii, do diagnostyki wielu
gatunkédw mikroorganizmdw wcigz wykorzystuje sie stosunkowo drogie, praco-
i czasochtonne konwencjonalne metody. Powszechnie dostepne komercyjnie
systemy biochemiczne oparte na fermentaciji, hydrolizie, wykorzystaniu zrédta wegla
jako specyficznego substratu, stosowane sg od okoto 40 lat wcigz cieszgc sie duzym
zainteresowaniem diagnostéw laboratoryjnych identyfikujgcych bakteryjne patogeny
ryb (Austini Austin, 2016; Buller, 2014). Zestawy manualne, bo o nich wtasnie jest mowa,
takie jak testy APl (gtownie APl 20E, APl 20NE, APl 50 CH) (bioMérieux),
Microbact™GNB (Oxoid, Wielka Brytania), ENTEROtest 24, NEFERMtest 24 (Erba
Lachema s.r.o., Czechy), a takze czeSciowo zautomatyzowany VITEK 2 (bioMérieux),
sg powszechnie stosowane w rutynowej diagnostyce bakteryjnych czynnikéow
chorobotwoérczych ryb (Austin i Austin, 2016; Buller, 2014).

W rutynowej laboratoryjnej diagnostyce ichtiopatologicznej wykorzystywane sqg
gtéwnie testy biochemiczne: manualne testy APl oraz systemy VITEK. Zostaty one
pierwotnie zaprojektowane do identyfikacji kluczowych dla zdrowia ludzi
drobnoustrojow, ktérych wymagania wzrostowe oscylujg w zakresie temperatur
35 - 37°C. I tego wtasnie powodu przydatnos¢ wspomnianych systeméw do
identyfikacji patogendw ryb zostata pierwotnie zakwestionowana. Przypomnijmy, ze
bakterie izolowane od ryb inkubowane sg w temperaturze 15 - 22 °C, co znaczqgco
wptywa na wynik badania. Ponadto, czesto wystepujgce btedy w identyfikacii
niektérych bakterii izolowanych od ryb sg wynikiem duzej zmiennosci drobnoustrojow
w obrebie gatunku, a takze ograniczen dostepnych baz danych (Brigante i wsp., 2006;
Santos i wsp., 1993).

Uzupetnieniem identyfikacji opartej na charakterystyce fenotypowej bakterii sqg
metody molekularne. Sposrdd nich najczesciej stosowana jest analiza sekwencji genu
16S rRNA (Patel, 2001). Technika ta stata sie zto-tym standardem, pozostajgc jednak
Zbyt kosztownq, czasochtonng, wymagajgcg kompetentnego personelu oraz
aparatury, aby méc zostac zaplikowang do powszechnego zastosowania.
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Alternatywqg dla omawianych powyzej metod sg nowe technologie. Jednqg
Z nich jest spektrometria mas z desorpcjg/jonizacjq laserowqg wspomagana matrycq z
analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF). Umozliwia ona identyfikacje bakterii
i grzybow na podstawie ich profili biatkowych, wydajgc sie by¢ obiecujgcq i pomocng
w diagnostyce chordb bakteryjnych ryb (Assis i wsp., 2017). W poréwnaniu z
fenotypowq lub molekularng metodqg identyfikacji, MALDI-TOF charakteryzuje sie
szybkim czasem procesowym, niewielkim kosztem odczynnikdw oraz niewielkg
objetosciq prébki uzytej do badan. Niestety, aparatura oraz jej serwis jest niezmiernie
kosztowny. Technologie MALDI-TOF oferujg komercyjne firmy, takie jok, np. Bruker
Daltonics, bioMérieux czy Argenta.

Czy MALDI-TOF jest przydatnym narzedziem w diagnostyce ichtiopatologicznej,
poprawnie identyfikujgc drobnoustroje izolowane od ryb?2 Aby odpowiedzie¢ na
zadane pytanie, konieczna jest walidacja techniki pod kgtem poprawnosci
identyfikacji izolowanych od ryb bakteri. W tym celu przeprowadzono badania
wtasne, ktérych celem byto poréwnanie wynikdw identyfikacji Gram-ujemnych
bakterii izolowanych od ryb stodko-wodnych, z zastosowaniem wybranych
komercyjnych systemdw diagnostycznych opartych na oznaczeniu  profili
biochemicznych, z wynikami uzyskanymi metodami molekularnymi i technikg MALDI-
TOF.

Przebadano siedemdziesigt pie¢ Gram-ujemnych bakterii wyizolowanych od
réznych gatunkdw ryb stodkowodnych, takich jak karp pospolity (Cyprinys carpio L.),
totpyga biata (Hypophthalmichthys molitrix), lin (Tinca tinca), pstrag teczowy
(Oncorhynchus mykiss Walbaum), sandacz (Lucioperca lucioperca), szczupak (Esox
lucius). Drobnoustroje pozyskano z tkanek i/lub narzgddw wewnetrznych (skéra,
skrzela, nerka, Sledziona) ryb wykazujgcych zaburzenia zdrowotne oraz klinicznie
zdrowych. Ponadto, w badaniu uwzgledniono dziewie¢ szczepodw referencyjnych
pochodzgcych z American Type Culture Collection (ATCC51208 Aeromonas
allosaccha-rophilae, ATCC 7966 Aeromonas hydrophila, ATCC 14174 Aeromonas
salmonicida ssp. salmonicida, ATCC BAA 237 Aeromonas sobria, ATCC 53794
Pseudomonas fluorescens, ATCC BAA 1097 Shewanella putrefaciens), National
Collection of Type Cultures (NCTC 12266 Yersinia ruckeri O1), a takze z Animal Health
and Veterinary Laboratories, UK (11/1503 Hafnia alvei; 11/1501 Chryseobacterium
indologenes). Analizy (testy biochemiczne oraz MALDI-TOF) przeprowadzono zgodnie
z instrukcjami producentéw (APl oraz VITEK 2 - bioMérieux; Microbact™GNB — Oxoid;
ENTEROtest 24, NEFERMtest 24 - Erba Lachema sr.o., Czechy; MALDI-TOF - Bruker
Company). Profile biochemiczne uzyskane w systemach APl odczytywano wizualnie
PO 24 i 48 godzinach inkubaciji, a nastepnie interpretowano za pomocqg programu
komputerowego apiweb™ (bioMerieux). Wyniki identyfikacji w systemie Vitek 2
uzyskano automatycznie za pomocqg oprogramowania w wersji 07.01. Interpretacje
wynikéw  Microbact™GMB  przeprowadzono za pomocg oprogramowania
Microbact™ Computer Aided Identification (Oxoid). Wyniki identyfikacji z
wykorzystaniemm ENTEROftest 24 i NEFERMtest odczytywano wizualnie po 24 i 48
godzinach inkubacji za pomocg programu do identyfikacji TNW (Erba Lachema s.r.o.,
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Czechy). Sekwencje genu 16S rRNA zebranych izolatéw analizowano przy uzyciu
oprogramowania MEGA 7.0, a podobienstwo sekwencji badanych bakterii
poréwnywano z sekwencjami dostepnymi w GenBank (Tamura i wsp., 2004). Wyniki
identyfikacji technikg MALDI-TOF analizowano automatycznie za pomocqg
oprogramowania MALDI Biotyper (wersja 3.0, Bruker Daltonics). Do analizy przyjeto
warto$ci punktowe zaproponowane przez producenta: wynik = 1,999 oznaczat
identyfikacje gatunku; zakres punktowy 1700-1999 oznaczat wiarygodngq identyfikacje
rodzaju bakterii; wynik < 1,700 oznaczat niemoznos¢ identyfikacji drobnoustroju.
Szczegdtowe wyniki badan przedstawiono w dwdch zatgczonych tabelach.

Zaprezentowane wyniki mogg by¢ pomocne w wyborze odpowiedniejszych
metod do rutynowej diagnostyki bakteryjnych patogendéw ryb, pozwalajgc na
kompromis miedzy czasem i kosztami analiz, a jakoscig uzyskanych wynikow.
Poprawnos¢ uzyskanych wynikdw wskazuje na zasadnos$c rozwazenia techniki MALDI-
TOF w badaniach ichtiopatologicznych, joko nowego narzedzia poszerzajgcego
warsztat metodologiczny. Nowo pojawiajgce sie na rynku aparaty z mozliwoscig
rozszerzenia  widm, umozliwiajg  zwiekszenie  spektrum  identyfikowanych
drobnoustrojow.
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