LABORATORIO DE VIGILANCIA SANITARIA (VISAVET)

DEPARTAMENTO DE SANIDAD ANIMAL
FACULTAD DE VETERINARIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

LABORATORIUM DIAGNOSTYCINE, IDENTYFIKACJA
| OCENA MOLEKULARNA

SZCZEGOLY PROBKI

DATA OTRZYMANIA: 25/09/2007
KLIENT: LIPTOSA PRODUKT: LIPTOCITRO 116-C

ADDRES: C/ BREMEN, 17, 28028, MADRID Tel: +34 902157711 Faks: +34 913567300
PRZYSLANA PROBKA: Otrzymalismy LIPTOCITRO dla oceny jego skutecznosci.

ZLECONA ANALIZA

DATA POCZATKU TESTU: 1/10/2007
DATA KONCA TESTU: 21/02/2008

» Ocena skutecznosci produktu przeciwko réznym patogenom bakteryjnym ryb
poprzez technike rozcienczania agar.

METODOLOGIA

Koncepcija. Przy zastosowaniu techniki rozciehczania agar, oceniany produkt musi zostacé
dodany do $rodowiska agar. Dodaje sie go, kiedy Srodowisko jest wcigz ptynne. Aby
uzyska¢ pozgdany zakres rozcienczenia, nalezy przygotowac kilkanascie ptytek
agarowych z réznymi stezeniami produktu. Ptytki zostajg zakazone zawiesing bakteryjng,
kiedy pozywka hodowlana jest stezata. Liczba ptytek dla kazdego stezenia zalezy od
liczby badanych mikroorganizmow.

Mikroorganizmy. Mikroorganizmy, dla ktérych okre$lano MIC, sg w wykazie Tabeli 1.

Pozywka hodowlang. Uzylismy réznych pozywek hodowlanych zaleznie od
mikroorganizmow, ktére byty oceniane (Tabela 1). Kiedy pozywki hodowlane zostaty

wysterylizowane, ich temperature podniesiono do 55°C przed dodaniem jakikolwiek
suplementdow  (krwi jedli byta niezbedna) czy produktu (1g, 0,6g, 0,3g, 0,1g, 0,01g).
Pozywke zawierajgcqg produkt rozdzielono do sterylnych szalek Petriego starannie
unikajgc bgbelkdw ktdére utrudnityby zakazenie szalek. Po stezeniu ptytki byty
przechowywane w 4°C az do ich uzycia. Przed posiewem ptytki pozostawiono na okoto
30 minut, aby sprawdzi¢, czy kondensacja wody nie pojawita sie na ich powierzchni. Dla
kazdego kolejnego stezenia dotgczylismy pozywke hodowlang bez produktu, zeby
kontrolowa¢ wzrost i mozliwe zanieczyszczenie podczas posiewu.
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Posiew, Kazde oznaczenie zostato zduplikowane a kazda ptytka zostata zakazona 1 to
2 ul zawiesiny bakteryjnej (104 CFU). Aby osiggngc takie posiewy zaczelismy od zawiesiny,
ktérej metno$¢ odpowiadata standardowi do 0,5 skali MacFarland (gesto$¢ optyczna
od 0,08 - 0,10 do 625 nm, co jest odpowiednikiem 1,2 x108 CFU/mI dla wiekszosci nie
wymagajgcych  mikroorganizmoéw). Po  posiewie szalki  byty inkubowane w
odpowiedniej temperaturze zaleznie od wymagan inkubowanych mikroorganizmow.
(Tabela 1). Okres inkubacji byt rowniez zdeterminowany w zaleznosci od wymagan
posianych mikroorganizméw (Tabela 1). Po zakohczeniu okresu inkubaciji przeszlismy do
odczytdw. Minimalne Stezenie Hamujgce (MIC) jest najmniejszym stezeniem
okreslonego produktu, ktére catkowicie powstrzyma widzialny wzrost mikroorganizmmu po

okreslonej inkubaciji
posiewu nie jest uwazany za wzrost).

Tabela 1. Oceniane mikroorganizmy

(obecnos¢ odizolowanej kolonii lub jasny pierScien skutkiem

Mikroorganizmy Pozywka hodowlana Inkubacja
Temperatura Czas
Aeromonas hydrophila Agar Odzywczy 30°C 48 h
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida Agar Odzywczy 25°C 72 h
Listonella anguillarum Agar Morski 22°C 72-96 h
Listonella anguillarum CECT 5227 Agar Morski 22°C 72-96 h
Leucothrix mucor DSM 21577 Agar Morski + friptone 20°C 72-96 h
Vibrio penaeicida DSM 143987 Agar Morski 30°C 48 h
Vibrio harveyi CECT 5257 Agar Odzywczy 25°C 72 h
Vibrio parahaemolyticus Agar Morski 30°C 48 h
Vibrio ordali Agar Morski 22°C 72 h
Vibrio vulnificus Agar Morski 30°C 48 h
Vibrio vulnificus CECT 5297 Agar Morski 30°C 48 h
Vibrio alginolyticus Agar Morski 30°C 48 h
Flavobacterium psycrophilum DSMZ 36607 TGE 20°C 72-96 h
Edwarsiella ictaluri CECT 8857 BHIA 25°C 72 h
Brevundimonas diminuta CECT 3177 Agar Odzywczy 25°C 72 H
Pseudomonas anguilliseptica Agar Morski 22°C 72-96 h
Pseudomonas fluorescens Agar Odzywczy 30°C 48 h
Yersinia ruckeri Agar Odzywczy 25°C 72 h
Photobacterium damselae subsp. piscicida Agar Morski 22°C 72-96 h
Photobacterium damselae subsp. damselae Agar Morski 25°C 72 h
Lactococcus garvieae Agar Odzywczy + krew  37°C 48 h
Streptococcus iniae CCUG 273037 Agar Krwawy 37°C 48 h
Streptococcus difficilis DSZM 16828 Agar Krwawy 22°C 48h
Streptococcus parauberis Agar Odzywczy + krew  37°C 48 h
Mycobacterium chelonae CCUG 474457 Agar Krwawy 30°C 72 h
Mycobacterium marinum Agar Morski + krew 25°C 15d
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Diagram 2. Rozktad MIC zaleznie od grup bakteryjnych
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Fig. 3. Rozktad MIC zaleznie od gatunku bakterii
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Tabela 2. MIC dla kazdego gatunku bakterii

m0.1mg/ml ®M1lmg/ml ®m3Img/ml ®6mg/ml

2 3

Liczba szczepdw dla kazdego gatunku bakterii

E10mg/ml ®m13mg/ml =16 mg/ml =20 mg/ml

Mikroorganizm MIC
Aeromonas hydrophila 3 mg/ml
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 1 mg/ml
Listonella anguillarum 6 mg/ml
Listonella anguillarum CECT 522 3 mg/ml
Leucothrix mucor DSM 21577 1 mg/ml
Vibrio penaeicida DSM 143987 3 mg/ml
Vibrio harveyi CECT 5257 1 mg/ml
Vibrio parahaemolyticus 6 mg/ml
Vibrio ordali 6 mg/ml
Vibrio vulnificus 1 mg/ml
Vibrio vulnificus CECT 529 0.1 mg/ml
Vibrio alginolyticus 6 mg/ml
Flavobacterium psycrophilum DSMZ 36607 3 mg/ml
Edwarsiella ictaluri CECT 8857 13 mg/ml
Brevundimonas diminuta CECT 3177 1 mg/ml
Pseudomonas anguilliseptica 0.1 mg/ml
Pseudomonas fluorescens 3 mg/ml
Yersinia ruckeri 3 mg/ml
Photobacterium damselae subsp. piscicida 3 mg/ml
Photobacterium damselae subsp. damselae 6 mg/ml
Lactococcus garvieae 6 mg/ml
Streptococcus iniae CCUG 273037 13 mg/ml
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Streptococcus difficilis DSZM 16828 13 mg/ml
Streptococcus parauberis 6 mg/ml

Mycobacterium chelonae CCUG 474457 13 mg/ml
Mycobacterium marinum 0.1 mg/ml
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OBSERWACIJE

RAPORT KONCOWY

Madryd, 28 lutego 2008

Dr. Ana Isabel Vela
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