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LABORATORIUM DIAGNOSTYCZNE, IDENTYFIKACJA  

I OCENA MOLEKULARNA 
 

 

SZCZEGÓŁY PRÓBKI 
 

 
 

DATA OTRZYMANIA: 25/09/2007 

KLIENT: LIPTOSA PRODUKT: LIPTOCITRO 116-C 
 

ADDRES: C/ BREMEN, 17, 28028, MADRID Tel: +34 902157711 Faks: +34 913567300 
 

PRZYSŁANA PRÓBKA: Otrzymaliśmy LIPTOCITRO dla oceny jego skuteczności. 
 

 
 

ZLECONA ANALIZA 
 
 

DATA POCZĄTKU TESTU: 1/10/2007 
 

DATA KOŃCA TESTU: 21/02/2008 
 

• Ocena skuteczności produktu przeciwko różnym patogenom bakteryjnym ryb 

poprzez technikę rozcieńczania agar. 

 
METODOLOGIA 

 
Koncepcja.  Przy zastosowaniu techniki rozcieńczania agar, oceniany produkt musi zostać 

dodany do środowiska agar. Dodaje się go, kiedy środowisko jest wciąż płynne. Aby 

uzyskać pożądany zakres rozcieńczenia, należy przygotować kilkanaście płytek 

agarowych z różnymi stężeniami produktu. Płytki zostają zakażone zawiesiną bakteryjną, 

kiedy pożywka hodowlana jest stężała. Liczba płytek dla każdego stężenia zależy od 

liczby badanych mikroorganizmów. 

 
Mikroorganizmy.  Mikroorganizmy, dla których określano MIC, są w wykazie Tabeli 1. 

 
Pożywka hodowlana.  Użyliśmy różnych pożywek hodowlanych zależnie od 

mikroorganizmów, które były oceniane (Tabela 1). Kiedy pożywki hodowlane zostały 

wysterylizowane, ich temperaturę podniesiono do 55ºC przed dodaniem jakikolwiek 

suplementów (krwi jeśli była niezbędna) czy produktu (1g, 0,6g, 0,3g, 0,1g, 0,01g). 

Pożywkę zawierającą produkt rozdzielono do sterylnych szalek Petriego starannie 

unikając bąbelków które utrudniłyby zakażenie szalek. Po stężeniu płytki były 

przechowywane w 4ºC aż do ich użycia. Przed posiewem płytki pozostawiono na około 

30 minut, aby sprawdzić, czy kondensacja wody nie pojawiła się na ich powierzchni. Dla 

każdego kolejnego stężenia dołączyliśmy pożywkę hodowlaną bez produktu, żeby 

kontrolować wzrost i możliwe zanieczyszczenie podczas posiewu. 
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Posiew.  Każde oznaczenie zostało zduplikowane a każda płytka została zakażona 1 to 

2 μl zawiesiny bakteryjnej (104 CFU). Aby osiągnąć takie posiewy zaczęliśmy od zawiesiny, 

której mętność odpowiadała standardowi do 0,5 skali MacFarland (gęstość optyczna 

od 0,08 – 0,10 do 625 nm, co jest odpowiednikiem 1,2 x108 CFU/ml dla większości nie 

wymagających mikroorganizmów). Po posiewie szalki były inkubowane w  

odpowiedniej temperaturze zależnie od wymagań inkubowanych mikroorganizmów. 

(Tabela 1). Okres inkubacji był również zdeterminowany w zależności od wymagań 

posianych mikroorganizmów (Tabela 1). Po zakończeniu okresu inkubacji przeszliśmy do 

odczytów. Minimalne Stężenie Hamujące (MIC) jest najmniejszym stężeniem 

określonego produktu, które całkowicie powstrzyma widzialny wzrost mikroorganizmu po 

określonej inkubacji (obecność odizolowanej kolonii lub jasny pierścień skutkiem 

posiewu nie jest uważany za wzrost). 

 
 

Tabela 1. Oceniane mikroorganizmy 

Mikroorganizmy Pożywka hodowlana 

 

 
 

Inkubacja 

Temperatura Czas 

Aeromonas hydrophila Agar Odżywczy 30ºC 48 h 

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida Agar Odżywczy 25ºC 72 h 

Listonella anguillarum Agar Morski 22ºC 72-96 h 

Listonella anguillarum CECT 522T Agar Morski 22ºC 72-96 h 

Leucothrix mucor DSM 2157T Agar Morski + triptone 20ºC 72-96 h 

Vibrio penaeicida DSM 14398T Agar Morski 30ºC 48 h 

Vibrio harveyi CECT 525T Agar Odżywczy 25ºC 72 h 

Vibrio parahaemolyticus Agar Morski 30ºC 48 h 

Vibrio ordali Agar Morski 22ºC 72 h 

Vibrio vulnificus Agar Morski 30ºC 48 h 

Vibrio vulnificus CECT 529T Agar Morski 30ºC 48 h 

Vibrio alginolyticus Agar Morski 30ºC 48 h 

Flavobacterium psycrophilum DSMZ 3660T TGE 20ºC 72-96 h 

Edwarsiella ictaluri CECT 885T BHIA 25ºC 72 h 

Brevundimonas diminuta CECT 317T Agar Odżywczy 25ºC 72 H 

Pseudomonas anguilliseptica Agar Morski 22ºC 72-96 h 

Pseudomonas fluorescens Agar Odżywczy 30ºC 48 h 

Yersinia ruckeri Agar Odżywczy 25ºC 72 h 

Photobacterium damselae subsp. piscicida Agar Morski 22ºC 72-96 h 

Photobacterium damselae subsp. damselae Agar Morski 25ºC 72 h 

Lactococcus garvieae Agar Odżywczy + krew 37ºC 48 h 

Streptococcus iniae CCUG 27303T Agar Krwawy 37ºC 48 h 

Streptococcus difficilis DSZM 16828 Agar Krwawy 22ºC 48h 

Streptococcus parauberis Agar Odżywczy + krew 37ºC 48 h 

Mycobacterium chelonae CCUG 47445T Agar Krwawy 30ºC 72 h 

Mycobacterium marinum Agar Morski + krew 25ºC 15d 
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WYNIKI 

 
• MIC: 

 
Diagram 1. MIC dla ocenianych izolacji 
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 Diagram 2. Rozkład MIC zależnie od grup bakteryjnych 
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Fig. 3. Rozkład MIC zależnie od gatunku bakterii 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Liczba szczepów dla każdego gatunku bakterii 
 

 
 
 

 Tabela 2. MIC dla każdego gatunku bakterii 

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 2157T 1 mg/ml 

Vibrio penaeicida DSM 14398T 3 mg/ml 

Vibrio harveyi CECT 525T 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 3660T 3 mg/ml 

Edwarsiella ictaluri CECT 885T 13 mg/ml 

Brevundimonas diminuta CECT 317T 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 27303T 13 mg/ml 
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Streptococcus difficilis DSZM 16828 13 mg/ml 

Streptococcus parauberis 6 mg/ml 

Mycobacterium chelonae CCUG 47445T 13  mg/ml 

Mycobacterium marinum 0.1 mg/ml 
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