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Tio zagadnienia

Chemosphere 313 (2023) 137432
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Angelika Tkaczyk-Wlizto ™", Kamila Mitrowska ™

“ Department of Pharmacology and Toxicology, National Veterinary Research Institute (PIWet), AL Partyzantow 57, 24-100, Pulawy, Poland
" Institute of Biological Bases of Animal Production, University of Life Sciences in Lublin, Akademicka 13, 20-950, Lublin, Poland
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Aeromonas spp.:
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powszechnie obecne w srodowisku wodnym
zwigzane z hodowla ryb

oportunistyczne patogeny ryb i cztowieka — mogq stanowic
rezerwuar bakterii opornych i determinant opornosci istotnych
w ujeciu One Health

rola drobnoustrojow wskaznikowych w ocenie AMR

na obraz lekoopornosci tych bakterii wptywaja zarowno procesy
zachodzace w gospodarstwie, jak i obcigzenie srodowiskowe
wody doprowadzanej do systemu
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Rozpoznanie lokalnych wzorcow
lekoopornosci u wybranych

<l C1 . s A v
drobnoustrojow srodowiskowych
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Ograniczenie ryzyka zwigzanego
z antybiotykoopornoscia
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Okreslenie profili

, lekoopornosci bakterii

CEL BADAN Aeromonas spp. izolowanych
ze Srodowiska wodnego
towarzyszaqcego hodowli ryb
lososiowatych
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WYDZIAL MEDYCYNY WETERYNARYJNEJ
I NAUK O ZWIERZETACH

> 2 hodowle zlokalizowane

w roznych czesciach Polski
- podobny profil produkcji

(ikra — ryba towarowa)
- podobna technologia produkcji
(woda gtebinowa / rzeczna)
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3 punkty poboru wody:
I - ujecie wody rzecznej
II - wyjscie z basenow narybkowych
III - wyjscie z gospodarstwa do rzeki za laguna
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Rozcienczenia:
1:1; 1:10; 1:100
Agar odzywczy z dodatkiem

Materiatly i metody

1

5% krwi konskiej

Identyfikacja ) —
Barwienie Grama,

bakterii = API 20NE
Aeromonas spp.

Ly Lekoopornos¢ )

metoda

Il

-

Izolacja

genomowego DNA
-

-

Izolacja
plazmidowego
DNA

J
N

dyfuzyjno-
\_ krazkowa )

Metoda dyfuzyjno-krgzkowa, Mueller Hinton
OT (oskytetracyklina), FFC (florfenikol)
ENR (enrofloksacyna), UB (flumechina)
S3 (sulfonamidy), SXT (sulfonamidy trimetoprim)
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Metoda dyfuzyjno-krazkowa: kryteria
interpretacji
Opornosc fenotypowg klasyfikowano na podstawie przyjetych

punktow odciecia:
OT <23 mm

Aeromonas spp. EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 16.0, valid from 2026-01-01
F FC < 2 5 m m Expert Rules and Expected Phenotypes Guidance documents For abbreviations and explanations of breakpoints, see the Notes sheet
MIC determination (broth microdilution according to I1SO standard 20776-1) Disk diffusion (EUCAST standardised disk diffusion method)
Medium: Cation-adjusted Mueller-Hinton broth Medium: Mueller-Hinton agar
< m m Inoculum: 5x10° CFU/mL Inoculum: McFarand 0.5
E N R — 2 8 Incubation: Sealed panels, air, 35+1°C, 18+2h Incubation: Air, 35£1°C, 18+2h
Reading: Unless otherwise stated, read MICs at the lowest concentration of the agent that completely Reading: Unless otherwise stated, read zone edges as the point showing no growth viewed from the back of the plate
inhibits visible growth. See "EUCAST Reading Guide for broth microdilution” for further information. against a dark background illuminated with reflected light. See "EUCAST Reading Guide for disk diffusion” for further
U B < 2 8 Quality control: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. For agents not covered by this strain, see inlon'!'lahon. ) .
I I l I I l EUCAST QC Tables. Quality control: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. For agents not covered by this strain, see EUCAST QC
— Tables.
Cephalosporins MIC breakpoints Disk Zone diameter Notes
S 3 < 2 8 I I l I I I (mgiL) content breakpoints (mm) Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.
S S< R> ATU (pa) S2 R< ATU |Lettered notes relate to the disk diffusion method.
Cefepime 1 4 30 27 24
SXT <20 mm —— ==
Monobactams MIC breakpoints Disk Zone diameter Notes
(mg/L) content breakpoints (mm Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.
S< R> ATU (pg) S2 | R< ATU |Lettered notes relate to the disk diffusion method.
Aztreonam 1 - 30 29 | 2
Fluoroquinolones MIC breakpoints Disk Zone diameter Notes
(mg/L) content breakpoints (mm) Numbered notes relate to general comments and/or MIC breakpoints.
Ss R> ATU (ug) Sz R< ATU |Lettered notes relate to the disk diffusion method.
Ciprofloxacin 0.25 05 5 27 24
Le i 0.5 1 5 27 24
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Izolacja genomowego DNA

Obecnosc wybranych gendw opornosci w DNA genomowym zwigzanych
z wybranymi substancjami przeciwbakteryjnymi analizowano metodg
real- time PCR przy uzyciu EvaGreen qPCR Mix (Solis BioDyne)

s | an | g | con | oerg | e |

Nazwa flumechina
antb fluorochinolony (chinolony) tetracykliny amfenikole sulfonamidy sulf +trimetroprim

Nazwa qnrA gepA tetA floR sul1 dfrA1
genu qnrB aac(6')lb-cr tetB sul2 dfrA12
qnrC qnrA tetD sul3

aac(6')lb-cr qnrB tetM
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Rozcienczenia:
1:1; 1:10; 1:100

API 20NE
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Izolacja bakterii Aeromonas spp. Y
GospodarstwoI | [ Gospodarstwo ITI |
n=63 n=35
ABR: 41/63 (65,1%) ABR: 17/35 (48,6%)
MDR: 9/63 (14,3%) MDR: 6/35 (17,1%)

ABR - Antibiotic-Resistant - opornos¢ na =1 substancje
MDR - Multidrug-Resistant - opornos¢ na =3 substancji
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Gospodarstwo I Gospodarstwo II

80,00% 70,00%

72,70%
61,50%

70,00% 60,00%

61,50%

60,00%
60,00%
50,00%

41,70%

50,00% 40,00%

40,00%
30,00%
23,10%
20,00%
10,00% 8,30%

40,00%

30,00% 23,10%

20,00%

20,00%

9,10%

10,00% 6,70%

Punkt | Punkt Il Punkt I11 Punkt | Punkt Il Punkt I

0,00%

mABR mMDR mABR mMDR

Zestawienie lekoopornosci wyizolowanych bakterii Aeromonas spp.
w punktach poboru prob
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60%

v' W obu gospodarstwach dominowata
opornosc¢ na sulfonamidy (S3)

v' Druga najczesciej obserwowang
opornoscig byta opornosc¢ na

54%

50%

enrofloksacyne
v’ Florfenikol pozostawat ,
antybiotykiem o najnizszej czestosci
OpOrnosci
I 12,70% 12,70% 11.40% 12,70%
10% 8,60%
alEE s .
. H e
S3 ENR oT UB SXT FFC
B Gospodarstwo rybackie | B Gospodarstwo rybackie Il

Odsetek izolatow wykazujacych opornosc fenotypowq
w poszczegolnych gospodarstwach (%)
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Opornosc¢ genotypowa Aeromonas spp.

v Najczesciej
wykrywano geny
sull, sul2, dfrAl,
tetA, gnrA oraz

m Gospodarstwo | m Gospodarstwo |l

50

37,5 dfrAl2
- v’ Gospodarstwo II
charakteryzowato sie
wiekszym
12,5 nagromadzeniem
ARG mimo nizszego
. udziatu izolatow

fenotypowo
sull sul2 dfrAl tetA dfrAl2 anrA tetB  floR opornych

Czestosc¢ wystepowania wybranych gendw opornosci
w izolatach Aeromonas spp. w dwoch gospodarstwach (%)
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v' Najwyzsza zgodnos¢
m Genotyp/Fenotyp stwierdzono dla flumechiny
oraz trimetoprimu

125
Z sulfametoksazolem
100 (100 i 83,3%)
v' Najnizszg zgodno$¢ ogdtem
obserwowano dla
73 sulfonamidow (64,4%)
50
25
0

uB SXT oT ENR FFC S3

Zgodnos¢ miedzy opornoscig fenotypowg a obecnoscig odpowiadajacych genow
opornosci wsrod izolatow Aeromonas spp. (%)
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ZgodnosS¢ miedzy opornoscia fenotypowa
a profilem genotypowym

74,8 % 100 %

tgczna zgodnosc
genotyp/fenotyp wsrod
izolatow MDR

lgczna zgodnosc
genotyp/fenotyp
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Odsetek izolatow MDR Aeromonas spp.

w poszczegolnych miejscach probkobrania

WYNIKI

m Gospodarstwo I m Gospodarstwo II
30

24
18
12

6

0

I II IT1

v' Odsetek MDR na wlocie i
wylocie wody z obydwu
gospodarstw sg takie same

v’ Koncowy odcinek systemu
produkcji moze byc¢
miejscem kumulacji
bakterii wielolekoopornych

v' W Gospodarstwie II
widoczny jest wzrost
odsetka izolatow MDR
u wyjscia z basenow
narybkowych.

Odsetek izolatow MDR w poszczegolnych punktach poboru préb (%)

I - Ujecie wody rzecznej
II - Wyjscie z basenow narybkowych
III - Odptyw wod poprodukcyjnych do rzeki za lagung
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d W kazdym punkcie poboru stwierdzono znacznie wiekszy udziat
szczepow ABR niz MDR

3 Najwyzszy udziat szczepéw MDR odnotowano przy odptywie wody,
ponizej laguny, co wskazuje, ze w lagunach moze dochodzi¢ do
kumulacji lekoopornosci

d Czeste wystepowanie lekoopornosci na sulfonamidy moze
odzwierciedla¢ powszechnosc¢ tego zjawiska w srodowiskach
wodnych i sugerowac jego egzogenne pochodzenie w systemie
akwakultury

d Obecnosc determinant opornosci nie zawsze przektadata sie na
ujawniony fenotyp lekoopornosci
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= QOcena AMR u Aeromonas spp. powinna faczyc¢ badania
fenotypowe i molekularne oraz obejmowac krytyczne punkty
systemu wodnego gospodarstwa, ktore mogq stanowi¢ miejsca
kumulacji bakterii opornych i gendéw opornosci

= Kazde gospodarstwo rybackie wymaga indywidualnej oceny
z uwzglednieniem warunkow srodowiskowych i jakosci
mikrobiologicznej wody.
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Projekt MINIATURA 8

,0cena zjawiska antybiotykoopornosci wsrod
bakterii Aeromonas spp., obecnych w srodowisku
wodnym akwakultury pstrgga teczowego w Polsce”

2024/08/X/NZ27/01594
dr Przemystaw Racewicz
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