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je v CR pozice producentii ve srovnani se zpracovateli
mléka obtiznéjsi, coz dokazuje i vyrazny nepomér mezi
nakupnimi cenami mléka a cenami pramyslovych vyrobcii
(za mléko a mlécné produkty). Podle Marshalla (2015) jsou
ve Velké Britanii mezi producenty rovnéz obavy z poklesu
cen mléka, nicméné tyto jsou vyvraceny ze strany Evropské
Komise tvrzenim, Ze takové obchodni velmoci jako je Cina
a dalsi jsou doslova "hladové" po evropské farmarské pro-
dukeci a tudiz pokles cen by nemél byt zaznamenan.

Zmény agrarni politiky po skonceni systému mléénych
kvot predpoklada 44 % dotazovanych producentd. Naproti
tomu 17 % dotazovanych tyto zmény neocekava.
Nedostatecnou politickou podporu agrarniho sektoru
povazuje za zavaznou nevyhodu podnikani v oblasti vyro-
by mléka 71 % producentii, problémy se zajisténim odbytu
po ukonceni rezimu mléénych kvot ocekava 57 % produ-
centl. Podle 43 % respondentli neni podpora vyvozu
a domadci spotfeby potravin dostate¢na a 48 % se domniva,
7Ze nevyhodou je rovnéZ nedostatecné prosazovani
a ochrana prav ¢eskych zemédélcti v organech EU.

Zaver

Z dotaznikového Setfeni vyplynulo, Ze znacna ¢ast dota-
zovanych producenti mléka se obava, Ze s ukoncenim
systému mlécnych kvot dojde k prilivu zahrani¢nich
mlékarenskych vyrobki, k poklesu nakupni ceny mléka
a k vyraznéjSimu kolisani trznich cen. Naproti tomu vyho-
du spatfuji producenti v moznosti navySeni produkce
mléka, ve zruSeni umélé regulace trhu s mlékem
a v moznosti pfirozeného plsobeni trZznich podminek.

Zda zruSeni mlécnych kvot prinese oc¢ekavané klady nebo
vice obavanych nevyhod l1ze zatim pouze odhadovat. Mizeme
se vSak domnivat, Ze nové vzniklou situaci se oteviraji moz-
nosti, kterych budou moci vyuZzit nejen jednotlivi producenti
mléka, ale rovndZz celd Ceskd republika k obchodovéni
a k propagaci naseho mlékarenského primyslu.
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Identification of technologically risky bacteria
of the Acinetobacter genus

Abstrakt

Bakterie rodu Acinetobacter patii do skupiny gramnega-
tivnich, nesporulujicich, nefermentujicich, striktné aerob-
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nich bakterii. Predstavuji dalezité pudni a vodni bakterie
s Sirokym vyskytem v pfirod€, potravinarskych surovinéch,
potravindch a lidskych zdrojich. Acinetobakterie pred-
stavuji zdravotni riziko u imunokompromitovanych je-
dincl, nejCastéji ve forme€ nozokomidlnich infekci.
V mlékarenském primyslu jsou technologicky rizikové
a zpusobuji zde vazné problémy ve spojitosti s mnoha sen-
zorickymi a texturnimi vadami vyrobk®, napfiklad
s bombazovanim mlék UHT. Mohou byt identifikovany re-
lativné rychle a s vysokou spolehlivosti na troven rodu
a druhu s vyuzitim rdznych metod. V této praci byly acine-
tobakterie izolovany ze syrového mléka, z mlékarenskych
vyrobkll a vyrobniho zafizeni a pomtcek. Identifikace
acinetobakterii na tUrovenl druhu byla provedena pomoci
metody sekvenace tseku 16S rRNA a metody MALDI-
TOF MS. Pomoci obou identifikacnich metod bylo
zjiSténo, Ze izolaty patfily k Sesti rliznym druhiim
Acinetobacter spp. (baumanii, calcoaceticus, guillouiae,
Jjohnsonii, Iwofii a pitii). Vysledky této prace mohou byt
uzite¢né pro zajisténi kvality nejenom mléka a mlékaren-
skych vyrobkd, ale obecné pro zajisténi hygienické drovné
vyrobkul v ostatnich potravinarskych oblastech, s vyuzitim
jednoznacné identifikace zdravotné a technologicky
rizikovych mikroorganisma.

Klicova slova: Acinetobacter spp., zdravotni riziko,
technologické riziko, syrové mléko, syry, identifikace,
sekvenace 16S rRNA, MALDI-TOF MS

Abstract

Bacteria of Acinetobacter genus belong to the Gram-ne-
gative, non-spore-forming, non-fermentative, strictly aero-
bic, bacteria. There are important soil and water bacteria
with wide occurrence in nature, raw food materials, foods
and human sources. Acinetobacteria represent health risky
bacteria causing in immunocompromised individuals mostly
nosocomial infections. There are technologically risky and in
dairy industry causing serious problems in connection to
many sensory and texture defects, for example bulging and
thickening of UHT milk. They can be detected relatively
quickly with high reliability at the genus and species levels
using different methods. In this work acinetobacteria were
isolated from raw milk, dairy products and processing equip-
ment and aids. Identification of acinetobacteria at the species
level was done by means of the sequencing method of the
16S rRNA genes and the MALDI-TOF MS method. Based
on the both identification methods it has been consistently
found that the isolates belonged to the six different
Acinetobacter species (baumanii, calcoaceticus, guillouiae,
Johnsonii, lwofii and pitii). The results of this work may be
useful for quality assurance not only milk and dairy pro-
ducts, but in general for ensuring the level of hygiene of the
other food productions, using a proper identification of
health and technologically risky microorganisms.

Key words: Acinetobacter spp., health risk, technologi-
cal risk, raw milk, cheeses, identification, sequencing of
16S rRNA, MALDI-TOF MS

Uvod

V potravinafském primyslu se mezi technologicky
rizikové bakterie fadi i bakterie rodu Acinetobacter, které
se podileji na vzniku senzoricky a texturné nestandardnich
vyrobkd, mezi které se Casto fadi i vyrobky mlékéarenské
(napt. syrové mléko, mléko UHT a ridzné druhy syri).

Acinetobakterie jsou klasifikovany jako (nizkostupiiové)
primarni patogeny a fadi se mezi oportunistické patogeny.
V nemocni¢nim prostfedi, kde se Casto objevuje jejich
rezistence vUci antibiotiktim, jsou Casto rozsifené. Zejména
druhy A. baumanii, A. nosocomialis a A. pitii predstavuji
zdravotni riziko u imunokompromitovanych jedinci,
u kterych zptisobuji nozokomiélni infekce (napf. pneu-
monii, infekei urologického traktu a mékkych tkani, nemo-
ci krve) (Nemec, 2004; Votava, 2005). Infekce, zplisobené
acinetobakteriemi mimo nemocnic¢ni prostiedi jsou ojedi-
nélé a tykaji se predevsim osob s rizikovymi faktory (napf.
alkoholismus, koufeni, chronické zanéty dychacich cest)
u nichZ dmrtnost dosahuje az 64 % (Nemec, 2004). Pro
usnadnéni preziti v hostiteli vyuzivaji acinetobakterie
schopnosti zapouzdieni. Maji vysoky sklon k ziskavani
virulence od jinych patogennich bakterii. K virulentnim
faktorim patii mj. schopnost tvofit biofilm, ktery pfispiva
k adhezi bakterii na povrch, pronikdni k hostitelskym
buiikdm a ziskavani Zeleza z hostitelského prostredi
(Percival a kol., 2014).

Acinetobakterie se prirozen¢ nachazeji v pudé, ve vodeg,
na rostlindch, na Zivoc¢iSnych hostitelich. Predstavuji
ubikvitni, saprofytické bakterie, které jsou Casto izolovany
z pudy, ze sladkovodni i motské vody, z tusti fek ¢i kana-
lizaci. Nachézeji se téméf u vSech druhti ovoce, zeleniny
a obilovin, a také v surovinach zivocisSného ptivodu (napf.
v mléce, mase, masnych vyrobcich) (Hamouda a kol.,
2011). Mohou zpisobovat kontaminaci vody a potravin
(Percival a kol., 2014), a také nevhodné skladovanych
potravinafskych oball; zdrojem jejich kontaminace je také
nedostatecné sanitované vyrobni zatizeni (Hamouda a kol.,
2011).

Acinetobakterie byly v rdmci kontaminace potravin ¢asto
izolovany z mléka a riznych mlékarenskych vyrobkd, a to
v celosvétovém métitku. V Evropé byly napf. zjiStény ve
vyrobcich typu syru brynza druhy A. calcoaceticus,
A. guillouiae a A. johnsonii (Pangallo a kol., 2014). V Asii
(Korea) bylo ze syrového mléka skladovaného ve velkoob-
jemovych tancich izolovano 176 izolatd acinetobakterii,
z nichz 56 nalezelo k druhu A. baumannii. Vyskyt tohoto
druhu byl kmenové riznorody, coz znamenalo, Ze nebyl
dasledkem $ifeni jednoho kmene. Studie prokéazala, Ze je
dualezité vySetfovat potravinarské suroviny a vyrobky nejen
na obsah patogenti zptisobujicich alimentarni onemocnéni,
ale také na obsah bakterii Acinetobacter spp., jejichZ pfi-
tomnost miiZze mit negativni vliv na lidské zdravi (Tamang
a kol., 2014). U mléka UHT byly v souvislosti s jeho
kontaminaci acinetobakteriemi Casto zminovany texturni
a senzorické vady, projevujici se nafukovanim obald
a bombazovanim vyrobkd. Vyjimku netvofily ani napf.
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syry bilé zrajici v solnych nalevech, u kterych se kontami-
nace projevila specifickym zapachem.

Dle soucasné klasifikace je heterogenni skupina acine-
tobakterii fazena do nasledujici taxonomické sktruktury:
doména Bacteria, odd€leni Proteobacteria, tfida Gamma-
proteobacteria, tad Pseudomonadales, celed Mora-
xellaceae, rod Acinetobacter (DNA G+C obsah 39-47 %)
a druhy (sdruzujici druhy klinického vyznamu: A. bau-
mannii, A. haemolyticus a A. calcoaceticus) (Doughari
a kol., 2011). Rod Acinetobacter obsahuje v soucasné
dobé 32 znamych druhd, s 22 ucelové platnymi jmény
a zbytkem ucelovych Ccisel, odkazujici se na tzv.
"genomické skupiny" (Gerischer 2008). V pfirodé,
potravindch a lidskych zdrojich patifi k nejcastéji se
vyskytujicim nasledujici druhy: A. baumannii, A. baylyi,
A. beijerinckii, A. bereziniae, A. bohemicus, A. bouvetii,
A. calcoaceticus, A. gerneri, A. grimontii, A. guillouiae,
A. gyllenbergii, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. junii,
A. lwoffii, A. pittii, A. schindleri, A. radioresistens, A. tan-
doii, A. tjernbergiae, A. parvus, A. ursingii, A. towneri,
A. venetianus (Liu, 2011).

Prvni kmen Acinetobacter spp. byl izolovan z pidy a byl
identifikovan jako Micrococcus calcoaceticus Beije-
rinckem v roce 1911 (Barbe a kol., 2004). Skupina acine-
tobakterii byla po dlouhou dobu nedostateéné identifikova-
na a chybné fazena do mnoha rtznych rodéi (napf.
Achromobacter, Alcaligens, Cytophaga, Diplococcus,
Bacterium, Herellea, Lingelsheimia, Mima, Micrococcus,
Moraxella, Neisseria) (Rossau a kol., 1991; Barbe a kol.,
2004). Rod Acinetobacter (pochazejici z teckého slova
"akinetos", coZ znamena "nepohyblivy") byl poprvé
vytvofen v roce 1954 diky védcim Brisou a Prevot
a sdruzoval gramnegativni, nepohyblivé, saprofytickeé,
nepigmentujici, oxidasa-pozitivni i oxidasa-negativni bak-
terie. Baumann a kol. (1968) na zdkladé odliSnych
nutriCnich vlastnosti tyto bakterie blize charakterizoval
jako mikroorganismy pouze oxidasa-negativni a zaradil je
do rodu Acinetobacter, coz bylo akceptovano v roce 1971
(Lessel 1971; Doughari a kol., 2011).

Buriky rodu Acinetobacter tvoii gramnegativni, nepohy-
blivé, nefermentujici, enkapsulované kokobacilové tyc¢inky
se striktné aerobnim metabolismem; katalasa-pozitivni,
indol-negativni a oxidasa-negativni (Doughari a kol.,
2011). Mnoho kmenii neni schopno redukovat dusi¢nany
na dusitany (Bergogne-Bérézin, 2009). V exponencidlni fazi
rastu jsou tycinky Siroké 0,9-1,0 pm a dlouhé 1,5-2,5 pum.
Optimalni teplota rstu acinetobakterii se pohybuje okolo
33-35 °C; nékteré druhy vSak vykazuji psychrotrofni nebo
termofilni vlastnosti (Doughari a kol., 2011). Neékteré
kmeny dokazi prezit az teplotu 53 °C (Yavankar a kol.,
2007). Klinické izolaty rostou v rozmezi 28-44 °C, nejlépe
vSak pfi teplotich 37-42 °C. Ostatni izolaty z pfirodniho
prostredi, véetné potravin, rostou nejlépe v teplotnim roz-
mezi 20-30 °C. Acinetobakterie jsou chemoheterotrofni
bakterie (Doughari a kol., 2011).

Ve specializovanych laboratofich lze pro rychlou
a citlivou detekci a spolehlivou identifikaci acinetobakterii

pochézejicich z rGznych zdroji pouzit jak metody
molekuldrné-biologické, tak instrumentalni ¢i bioche-
mické. U genotypovych metod je obecné identifikace bak-
terii zaloZzena na zakladé odlisSnosti v sekvenci DNA,
u fenotypovych metod pak napf. na analyze enzymd, jejich
metabolickych produktt a dal§ich exprimovanych proteini
(Kéampfer a Glaeser, 2012).

Z vhodnych genotypovych molekularné-biologickych
metod lze uvazovat pouziti metod AFLP, ARDRA,
hybridizace DNA, LAMP, ribotypizace, metody PCR
v riznych modifikacich, sekvenace genového tuseku 16S
rRNA a jinych (Liu, 2011), pfestoZe jsou pomérné slozité
a vyzaduji nakladné pfistrojové vybaveni (Soo a kol.,
2013). Dalsi z moznosti detekce a identifikace acinetobak-
terii predstavuji fenotypové instrumentdlni metody, ke
kterym se fadi napf. metody MALDI-TOF MS (Wieser
a kol., 2012) a DART MS, navzdory svym omezenim
v podobé niZzsi citlivosti. Z biochemickych testll je mozné
uvést pouziti systému API 20 NE (bioMerieux) a dal§ich
komercnich systémd, jako jsou napfiklad Vitek2, Phoenix
nebo MicroScan WalkAway. Nicméné, tyto metody
neumoznuji jednoznac¢nou identifikaci druht Acinetobacter
spp-, zejména druhti A. baumanii, A. calcoaceticus a acine-
tobakterii komplexu ACB (tzn. komlexu zahrnujiciho
A. baumannii, A. calcoaceticus a genomicky druh Acine-
tobacter 13TU) (Liu, 2011).

Cilem této prace byla druhova identifikace technologicky
rizikovych acinetobakterii, izolovanych z mlékarenskych
vyrobnich zavodli a zpuasobujicich senzorické a texturni
vady vyrobkil, s vyuZitim sekvenacni metody genového
tseku 16S rRNA a metody MALDI-TOF MS.

Material a metody

Izolace bakterii z mlékdrenskych vyrobku

Testované bakterie byly izolovany ze syrového mléka,
z ruznych mlékarenskych vyrobkt (napf. mléka UHT, syrt
a solnych nélevl), dale z vyrobniho zafizeni (napf.
syrarskych vyrobnich linek) a pomiicek (napt. ze
syrafskych tkaninovych plachetek). Pro primarni zachyt
a kultivaci izolatd byla pouZzita plotnova metoda s vyuZzitim
ristu bakterii na rtiznych agarovych rastovych médiich
(izolace byly provedeny na pracovisti VUM s.r.0.). Pro
naslednou rodovou a druhovou identifikaci byl pro rtst
bakterii pouZzit Columbia agar s 5 % (obj.) berani krve
(Bio-Rad, USA).

Kultivace a biochemickad identifikace bakteridlnich
izoldtu

Bakterialni izolaty byly inokulovany frakcionovanym
roztérem na povrch Columbia agaru s 5 % (obj.) berani
krve, kultivovany pfi teplot¢ 37 °C (klinicky sbirkovy
izolat) nebo pfi teplotach 30 °C a 25 °C (izolaty z primys-
lu), po dobu 24 h, za aerobnich podminek. Izolaty byly
nasledné podrobeny makroskopickému vyhodnoceni mor-
fologie kolonii narostlych na povrSich Petriho misek,
Gramovu barveni, mikroskopickému pozorovani morfolo-
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gie bunc¢k s vyuzitim optického mikroskopu DFC 320
(Leica, SRN), a také identifikaci pomoci biochemického
testu API 20 NE (bioMérieux, FR). Izolaty dobie rostly
také v tekutém syntetickém rastovém Trypton-sojovém
bujénu (tj. v bujonu z kaseinového a sojového peptonu
ur¢eného pro mikrobiologii) (Merck KGaA, SRN), pfi
teploté 37 °C nebo 30 °C nebo 25 °C dle charakteru izolatd
(viz vySe), po dobu 18 h, za aerobnich podminek.

Identifikace acinetobakterii pomoci metody
sekvenace
a) Izolace chromozomalni DNA

z acinetobakterii

Izolace DNA 7z testovanych acinetobakterii probihala
pomoci komeréni soupravy DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, SRN). Cerstvé narostlé kmeny byly odstiedény
(4550 g, 10 min, 4 °C) a jejich buniky byly promyty ve
sterilni vodé (1 ml). K bunikkdm byl nejdfive pfidan lyticky
pufr (180 ul) (inkubace pfi teploté 37 °C po dobu 45 min),
poté proteinasa K (25 ul) (42 U-mg") a pufr AL (200 ul)
(inkubace pfi 56 °C po dobu 30 min). Ke vzniklému lyzatu
byl pridan 98 % ethanol (200 pl) (-20 °C) a zkumavky byly
promichdany obriacenim az do dosazeni homogenity.
Inkubace probihala pfi teplot¢ 25 °C po dobu 5 min.
Veskeré obsahy zkumavek byly pfeneseny do kolonek izo-
la¢ni soupravy (Dneasy Mini spin), kde byla DNA procisté-
na a promyta pomoci dvou riznych pufri. Poslednim
krokem byla eluce DNA. Na stfed membrany v kolonkach
byl pipetovan elucni pufr AE (50 ul), inkubace probihala
pri teploté 25 °C po dobu 2 min. Pro zvySeni vytézku byl
zopakovén elucni krok (Qiagen, SRN).

b) Priprava produktu PCR pro sekvenaci
acinetobakterii

Pro sekvenaci testovanych acinetobakterovych izolata
bylo tfeba ziskat nejdfive produkt polymerazové fetézové
reakce, PCR produkt. Byla proto pouzita metoda PCR
s primery W001 (AGATTTGATCMTGGCTC) a W002
(GNTACCTTGTTACGACTT). Slozeni mixu pro PCR je
uvedeno v Tab. I. Prabéh PCR byl nésledujici: iniciacni
denaturace (pfi teploté 95 °C po dobu 5 min), nésledovalo
40 reakcnich cykli: denaturace (pri teploté 95 °C po dobu
60 s), pripojeni primeri (pfi teploté 50 °C po dobu 60 s)
a prodlouzeni (elongace) fetézce (pfi teploté 72 °C po dobu
90 s). Posledni cyklus probéhl pri teploté 72 °C béhem
10 min.

Po uskutecnéné PCR byla pritomnost produkti PCR
zjiStovana pomoci horizontalni gelové elektroforézy. Gel
pro elektroforézu byl pripraven z agarosy (1,0 % hm.)
a pufru TBE s pridavkem barviva Sybr Safe (10 pl)
(Invitrogen, USA). Byl smichin amplifikét (5 pl) s pufrem
Gel Loading Buffer (2 pl) (Invitrogen, USA) a smés
pipetovana do prislusSnych otvord v gelu. Do prvniho
a posledniho otvoru v gelu byl pipetovan marker (3 pl)
(Invitrogen, USA) a 1 kb DNA Ladder (3 ul) (Invitrogen,
USA). Migrace probihala pfi konstantnim napéti 100 V po
dobu 60 min.

Tab. | SloZeni mixu PCR pro sekvenaci acinetobakterovych
izolatd

Slozeni mixu PCR Vyrohce

Reakéni objem (ul)

Sterilni voda - 31

5x FIREPol Master Mix Solis BioDyne, 10
(12,5 mM MgCly) Estonsko

Primer W0O01 (10 uM) Generi Bitech, CR 2

Primer W002 (10 uM) Generi Bitech, CR 2

Izolovana DNA QIAGEN, SRN 5

Celkovy objem - 50

c¢) Precisténi produktu PCR pred sekvenaci

acinetobakterii

Precisténi produktt PCR probihalo pomoci komerc¢ni
soupravy QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, SRN).
Nejdfive byly produkty PCR smichidny s pufrem PB
(v poméru 1:5). Poté byly pfipravené vzorky umistény do
kolonek a odstfedény (17 900 g, 60 s, 4 °C). Navazané
vzorky na kolonkdch byly promyty ve tfech krocich,
v celkovém objemu pufru PE (750 pl), s uskute¢nénym
krokem odstredéni (17 900 g, 60 s, 4 °C). Poté byly promy-
vaci roztoky odlity ze sbérnych zkumavek a odstfedéni
bylo provedeno opétovné za identickych podminek. K eluci
byl pouzit pufr EB (50 ul), ktery byl pipetovan na stfed
membran v kolonkach. Nasledovalo opét odstfedéni
(17900 g, 60 s, 4 °C). Pro zvyseni ucinnosti byl elu¢ni krok
opakovén 2x. Ke kontrole preciSténi byla pouZita separace
v agarosovém gelu za pomoci pulsni gelové elektroforézy.
Precisténé produkty PCR (o objemu 50 pl) byly pfipraveny
do Ependorfovych zkumavek a odvezeny na vlastni
sekvencni analyzu do Strediska sekvenovani DNA, na
Mikrobiologicky tstav, na Akademii véd Ceské republiky.
Ziskané sekvence genovych tsekli 16S rRNA u acetobak-
terii byly porovnany s genovymi sekvencemi uvedenymi
v genové bance NCBI, s vyuzitim algoritmu ClustalW.

d) Vlastni sekvenace tiseku 16S rRNA u acinetobakterii
K identifikaci acinetobakterii byla pouZzita tradi¢ni
Sangerova sekvenacni metoda (Sanger a kol., 1977), nazy-
vana také jako "dideoxy" metoda (Rédei, 2008). Metoda
byla modifikovana dle internich pracovnich néavoda
Strediska sekvenovani DNA, Mikrobiologického ustavu,
Akademie véd Ceské republiky, pod vedenim dr. Felsberga.
V jedné sekvenacni reakci byla urCena sekvence vldkna
o délce az 1500 nukleotidd, nejcastéji s pramérem
900-1200 nukleotidd. Vlastni sekvenace probihala na
vysoce vykonném sekvenatoru ABI PRISM 3130x1 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Hitachi; nyni Life Techno-
logies) béhem celkem 35 cykli s pouzitim univerzélnich
primerti pro genovy usek 16S rRNA u acinetobakterii.

Identifikace acinetobakterii pomoci metody
MALDI-TOF MS
a) Priprava vzorku acinetobakterii pied analyzou
MALDI-TOF MS
K identifikaci acinetobakterii byla pouZzita metoda
MALDI-TOF MS a analyzy probihaly na pfistroji Bruker
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Autoflex Speeds vyuzitim komercni databaze MALDI
Biotyper 3.0, spolu s metodami doporu¢enymi vyrobcem
v zavislosti na stavbé bunécné stény (Anonymous, 2014).
Pti metodé piimé aplikace byla mikrobialni kultura z jedné
izolované kolonie nanesena piimo na spoty kovové desky
ve dvou paralelich o rozdilném mnoZstvi nanesenych
bunék. Extrakéni metoda vyuZivala extrakci s pouZitim
ethanolu a 70% kyseliny mravenci. Mikrobidlni kultura
(cca 10 pl) byla resuspendovana ve sterilni destilované
vodé (300 pl) (vortexovani 5-10 s), smichdna s 98%
ethanolem (900 ul) (Lachner, CR) a 2x odstfedéna
(15 000 g, 2 min). Supernatant byl pokazdé peclivé odlit.
Po vysuseni na vzduchu (10 min) byla peleta bunék vor-
texovanim resuspendovdna v 70% kyseliné mravenci
(50 pl) (Sigma Aldrich, SRN), dikladné promichéana s ace-
tonitrilem (50 ul) (Sigma Aldrich, SRN) a odstfedéna
(15 000 g, 2 min). Na spoty kovové desky byly ihned nane-
seny ve dvou paralelach supernatanty (2 pl). Proteinovy
standard Bruker Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics,
SRN) byl nanéSen v paralele o objemu 1 pl. Zaschlé vzorky
(10 min) Cetné proteinového standardu byly prekryty matri-
covym roztokem (1 ul) a ponechany krystalizaci (10 min).
Matricovy roztok predstavoval nasyceny roztok (10 mg.ml™)
a-kyano-4-hydroxy kyseliny skoficové (4-HCCA; Sigma
Aldrich, USA) v 50 % acetonitrilu s 2,5 % kyseliny triflu-
oroctové (vSe: Sigma-Aldrich, SRN; slozeni 1 ml: 250 pl
sterilni destilované vody, 500 ul acetonitrilu, 250 ul 10%
kyseliny trifluoroctové), ktery se rozpoustél za intenzivniho
trepani (25 °C, 10 min).

b) Vizualizace proteinovych profili acinetobakterii

a spolehlivost metody MALDI-TOF MS

Proteinové profily byly vizualizovany s vy-
uzitim programu mMass 5 (Strohalm a kol.,
2010). Spolehlivost metody MALDI-TOF
MS byla vyjadrena v kategoriich spolehlivosti
(viz Tab. 2) zavislych na hodnoté skoére, to
znamena na hodnoté dekadického logaritmu
miry shody ziskaného proteinového profilu

izolatu

IIM-KVALII

a referencniho proteinového profilu, nabyva- GCCM
. & P\ (2 Y 4353
jiciho hodnot v rozmezi 0 (Zadna shoda) az 3 N35
(maximalni shoda). Spolehlivost se odvinula P27
predevsim od poctu proteinovych profild jed-
notlivych kmenové specifickych druhti, uve-
denych v pouzivané databédzi, a zahrnovala T
i optimalizaci procesu pripravy vzorku, vcet- 06
né kultivacnich podminek (Croxatto a kol., 09
2012). 016
073
Vysledky a diskuse 1TBX1
GTKM35
Testované kmeny acinetobakterii byly 66-
soucasti velké skupiny mikrobialnich izolatt | GTKM6,5-0

vyrobkti, rizného vyrobniho zafizeni a pomucek
pouzivanych v mlékarenském primyslu. Pro tuto praci,
podpotrenou projektem QJ1210300, bylo vybrano dvacet
pét acinetobakterovych izolatt, z nichz pro vlastni identi-
fikaci na uroven druhu bylo cilené zvoleno jedenidct kment
(deset pramyslovych izolatii a jeden sbirkovy referencni
kmen).

Mikrobidlni izolaty byly nejdfive podrobeny zakladni
fenotypové charakterizaci pomoci mikrobiologickych
a biochemickych testd. Bylo provedeno morfologické (.
makroskopické i mikroskopické) pozorovani kolonii
a bunck, a také biochemické testovani za pomoci
komer¢niho testu API 20 NE (bioMérieux, FR). Na zakladé
zjisténych vysledkt bylo predikovano, Ze se jedna o zastup-
ce bakterialniho rodu Acinetobacter.

Izolaty byly dale podrobeny stanoveni tolerance
k riznym rdstovym teplotdm, rdznym hodnotdm pH
a riznym koncentracim NaCl, také k resistenci k riiznym
antibiotikim. Vysledky téchto stanoveni nejsou v této praci
zamérné publikovany a budou soucasti dalSich plano-
vanych publikacné-presentacnich aktivit vztahujicich se
k feSené problematice acinetobakterii ve vazbé na feSeny
projekt QJ1210300.

Pro hlavni identifikaci acinetobakterovych izolatd byly
na zakladé v minulych letech uspésné a spolehlivé
uskutecnénych identifikaci jinych zdravotné i technolo-
gickych rizikovych bakteridlnich a kvasinkovych izolata
vybrany dvé sofistikované identifikacni metody. Jednak §lo
o molekularné-biologickou metodu sekvenace genového
useku 16S rRNA, jednak o fenotypovou instrumentdlni
metodu MALDI-TOF MS. Vysledky ziskané za pomoci
obou identifika¢nich metod jsou presentovany v Tab. 2.

Tab. 2 Srovnani identifikace acinetobakterovych izoldti pomoci metody
sekvenovani useku 16S rRNA a metody MALDI-TOF MS

Oznacéeni Oznaceni ldentifikace pomoci Identifikace pomoci  Vysledna
izolatu sekvenace 16S rRNA MALDI-TOF MS shoda
interni Druh Druh Spolehlivost

(skdre)
CCM A. baumanii A. baumanii +++ A
4353
(12) A. calcoaceticus A. pitii SREEE N
(14) Komplex: A. pitii +++7*
A. baumanii
kmen RS021 /
A. calcoaceticus / A. pitii
(71) A. baumanii A. baumanii Trrar A
(325) A. johnsonii A. johnsonii +++ A
(328) A. johnsonii A. johnsonii +++ A
(335) A. johnsonii A. johnsonii +++ A
(478) A. baumanii A. baumanii +4++ A
(844) A. Iwofii A. Iwofii ++ A
(907) A. johnsonii A. johnsonii Fredrer A
(1298) A. guillouiae A. guillouiae +++ A

(celkem 641 kment), které byly izolovany,
charakterizovany a identifikovdny v ramci
dvou vyzkumnych projektti. Acinetobakterie
byly ziskdny z rdznych mlékarenskych

++ ... spolehlivd rodovd a pravdépodobnd druhové identifikace, ++ + ... spolehliva rodové a druhova iden-
tifikace, A ... ano, N ... ne

* ... oznaceni izoldtu "KONBIO"

** . €len komplexu A. baumanii / A. calcoaceticus / A. pitii; nutnost provedeni metody extrakce vzorku pred
vlastni analyzou MALDI-TOF MS z diivodu spolehlivé identifikace na troven druhu

Xvil
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V pfipad€ pouziti metody sekvenovani genového useku
16S rRNA i metody MALDI-TOF MS pro identifikaci
neznamych izolatt acinetobakterii bylo zjisténo, Ze poctem
relativné malo Cetnad skupina testovanych izolatd vykazo-
vala nadmiru bohaty druhovy profil s tim, Ze bylo z této
kolekce identifikovano Sest rtiznych druhlt Acinetobacter
spp- Mezi izolaty se vyskytovaly druhy A. baumanii, A. cal-
coaceticus, A. guillouiae, A. johnsonii, A. Iwofii a A. pitii,
kmen A. pitii PM27 byl metodou sekvenace urcen jako
soucast komplexu acinetobakterii sdruzujiciho druhy
A. baumanii kmen RS021/ A. calcoaceticus | A. pitii.

Pfi srovnani vysledkt identifikace neznamych acineto-
bakterii, ziskanych s pouzitim metody sekvenace tuseku
16S rRNA a MALDI-TOF MS, lze konstatovat, Ze vSechny
testované kmeny byly identifikovany obémi metodami jak
na uroven rodu, tak na uroven druhu. Ke shodé na troven
rodu doSlo u vsech jedenécti kmen (ob€ metody), ke
shodé na tdrovenl druhu doSlo u deseti kmend z jedenacti
identifikovanych kment. Rozdilny vysledek byl zjistén
pouze u kmene N35, kdyZ byl tento pomoci sekvenace
urcen jako A. calcoaceticus a pomoci MALDI-TOF MS
jako A. pitii. Vzhledem ke skutecnosti, Ze je druh A. pitii
soucasti komplexu A. baumanii / A. calcoaceticus / A. pitii,
bylo v pfipadé nejenom kmene N35, ale i kmene PM27
nezbytné provést metodu extrakce pred vlastnim identi-
fikacni analyzou na pristroji MALDI-TOF MS z dtvodu
zajiSténi prijatelnosti identifikace na uroven druhu. V pii-
padé metody MALDI-TOF MS bylo jiz dfive zjisténo, Ze
standardné doporucovand pfima metoda naneseni vzorki
na kovovou desku nemusi byt vzdy dostate¢né vhodna pro
nékteré identifikované druhy. VyuZiti MALDI-TOF MS je
v diagnostické praxi stile limitovano relativné vysokou
pofizovaci cenou pfistroje a dostupnych komer¢nich data-
bazi Tato metoda se vSak postupné stava standardnim
vybavenim nejenom klinickych laboratofi.

Z literatury je dale znamo, Ze metoda sekvenace useku
16S rRNA byla zvolena na zakladé obecné znamé a uzna-
vané identifikacni strategie, kterd 1ika, Ze od roku 1980 se
taxonomické fazeni prokaryotnich mikroorganismu fidi
predevSim primarni strukturou genu kodujiciho 16S rRNA
(Stackebrandt a kol., 2002; Konstantinidis a Tiedje, 2005).
Vyhodou sekvenace genového tseku 16S rRNA u acineto-
bakterii je také skutecnost, Ze sekvenace tohoto useku
neprinasi problémy, coz je zapfi¢inéno mj. také tim, Ze je
ke dne$Snimu dni znidmo a taxonomicky do rodu
Acinetobacter zatazeno pouze 32 rtznych druht. Jinak je
tomu u bakterii, které jsou acinetobakteriim podobné diky
svému vyskytu, charakteristikim a biochemickym pro-
jevim, a to napf. u bakterii rodu Pseudomonas.
Pseudomonad je oproti acinetobakteriim v soucasnosti
znamo a taxonomicky zafazeno priblizné 200 rdznych
druhti, coz predstavuje obrovskou druhovou variabilitu.
U Pseudomonas spp. se tedy metoda sekvenace useku 16S
rRNA nedé pouZit a je nutné pouZzit napt. metodu MLSA
(Multilocus Sequence Analysis), coz predstavuje experi-
mentalné, ¢asové i finanéné naro¢nou analyzu.

Resenou problematiku identifikace acinetobakterii lze

uzavrit sdélenim, Ze vybér pouzitych testovanych metod,
tzn. jak metody sekvenace genového useku 16S rRNA, tak
metody MALDI-TOF MS, doplnéné o biochemické testy
API 20 NE, byl vhodny, a Ze tyto metody pfinesly zajimavé
vysledky, kterych je mozné vyuZit v kontrolné-diagnos-
tické praxi pfi vySetfovani mlékarenskych surovin, vyrobk
a vyrobniho zafizeni, s cilem G¢inné eliminovat populaci
technologicky rizikovych bakterii rodu Acinetobacter,
majici nepfimy negativni dopad i na lidské zdravi.

Zavéry

S pomoci obou pouzitych identifikacnich metod, tzn. geno-
typové metody sekvenace useku 16S rRNA a fenotypové
metody MALDI-TOF MS, se podatilo identifikovat techno-
logicky rizikové izolaty acinetobakterii, izolované z mlé-
karenskych vyrobkd a vyrobniho zafizeni aZ na druhovou
uroven. Mezi identifikovanymi izolaty figurovalo Sest
rznych druhd Acinetobacter spp.: A. baumanii, A. cal-
coaceticus, A. guillouiae, A. johnsonii, A. lwofii a A. pitii.

Vysledky ziskané s pouzitim metody sekvenovani lze
povazovat za vysledky jednoznacné, poskytované se 100 %
jistotou, které mohou byt zvefejnény do 72 h od zacatku kul-
tivace kmend, pres izolaci chromozomalni DNA, amplifikaci
prislusnych genti a precisténi DNA, az po vlastni sekvenovani
konkrétniho useku genti. Tuto metodu 1ze hodnotit jako meto-
du rychlou, vysoce citlivou, vyuZivajici k analyze stopova
mnozstvi DNA, a hlavné bezproblémovou. Vysledky ziskané
s pouzitim fenotypové metody MALDI-TOF MS také
potvrdily vhodnost této metody pro identifikaci acinetobak-
terii. Vysledky lze povaZovat za vysledky poskytujici
spolehlivou rodovou a druhovou identifikaci acinetobakterii.
Vyhodou této metody je moznost rychlé analyzy relativné
velkého poctu vzorkd, navzdory vysoké porizovaci cené
pristroje a zpoplatnéni referenc¢nich databazi.

Zkusenosti ziskané z této prace mohou byt aplikovatelné
nejenom v mlékarenské potravinafské vyrobni praxi, ale
i v jinych oblastech potravinarského prumyslu, pfi cileném
zajiStovani zdravotni bezpecnosti a pozadované jakosti
vyrabénych potravinarskych vyrobki.

Podékovdni

Tato prace byla podpofena Ministerstvem zemédélstvi
Ceské republiky, Narodni agenturou pro zemé&d&lsky
vyzkum, projektem QJ1210300 - Systémy jiSténi kvality
a bezpecnosti mlékarenskych vyrobkti vhodnymi metoda-
mi aplikovatelnymi v praxi (2012-2016, MZE/QJ), v pro-
gramu QJ - Komplexni udrzitelné systémy v zemédélstvi
2012-2018 "KUS" (2012-2018).
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Potravinarska komora Ceské republiky

Ceska technologicka platforma pro potraviny

vyhlasuji druhy ro¢nik soutéze

CENA PREZIDENTA POTRAVINARSKE KOMORY CR
O NEJLEPSI INOVATIVNI POTRAVINARSKY VYROBEK

Cilem této soutézZe je podpora ¢eskych potravin a jejich vyrobct
a predevsim vyzvednuti ¢eskych inovativnich potravinarskych vyrobkd.
Prostrednictvim této soutéze bychom zaroven radi inspirovali
ostatni potravinarské spolecnosti k inovativnimu pfistupu k praci.

Prinlaseni vyrobk( do soutéze bude probihat od 31. 3. do 30. 6. 2015.

Podrobné informace o soutéZi najdou zajemci na strankach
Potravinarske komory Ceskeé republiky.
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