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Identification of food industrial isolates
of the Acinetobacter genus using

the PCR method with originally designed
genus-specific primers

Abstrakt

Buriky rodu Acinetobacter tvoii gramnegativni, nesporu-
lujici, nepohyblivé, enkapsulované kokobacilové ty¢inky se
striktné aerobnim metabolismem. Nejcastéji se vyskytuji
ve vodé nebo v pudé, ovsem nalézany jsou také v potravi-
nafskych surovinach a vyrobcich, v€etné lidskych zdroja.
V mlékarenském primyslu maji statut technologicky
rizikovych bakterii zpusobujicich rizné senzorické vady
a texturni defekty vyrobku typu mléko UHT, brynza, syry
bilé zrajici v solném nélevu a jiné. U imunokompromito-
vanych jedinci predstavuji zdvazné zdravotni riziko ¢asto
spojované s nozokomidlnimi infekcemi. Acinetobakterie
mohou byt identifikovdny s vysokou spolehlivosti na
drovent rodu s vyuZzitim rdznych modernich molekuldrné
biologickych metod. Tato prace byla vénovana identifikaci
acinetobakterii, izolovanych z mlékarenskych surovin

a vyrobkd, véetné vyrobniho zafizeni a pomtcek pomoci
metody polymerazové fetézové reakce (PCR) s vyuzitim
novych, originalné navrzenych, rodové-specifickych
primertt AcinetoForl a AcinetoRevl. Ziskané vysledky
mohou byt uZziteéné pii screeningovém zajistovani hygie-
nické arovné nejenom mlékarenskych, ale i jinych potravi-
narskych vyrob s ohledem na eliminaci vyskytu rizikovych
acinetobakterii.

Klicova slova: acinetobakterie, rod Acinetobacter, tech-
nologické riziko, zdravotni riziko, mlékarenské suroviny
a vyrobky, vyrobni zafizeni a pomticky, identifikace, meto-
da PCR, rodové-specifické primery.

Abstract

Bacteria of the Acinetobacter genus belong to the Gram-
negative, non-spore-forming, non-motile, encapsulated
coccobacilli rods with strictly aerobic metabolism. There
are important soil and water bacteria with occurrence in
raw food materials and food products, including human
sources also. These bacteria represent a significant techno-
logical risk in the dairy industry where causing different
sensory problems and texture defects in final products as
are UHT milk, May bryndza cheese, brined cheeses and the
others. They represent serious health risk bacteria causing
in immunocompromised individuals mostly nosocomial
infections. Acinetobacteria can be identified with high
reliability at the genus level using different modern mole-
cular-biological methods. This work was aim at the identi-
fication of acinetobacteria, which were isolated from raw
dairy materials and products including production facilities
and aids, using the polymerase chain reaction (PCR)
method with new originally designed genus-specific
primers AcinetoForl and AcinetoRevl. Obtained results
may have been useful for screening assurance hygienic
level of not only dairy productions, but also others food
productions, in connection with elimination of occurrence
of risky acinetobacteria.

Key words: acinetobacteria, Acinetobacter genus, tech-
nological risk, health risk, raw dairy materials and pro-
ducts, production facilities and aids, identification, PCR
method, genus-specific primers.

Uvod

Burtiky rodu Acinetobacter tvoti gramnegativni, nesporu-
lujici, nepohyblivé, nefermentujici, enkapsulované
kokobacilové, striktné aerobni tyCinky (Doughari a kol.,
2011). Nejcasteji se vyskytuji v pfirodnich zdrojich typu
puda a voda (Krizova a kol., 2014), nalézany jsou také
v potravinafskych surovinich a vyrobcich (Percival a kol.,
2014), na vyrobnim zafizeni (Hamouda a kol., 2011), vcet-
né lidskych zdroji (Tamang a kol., 2014). V mlékarenském
primyslu maji statut technologicky rizikovych bakterii
zpusobujicich rizné senzorické vady a texturni defekty
koncovych vyrobki (Pangallo a kol., 2014). U imunokom-
promitovanych jedinci pfedstavuji zavazné zdravotni
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riziko nejcastéji spojované s nozokomidlnimi infekcemi
(Nemec, 2004; Votava, 2005; Peleg a kol., 2008).

Dle soucasné platné taxonomie je heterogenni skupina
acinetobakterii fazena sestupné do domény Bacteria, oddéleni
Proteobacteria, tfidy Gammaproteobacteria, fadu Pseudo-
monadales, celedi Moraxellaceae, rodu Acinetobacter.
Posledni skupina sdruzuje v soucasnosti 32 znamych druhi,
mezi které Ize fadit Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus a Acinetobacter haemolyticus, predstavujici
druhy klinického vyznamu (Doughari a kol., 2011).

Acinetobakterie mohou byt vhodné identifikovany
s vysokou spolehlivosti a reprodukovatelnosti na troven
rodu ¢i druhu pomoci riznych genotypovych metod.
Obecné je jejich identifikace zaloZzena na odliSnostech
v sekvenci DNA. Implementace molekularné biologickych
technik do vyzkumnych laboratofi prispiva k vyznamnému
zlepseni identifikace druhtt Acinetobacter spp. (Al Altrouni
a kol., 2016). Tyto moderni techniky mohou také vyznam-
né prispét k epidemiologickym studiim sporadickych
pripadil vzniku a Sifeni infekci v nemocnicich, které jsou
spojovany pravé s bakteriemi rodu Acinetobacter (Vila
a kol, 1989; Struelens a kol., 1993).

V soucasné dobé je nejcastéjSim zplisobem genotypické
identifikace acinetobakterii sekvenovani genu kodujiciho
syntézu 16S rRNA. Produkt tohoto genu, dlouhého 1500 nuk-
leotidd, tvofi s dal$imi pfiblizné 30 proteiny malou ribozo-
malni podjednotku 30S. Dalsi moznosti identifikace je sekve-
novéani genu B-podjednotky RNA polymerasy (rpoB) s vyu-
zitim metody DGGE (Deperrois-Lafarge a Meheut, 2012;
Gurung a kol., 2013). K dalSim metoddm se da fadit metoda
MLST (Ecker a kol., 2006) ¢i sekvencni analyza spaceru
oblasti 16S-23S rRNA (Chang a kol., 2005). Tyto metody maji
vSak i nékteré nevyhody, které relativné limituji jejich vyuZiti
v potravinarské, respektive v mlékarenské, primyslové praxi
z divodu pracnosti, ¢asové narocnosti, sloZitosti a vysokych
porizovacich ndkladd pfi zavadéni metodiky (Soo a kol.,
2013). Z dalSich vhodnych genotypovych metod lze déle
zvazovat pouziti metod: AFLP, ARDRA, hybridizace DNA-
DNA, LAMP, ribotypizace, PCR v riznych modifikacich
a jinych metod (Liu, 2011; Al Altrouni a kol., 2016).

K vhodnym fenotypovym metoddm se pro identifikaci
acinetobakterii daji radit metody: biotypizace, serotypi-
zace, fagové typizace (Bergogne-Berezin a Towner, 1996),
MALDI-TOF MS (Croxatto a kol., 2012) a jiné.

Cilem této prace byla identifikace acinetobakterii, izolo-
vanych z mlékarenskych surovin a vyrobkl véetné vyrob-
niho zafizeni a pomticek pomoci metody PCR s vyuzitim
novych, origindlné navrzenych, rodové-specifickych
primerti AcinetoForl a AcinetoRevl, po jejich predchozi
pre-identifikaci/identifikaci.

Material a metody

Izolace bakterii 7 mlékdrenskych surovin
a vyrobku, vyrobniho zarizeni a pomiicek

Testované bakterie byly izolovany ze syrového mléka,
z riznych mlékarenskych vyrobkd (napf. z bilych syrd zra-

jicich v solném nélevu, ze solnych nalevid, z mléka UHT),
dale z vyrobniho zafizeni (napf. ze zafizeni pro zpracovani
syfeniny) a pomticek (napf. z tkanin, konkrétné plachetek
pro odkapani syrovatky ze syfeniny). Pro primarni zachyt
a kultivaci izolatt byla pouZzita plotnova metoda s vyuzitim
rustu bakterii na riznych agarovych rastovych médiich
(izolace byly provedeny na pracovisti VUM s.r.o., Praha).
Pro naslednou identifikaci byl pro rast bakterii pouZit
Columbia agar s 5 % (obj.) berani krve (Bio-Rad, USA).

Kultivace a biochemickd identifikace bakteridlnich
izoldtii

Bakterialni izolaty byly inokulovany frakcionovanym
roztérem na povrch Columbia agaru s 5 % (obj.) berani
krve a nésledné kultivovany pri teploté 37 °C (sbirkovy
izolat) nebo pfi teplotach 30 °C a 25 °C (pramyslové izola-
ty), po dobu 24 h, aerobné. Izolaty byly nasledné podrobe-
ny makroskopickému vyhodnoceni kolonii narostlych na
povrsSich Petriho misek, Gramovu barveni, mikroskopické-
mu pozorovani bunék s vyuZitim optického mikroskopu
DFC 320 (Leica, SRN), a také identifikaci pomoci bio-
chemického testu API 20 NE (bioMérieux, FR). Izolaty
dobfe rostly také v tekutém rtstovém Trypton-sdjovém
bujénu (tj. v bujéonu z kaseinového a séjového peptonu
uréeného pro mikrobiologii) (Merck KGaA, SRN), pfi
teploté 37 °C nebo 30 °C nebo 25 °C dle charakteru izolati
(viz vyse), po dobu 18 h, za aerobnich podminek.

Izolace chromozomdlni DNA 7 bakteridlnich
izoldtu - acinetobakterii

Izolace chromozomdlni DNA z testovanych izolatd
acinetobakterii probihala pomoci komercni soupravy
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, SRN) s vyuZitim
enzymatické lyze. Cerstvé narostlé kmeny byly (po aerob-
ni kultivaci v Trypton-sdjovém bujoénu, pfi individudlnich
rastovych teplotich pro konkrétni kmeny, za 18 h)
odstfedény (4 550 g, 10 min, 4 °C) a jejich buriky byly
promyty ve sterilni destilované vodé (1 ml). Buiky byly
nasledné podrobeny lyzi. Uvolnénd DNA byla poté
podrobena reakci s 98 % ethanolem (-20 °C) a nakonec
CiSténa a promyta pomoci pufrl, které byly soucésti
komer¢ni soupravy DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
SRN). Poslednim krokem byla eluce DNA na membranéch.
Pro zvyseni vytézku byl zopakovan elu¢ni krok. DNA byla
skladovana pii teploté -20 °C.

Ovérent kvality a mnoZstvi chromozomdlni DNA
izolované z bakteridlnich izoldtu - acinetobakterii

Kvalita a mnozstvi chromozomalni DNA, izolované
z testovanych izolat acinetobakterii, byly ovéfovany elek-
troforeticky. Na gel byly nanaseny vzorky DNA (5 pl). Jako
standard byl pouZzit GeneRuler DNA Ladder Mix (5 pl)
(Thermo Scientific, USA). Kontrolni elektroforéza byla
provedena v 1 % (hm.) agarosovém gelu, pfi konstantnim
napéti 60 V. Doba elektroforézy se liSila podle pouZzité
velikosti gelu (byly nality dvé rizné velikosti geld) a pfi-
bliZzné se pohybovala v rozmezi 75-90 min.
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fenotypové metody MALDI-TOF MS

Pre-identifikace acinetobakterovych izolati byla
uskutecnéna v obdobi let 2014-2015 pomoci fenotypové
instrumentdlni metody MALDI-TOF MS, v modifikaci
(Svirakov4 a kol., 2015a). K identifikaci byl pouZit pfistroj
Bruker Autoflex Speeds s vyuZitim komercni databize
MALDI Biotyper 3.0, spolu s metodami doporucenymi
vyrobcem (Anonymous, 2016). Nasledovala vizualizace
proteinovych profili acinetobakterii pomoci programu
mMass 5 (Strohalm a kol., 2010).

Drivejsi identifikace acinetobakterii pomoci
genotypové metody sekvenovdni tiseku 16S rDNA

Identifikace acinetobakterovych izolati byla uskutecné-
na v obdobi let 2014-2015 pomoci genotypové metody
sekvenovani dseku 16S rDNA, v modifikaci dle internich
pracovnich navodu Strediska sekvenovani DNA, Mikro-
biologického tstavu AV CR, v. v. i. (Svirdkovd a kol.,
2015a). K identifikaci byla pouzita tradi¢ni Sangerova
sekvenacni metoda (Sanger a kol., 1977) nazyvana také
jako "dideoxy" metoda (Rédei, 2008). Sekvenovani
probihalo na vysoce vykonném sekvenitoru ABI PRISM
3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, Hitachi;
nyni Life Technologies) béhem celkem 35 cykld s pouzitim
univerzalnich primert pro genovy tsek 16S rDNA u acine-
tobakterii.

Novd identifikace acinetobakterii pomoci metody
PCR s origindlné navrienymi rodové-specifickymi
primery béhem roku 2015
Specifikace PCR reakcni smési

PCR byla provedena v objemu 50 pl a obsahovala 25 pl
Combi PPP Master Mixu (Top-Bio, CR), 20 pl deminerali-
zované vody, 2 pl kazdého primeru (10 pmol.I"") (vZdy byl
pouzit jeden forwardovy a jeden reverzni primer) a 1 ul roz-
toku DNA (ktery obsahoval 50-100 ng chromozoméalni
DNA, a to jak referencnich sbirkovych kment, tak kmeni
izolovanych z prostiedi mlékarenského pramyslu, které
predstavovaly rizné bakteridlni druhy rodu Acinetobacter;
a ktery déle obsahoval chromozomalni DNA izolovanou
z ostatnich kmenu pfipadné se vyskytujicich v mlékaren-
skych surovinich a vyrobcich, véetné vyrobniho zafizeni).

Upravené podminky PCR s rodové-specifickymi
primery

Podminky ptivodni PCR byly upraveny na
nasledujici findlni: pocateéni denaturace probihala

Nazev

Kontrolni elektroforéza finalnich PCR produktia

Elektroforéza zde byla pouzita jako separacni technika,
zaloZena na separa¢nim principu nabitych molekul v elek-
trickém poli. Na zakladé elektroforetického gelu demon-
strujiciho gradient PCR byly upraveny podminky PCR tak,
aby byla reakce co nejvice specificka. Kontrolni elektro-
foréza byla provedena v 1% (hm.) agarosovém gelu, pfi
konstantnim napéti 60 V, béhem 75-90 min. Byl pouZit
standard o znamé velikosti (GeneRuler DNA Ladder Mix,
Thermo Scientific, USA).

Oveérent podminek PCR na smésich
chromozomdlnich DNA izolovanych z ruznych
bakteridlnich kmenii

Podminky PCR byly nésledné ovétfeny na smésich chro-
mozomalnich DNA izolovanych z rGznych bakteridlnich
kmentd. Celkem bylo pouzito 10 rtiznych smési chromo-
zomalnich DNA, z nichz kazda obsahovala chromozomal-
ni DNA o koncentraci 50-100 ng a pochézela z 5 riznych
kment, a to jak rodu Acinetobacter, tak jinych bakteridlnich
rodd. Jednotlivé negativni kontrolni kmeny jsou uvedeny
v Tab. 2. Jednotlivé pozitivni kontrolni kmeny jsou uvede-
ny v Tab. 3. Smési bakteridlnich kmenli jsou uvedeny
v Tab. 4. Pro ovéfeni metody byly findlni produkty PCR
precistény a sekvenovany kitem ABI PRISM BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA). Produkty
sekvenacni reakce byly podrobeny analyze na genetickém
analyzitoru ABI PRISM 3130xl DNA. Ziskané sekvence
byly porovnany s databazi NCBI, ktera potvrdila pfitom-
nost chromozomalni DNA rodu Acinetobacter ve smésich
bakteridlnich kmeni.

Vysledky

Vysledky této prace se tykaji genotypové identifikace
10 potravinarskych pramyslovych izolatl rodu Acinetobacter;
které byly izolovany z mlékarenskych surovin a vyrobku,
a také z vyrobniho zafizeni a pomucek, pomoci klasické
metody PCR s vyuzitim novych, origindlné navrzenych,
rodové-specifickych primeri AcinetoForl a AcinetoRevl
béhem roku 2015, a to po jiz dfive uskutecnéné pre-identi-
fikaci a identifikaci téchto izolati béhem obdobi let 2014-
2015, které jsou souhrnné komentovany dale.

Tab. 1 Nové, originalné navrzené, rodové-specifické primery pro rod
Acinetobacter*

Sekvence Obsah
oligonukleotidu G+C
(5--3) (%)

Teplota tani
primeru
Tn (° C)

pfi teploté¢ 95 °C po dobu 5 min a nasledovalo | AcinetoFort GGT-GAG-TAA-TRC-TTA-GGA-ATC-TG 39,1 52,1
39 cyklu s nasledujicim amplifikacnim profilem: | AcinetoFor2 GGT-AAA-GGC-CTA-CCA-AGG-CGA-CG 60,8 71,9
95 °C po dobu 45 s (denaturace), 67 °C po dobu AcinetoRev1 GTA-TTC-ACC-GCG-GCA-TTC-TGA-TC 52,1 70,3

AcinetoRev2 GAT-CCG-CGA-TTA-CTA-GCG-ATT-CC 52,1 68,4

45 s (nasedani primert), 72 °C po dobu 90 s (pro-

dluzovani fetézce); kone¢né prodluzovani fetézce
probihalo pri teploté 72 °C po dobu 5 min. PCR
byla ukoncena pfti teploté¢ 4 °C. Podminky této
PCR byly testovany na riiznych kmenech bakterii
rodl Acinetobacter a Pseudomonas.

* Névrh primeri: Dr. Jirgen Felsberg, CSc. & Ing. Markéta Jelinkova, Ph.D. (Mikrobiologicky

ustav AV CR, v. v. i., Stredisko sekvenovédni DNA) (Svirdkova a kol., 2015b)

Poznamka: Primery pouZité pro experimenty byly oznageny podle zkratek a symbol(i nomen-

klatury nukleotiddi (Abbreviations and Symbols for Nucleic Acids, Polynucleotides
and their Constituents) IUPAC-IUB vydané Komisi pro biochemickou nomenklatu-
ru (CBN) (IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature) (Cornish-
Bowden, 1985).
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Tab. 2 Negativni kontrolni kmeny pro ovéreni podminek PCR

Nazev Kodove Kultivacni
bakterialniho oznaceni podminky:
kmene kmene médium,
teplota
1 Lactobacillus acidophilus ATCC 314 MRS, 37 °C
2 Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 MRS, 37 °C
3 Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 MRS, 37 °C
subsp. bulgaricus
4 Lactobacillus gasseri CCM 7009 MRS, 37 °C
ATCC 33325
5 Lactobacillus helveticus ISLC5 MRS, 37 °C
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 MRS, 37 °C
7 Lactobacillus casei CCM 7089 MRS, 37 °C
subsp. casei ATCC 334
8 Lactobacillus casei Lafti L26 MRS, 37 °C
subsp. paracasei
9 Streptococcus thermophilus CNRZ 1066 M17, 30 °C
10 Escherchia coli CCM 4517 TSB, 37 °C
ATCC 8739
11 Staphylococcus aureus CCM 4516 TSB, 37 °C
ATCC 6538
12 Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 TSB, 37 °C
ATCC 9027
13 Pseudomonas fragi CCM 1974 TSB, 30 °C
ATGC 4973
14 Pseudomonas lundensis CCM 3503 TSB, 25°C
ATGC 49968
15 Serratia marcescens CCM 303 TSB, 30°C
ATCC 13880
16 Enterobacter cloacae CCM 1903 TSB, 37 °C
ATCC 10699
17 Bacillus subtilis CCM 1999 | Bacillus médium,
ATCC 6633 30°C
18 Enterococcus faecalis GCM 4224 BHI, 37 °C
ATCC 29212
19 Streptococcus pyogenes GCM 4425 M17, 37 °C
20 Streptococcus agalactiae CCM 6187 M17, 37 °C
21 Pseudomonas alcaligenes CCM 2655 TSB, 30 °C
ATCC 14909
22 Enterobacter aerogenes CCM 3994 TSB, 37 °C
23 Burkholderia cepacia CCM 2656 TSB, 30°C
ATCC 17759
24 Citrobacter freundii CCM 4475 TSB, 37 °C
25 Micrococcus luteus CCM 169
ATGC 15307 TSB, 30 °C
26 Pseudomonas fluorescens CCM 2115 TSB, 30°C
ATCC 13525

MRS... bujon MRS, M17...bujén M17, TSB... Trypton-sdjovy bujon,
BHI... bujon BHI, Bacillus médium... médium 10 - Bacillus médium
(vSechna média: MERCK, KGaA, SRN)

Historie pre-identifikace a identifikace testovanych
acinetobakterii

Kolekce testovanych kmenti acinetobakterii byla
v dfivéjSim obdobi, konkrétné béhem let 2014-2015,
podrobena pre-identifikaci pomoci fenotypové metody
MALDI-TOF MS a spolehlivé identifikaci pomoci genoty-
pové metody sekvenovani useku 16S rDNA. Vysledky
ziskané pomoci obou metod byly témér totozné. K identi-
fikac¢ni shodé doslo u 9 kmeni z celkovych 10 testovanych
kment na spolehlivé druhové identifika¢ni drovni. Bylo
konstatovano, Ze pouze jeden izolat N35 patfil do kom-
plexu Acinetobacter baumannii - Acinetobacter calcoaceti-

Tab. 3 Vybrané pozitivni kontrolni kmeny pro ovéreni

podminek PCR

Cislo Nazev Kodové Kultivaéni
kmene bakterialniho oznaceni podminky:
kmene kmene médium,

teplota

1A Acinetobacter baumannii CCM 4353 TSB, 37 °C
2A Acinetobacter guillouiae 1298 TSB, 37 °C
3A Acinetobacter baumannii 71 TSB, 37°C
4A Acinetobacter johnsonii 328 TSB, 37 °C
5A Acinetobacter johnsonii 335 TSB, 37 °C
6A Acinetobacter johnsonii 907 TSB, 37 °C
7A Acinetobacter baumannii 478 TSB, 37 °C

TSB... Trypton-séjovy bujén (MERCK, KGaA, SRN)

cus - Acinetobacter pittii, ktery nebylo snadné jednotné
identifikovat. Zavérem bylo uvedeno, Ze mezi identifiko-
vanymi izolaty bylo zjisténo 6 rGznych druhd Acine-
tobacter spp.: Acinetobacter baumanii, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter guillouiae, Acinetobacter
Jjohnsonii, Acinetobacter Iwofii a Acinetobacter pitii
(Svirdkova a kol., 2015a).

Nejnovéjsi identifikace testovanych acinetobakterii

Na pre-identifikace a identifikace testovanych acineto-
bakterii béhem obdobi let 2014-2015 bylo v roce 2015
navazano novou experimentalni identifikaci testovanych
izolath acinetobakterii pomoci dalSi genotypové metody,
tentokrat pomoci klasické metody PCR s novymi, original-
né navrzenymi, rodové-specifickymi primery.

Ndvrh novych, rodové-specifickych primerii pro
metodu PCR, pro identifikaci acinobakterii

Z védecké databaze Narodniho centra pro biotechnolo-
gické informace (NCBI, National Center for Biotechnology
Information, Bethesda MD, USA) byly ziskany sekvence
useku gend 16S rDNA pro 29 kmeni acinetobakterii. Za
pouziti metody Multiple Sequence Alignment (MSA) byly
pomoci genetickych algoritmt a pfi porovnani s programem
Clustal W (Larkin a kol., 2007) tyto sekvence porovnany
a byly hledany oblasti, které spliiovaly nize uvedena kritéria

Tab. 4 Smési obsahujici rizné bakteridlni kmeny* pro
ovéreni podminek PCR

0Oznaceni Smés bakterialnich Poznamka

smési kmenti
1 1+10+20+25+3A Smés PB
2 2+11+21+26+19 Smés NB
3 3+12+22+11+ 20 Smés NB
4 4+13+23+12 + 21 Smés NB
5 5+ 14 +24+13+22 Smés NB
6 6+15+14+23 +3 Smés NB
7 7+16+15+24+4 Smés NB
8 8+17+16+25+5 Smés NB
9 9+ 18 + 17 + 26 + 6A Smés PB
10 10+19+18+1+2 Smés NB

* .. smési bakteridlnich kmen( byly pfipraveny o celkovych objemech
po 100 wl, kazdy konkrétni kmen byl pripraven o objemu po 20 pl,
PB... pozitivni bakterialni kmeny, NB... negativni bakteridlni kmeny.
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Finalni 3000
PCR produkty

100 el

Obr. 1 Elektroforeticky gel s finalnimi PCR produkty
(o velikosti 1247 bp) pro 10 smési obsahujicich
rizné bakteridlni kmeny (viz Tab. 4); pouZité
primery: AcinetoFor1+AcinetoRev1; pozice vzorku:
1 aZ 10) smési riznych bakteridlnich kmenu
(smési 1 a 9 obsahovaly chromozomalni DNA
bakterii rodu Acinetobacter); St) standard GeneRuler
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, USA).

ve vazbé na takzvana "Obecna pravidla pro design primera"
(Sambrook a Russel, 2001).

Bylo navrzeno, Ze hledané genové oblasti useku genil
16S rDNA by: a) mély vykazovat v ramci rodu Acineto-
bacter co nejvyssi homologii, b) nemély obsahovat Zadné
sekundarni struktury, c) mély byt od sebe vzdalené
miniméalné 800 nukleotidl, d) mély mit vyvaZeny obsah
nukleotidi G+C, a tim i podobnou teplotu tini Tm
(melting temperature), e) navrzené primery nemély byt
delsi nez 25 nukleotidl. Individudlné navrzené rodove-
specifické primery pro genotypovou identifikaci bakterii
rodu Acinetobacter pomoci metody PCR jsou uvedeny
v Tab. 1.

Oveérent podminek PCR na smésich
chromozomdlnich DNA izolovanych z riznych bak-
teridlnich kmenu

Pro ovéfeni podminek nové navrzené PCR byly
testovany smési chromozomalnich DNA izolovanych
z ruznych bakteridlnich kment. Negativni kontrolni kmeny
jsou uvedeny v Tab. 2, pozitivni kontrolni jsou uvedeny
v Tab. 3. a smési kmenti obsahujici rizné bakteridlni kmeny
jsou uvedeny v Tab. 4. Graficky vysledek z elektroforézy
findlnich PCR produktli u vySetfovanych 10 heterogennich
bakteridlnich smési je demonstrovan na Obr. 1.

Individualita novych, rodové-specifickych, primeru
pro metodu PCR

Rodové-specifické primery AcinetoForl, AcinetoFor2,
AcinetoRev1 a AcinetoRev2 byly pro detekci bakterii rodu
Acinetobacter navrzeny individualné a na zakladé srovnani
sekvenci genovych usekt oblasti 16S rDNA 29 riznych
bakterialnich kment rodu Acinetobacter. Tyto primery
byly pouZzity pro PCR jednak s kmeny rodu Acinetobacter,
jednak s bakteridlnimi kmeny, které se prediktivné mohou
vyskytovat v mlékdrenském vyrobnim prostfedi (napf.
rody: 1. Bacillus, r. Burkholderia, t. Citrobacter, 1. Entero-

bacter, 1. Escherichia, r. Lactobacillus, r. Micrococcus,
r. Pseudomonas, r. Serratia, . Staphylococcus a r. Strepto-
coccus).

Finalni PCR produkty, odpovidajici velikosti PCR produk-
ti vznikajicich pri béZnych teplotach nasedani primera (tzn.
pfi teplotich v rozmezi 55-60 °C), byly pfitomny u vsSech
testovanych kment. Optiméalni teplota nasedani primert byla
proto testovana pomoci gradientové PCR s teplotou nasedani
primert v rozmezi teplot 60-70 °C. Jako optimalni teplota
pro nasedani primert byla vybrana teplota 67 °C.

Pfi pouziti primerti AcinetoForl+AcinetoRevl byly
zjiStény zretelné findlni PCR produkty o velikosti 1247
nukleotidi, a to u vSech pouzitych kment bakterii rodu
Acinetobacter s dovétkem, Ze u ostatnich pouzitych kment
zadné produkty PCR pfitomny nebyly.

Pfi pouziti ostatnich dvojic primert (AcinetoForl+
AcinetoRev2, AcinetoFor2+AcinetoRevl a AcinetoFor2+
AcinetoRev2) byly i pfi takto vysoké a selektivni teploté
nasedani primeru pritomny PCR produkty, a to i u kment
jinych neZ rodu Acinetobacter. Slo predevsim o kmeny
rodu Pseudomonas.

Zaver

Zaveérem je mozné konstatovat, Ze noveé navrzené rodoveé-
specifické primery AcinetoForl+AcinetoRevl jsou pro
genotypovou identifikaci bakterii rodu Acinetobacter
100 % specifické. Primery jsou vhodné pro klasickou
metodu PCR s jejim vyuZitim obecné v kontrolnich labora-
totich, ve védecko-vyzkumnych laboratotich, v kontrolnich
laboratofich dozorovych organil, véetné zkusebnich labora-
tofi poskytujicich klientim analyzy formou sluZeb.
Zjisténé vysledky této prace mohou byt aplikovany pfi jed-
norazovém i screeningovém zajiSfovani zdravotni bezpec-
nosti, technologické nerizikovosti a pozadované jakosti
vyrabénych potravinafskych surovin a vyrobkl, vcetné
mlékarenskych, pfi cilené eliminaci bakterii rodu
Acinetobacter.
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MODELOVY RUST
LISTERIA MONOCYTOGENES
NA POVRCHU ZRAJICiCH SYRU

Tereza Gelbi¢ovd, Rendta Karpiskova
Wzkumny ustav veterinarniho Iékarstvi, v. v. i.

Growth model of Listeria monocytogenes
on the surface of ripened cheeses

SOUHRN

Zrajici syry patfi mezi nutricné bohaté, ale z pohledu
mozné kontaminace L. monocytogenes, vysoce rizikové
potraviny. Cilem studie bylo provést modelovy pokus rtstu
L. monocytogenes na povrchu syri zrajicich pod mazem.
Po inokulaci zrajicich syra byly sledovany pocty L. mono-
cytogenes na povrchu syri béhem doby jejich udrZnosti.
Testované zrajici syry byly na zdkladé hodnoty pH
zatazeny do skupiny potravin podporujicich rast L. mono-
cytogenes. Vysledky modelového pokusu toto zarazeni
potvrdily. Pfi vychozi kontaminaci log 4 KTJ/10 cm?* doslo
ke zvySeni poctu L. monocytogenes o jeden logaritmus
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