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I. CIL METODIKY

Cilem predklddané certifikované metodiky je navrzeni metody podminek
polymerazové fetézové reakce (PCR), konkrétné rodove specifickych primert designovanych
se znalosti sekvence genové oblasti 16S rRNA, kterda umoziuje zjistit pfitomnost bakterii rodu
Acinetobacter, izolovanych primarn¢ ve formé kolonii z tekutych i pevnych mlékarenskych
vyrobkd, véetné kontaminovaného mlékarenského vyrobniho zatizeni a pomticek.

II. VLASTNI POPIS METODIKY
A) UVOD

V mlékarenském primyslu se Casto vyskytuje mikrobialni kontaminace zplisobena
riznymi nepatogennimi mikroorganismy, mezi které patii naptiklad 1 bakterie rodu
Acinetobacter spadajici do skupiny technologicky rizikovych mikroorganismd, které
negativné ovliviiuji chut’, viini i texturu mlé¢nych vyrobkd. Bakterie rodu Acinetobacter patii
do skupiny gramnegativnich, nesporulujicich, nefermentujicich, striktné¢ aerobnich bakterii.
Ptedstavuji dulezité pidni a vodni bakterie s Sirokym vyskytem v pfirod€, potravinaiskych
surovinach, potravinach a lidskych zdrojich. Acinetobakterie ptedstavuji zdravotni riziko
u imunokompromitovanych jedincli, nejcastéji ve form€ nozokomidlnich infekei.
V mlékarenském primyslu jsou technologicky rizikové a zplsobuji zde vazné problémy
ve spojitosti s mnoha senzorickymi a texturnimi vadami vyrobk, naptiklad s bombazovanim
mlék UHT.

Klasické mikrobiologické metody stanoveni bakterii rodu Acinetobacter, které
vyuzivaji schopnosti jejich rtstu na selektivnich médiich, nejsou bohuzel dostatecné
spolehlivé (Quigley a kol., 2013). Vhodnym feSenim spolehlivé identifikace acinetobakterii
jsou molekularné-biologické metody, konkrétné metoda polymerazové fetézové reakce (PCR)
vyuzivajici rodové nebo druhové specifické primery. Acinetobakterie mohou byt takto
identifikovany relativné rychle a pfedevsim s vysokou spolehlivosti.

B) SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V potravinaitském primyslu se mezi technologicky rizikové bakterie fadi 1 bakterie
rodu Acinetobacter, které se podileji na vzniku senzoricky a texturné nestandardnich vyrobk,
mezi které se Casto fadi 1 vyrobky mlékarenské (napt. syrové mléko, mléko UHT a rizné
druhy syri). Acinetobakterie jsou klasifikovany jako (nizkostupfiové) primérni patogeny
a fadi se mezi oportunni patogeny. V nemocni¢nim prostiedi, kde se mnohdy objevuje jejich
rezistence vUu¢i antibiotikiim, jsou Casto rozsifené. Zejména druhy Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter nosocomialis a Acinetobacter pittii  predstavuji  zdravotni  riziko
u imunokompromitovanych jedincl, u kterych zplisobuji nozokomidlni infekce (napft.
pneumonii, infekci urologického traktu a mékkych tkani, nemoci krve) (Nemec, 2004,
Votava, 2005). Infekce, zplisobené acinetobakteriemi mimo nemocnicni prostiedi jsou
ojedinélé a tykaji se predevSim osob s rizikovymi faktory (napf. alkoholismus, koufeni,
chronické zanéty dychacich cest) u nichz umrtnost 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 ptispiva k adhezi bakterii na povrch, pronikani
k hostitelskym buiikdm a ziskavani zeleza z hostitelského prostfedi (Percival a kol., 2014).
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Acinetobakterie se pfirozen¢ nachazeji v piid¢, ve vodé, na rostlindch, na Zivoc¢isnych
hostitelich. Piedstavuji ubikvitni, saprofytické, bakterie, které jsou Casto izolovany z pudy,
ze sladkovodni i motské vody, z usti fek ¢i kanalizaci. Nachazeji se témeét u vSech druhi
ovoce, zeleniny a obilovin, a také v surovinach zivoc¢iSného ptivodu (napi. v mléce, mase,
masnych vyrobcich) (Hamouda a kol., 2011). Mohou zpisobovat kontaminaci vody
a potravin (Percival a kol., 2014), a také nevhodné skladovanych potravinaiskych obali;
zdrojem jejich kontaminace je také nedostatecné sanitované vyrobni zafizeni (Hamouda
a kol., 2011).

Acinetobakterie byly v ramci kontaminace potravin casto izolovany z mléka
a raznych mlékarenskych vyrobkd, a to v celosvétovém métitku. V Evropé byly napt. zjiStény
ve vyrobcich typu syru brynza druhy Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter guillouiae
a Acinetobacter johnsonii (Pangallo a kol., 2014). V Asii (Korea) bylo ze syrového mléka
skladovaného ve velkoobjemovych tancich izolovdno 176 izolati acinetobakterii, z nichz 56
nalezelo k druhu Acinetobacter baumannii. Vyskyt tohoto druhu byl kmenov¢ riznorody, coz
znamenalo, ze nebyl disledkem Sifeni jednoho kmene. Studie prokdzala, ze je dulezité
vySetfovat potravindiské suroviny a vyrobky nejen na obsah patogentt zpusobujicich
alimentarni onemocnéni, ale také na obsah bakterii Acinetobacter spp., jejichz ptitomnost
mize mit negativni vliv na lidské zdravi (Tamang a kol., 2014). U mléka UHT byly
v souvislosti s jeho kontaminaci acinetobakteriemi ¢asto zmiflovany texturni a senzorické
vady, projevujici se nafukovanim obald a bombazovanim vyrobkl. Vyjimku netvofily ani
napi. syry bilé zrajici v solnych nalevech, u kterych se kontaminace projevila specifickym
zapachem.

Dle soucasné klasifikace je heterogenni skupina acinetobakterii fazena do nasledujici
taxonomické  sktruktury:  doména  Bacteria, odd¢leni  Proteobacteria, tfida
Gammaproteobacteria, tad Pseudomonadales, celed Moraxellaceae, rod Acinetobacter
(DNA G+C obsah 39-47 %) a druhy (sdruzujici druhy klinického vyznamu: Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter haemolyticus a Acinetobacter calcoaceticus) (Doughari a kol.,
2011). Rod Acinetobacter obsahuje v soucasné dob& 32 znamych druhd, s 22 ucelové
platnymi jmény a zbytkem ucelovych c¢isel, odkazujici se na tzv. ,,genomické skupiny*
(Gerischer, 2008). V piirod¢, potravinach a lidskych zdrojich patii k nejcastéji se
vyskytujicim nasledujici druhy: Acinetobacter (baumannii, baylyi, beijerinckii, bereziniae,
bohemicus, bouvetii, calcoaceticus, gerneri, grimontii, guillouiae, gyllenbergii, haemolyticus,
johnsonii, junii, Iwoffii, pittii, schindleri, radioresistens, tandoii, tjernbergiae, parvus,
ursingii, towneri, venetianus) (Liu, 2011).

Prvni kmen Acinetobacter sp. byl izolovan z pudy a byl identifikovan jako
Micrococcus calcoaceticus Beijerinckem v roce 1911 (Barbe a kol., 2004). Skupina
acinetobakterii byla po dlouhou dobu nedostate¢n¢ identifikovana a chybné fazena do mnoha
riznych rodd (napf. Achromobacter, Alcaligens, Cytophaga, Diplococcus, Bacterium,
Herellea, Lingelsheimia, Mima, Micrococcus, Moraxella, Neisseria) (Rossaur a kol., 1991;
Barbe a kol., 2004). Rod Acinetobacter (pochazejici z feckého slova ,,akinetos®, coz znamena
,hepohyblivy*) byl poprvé vytvoren v roce 1954 diky védctim Brisou a Prevot a sdruzoval
gramnegativni, nepohyblivé, saprofytické, nepigmentujici, oxidasa-pozitivni 1 oxidasa-
negativni bakterie. Baumann a kol. (1968) na zakladé odlisSnych nutri¢nich vlastnosti tyto
bakterie blize charakterizoval jako mikroorganismy pouze oxidasa-negativni a zatadil je
do rodu Acinetobacter, coz bylo akceptovano v roce 1971 (Lessel 1971; Doughari a kol.,
2011).

Bunky rodu Acinetobacter tvoifi gramnegativni, nepohyblivé, nefermentujici,
enkapsulované, kokobacilové ty€inky se striktné¢ aerobnim metabolismem; katalasa-pozitivni,
indol-negativni a oxidasa-negativni (Doughari a kol., 2011). Mnoho kment neni schopno
redukovat dusi¢nany na dusitany (Bergogne-Bérézin 2009). V exponencialni fazi riistu jsou
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ty¢inky Siroké 0,9-1,0 um a dlouhé 1,5-2,5 um. Optimalni teplota rGstu acinetobakterii se
pohybuje okolo 33-35 °C; n¢které druhy vSak vykazuji psychrotrofni nebo termofilni
vlastnosti (Doughari a kol., 2011). N¢které kmeny dokéazi prezit az teplotu 53 °C (Yavankar
a kol., 2007). Klinické izolaty rostou v rozmezi 28-44 °C, nejlépe vSak pfi teplotach 37-42 °C.
Ostatni izolaty z pfirodniho prostfedi, véetné potravin, rostou nejlépe v teplotnim rozmezi
20-30 °C. Acinetobakterie jsou chemoheterotrofnimi bakteriemi (Doughari a kol., 2011).

Ve specializovanych laboratofich 1ze pro rychlou a citlivou detekci a spolehlivou
identifikaci acinetobakterii pochazejicich z rtiznych zdroji pouzit jak metody molekulérné-
biologické, tak instrumentalni ¢i biochemické. U genotypovych metod je obecné identifikace
bakterii zalozend na zéklad¢ odlisnosti v sekvenci DNA, u fenotypovych metod pak napf.
na analyze enzymi, jejich metabolickych produktli a dalSich exprimovanych proteinil
(Kampfer a Glaeser, 2012).

V soucasné dob& je nejcastéjSim zplsobem genotypické identifikace bakterii
sekvenovani genu kodujiciho syntézu 16S rRNA. Produkt tohoto genu, dlouhého
1500 nukleotidi, tvoii s dalSimi pfiblizné¢ 30 proteiny malou ribozomalni podjednotku 30S.
Sekvenovani tohoto genu o délce alespoit 500 nukleotidii se ukéazalo byt nejpfesné;si
a nejrychlejsi metodou identifikace Sirokého spektra bakterii, a to jak aerobnich, tak
anaerobnich. Dal§i moznosti identifikace bakterii je napiiklad amplifikace a sekvenovani genu
B-podjednotky RNA polymerasy (rpoB) s vyuzitim metody denaturaéni gradientové gelové
elektroforézy (DGGE, Denaturating Gradient Gel Electrophoresis) (Deperrois-Lafarge
a Meheut, 2012; Gurung a kol., 2013). K dalsim genotypiza¢nim metodam se da fadit metoda
multilokusové sekvenéni typizace (MLST, MultiLocus Sequence Typing) (Ecker a kol., 2006)
¢i sekvencni analyza spaceru oblasti 16S-23S rRNA (Chang a kol., 2005). Tyto metody maji
vSak 1 nékteré nevyhody, které relativné limituji jejich vyuziti v potravinaiské, respektive
vV mlékdrenské prumyslové praxi, zdivodu pracnosti, casové ndro¢nosti, sloZitosti
a vysokych pofizovacich nakladi pfi zavadéni metodiky (Soo a kol., 2013). Z dalSich
genotypovych molekularné-biologickych metod lze dale zvazovat pouziti metod AFLP,
ARDRA, hybridizace DNA, LAMP, ribotypizace, metody PCR v riznych modifikacich (Liu,
2011).

Dalsi z moznosti detekce a identifikace acinetobakterii pfedstavuji fenotypové
instrumentalni metody, ke kterym se fadi napt. metody MALDI-TOF MS (Wieser a kol.,
2012) a DART MS, navzdory svym omezenim v podobé& nizsi citlivosti. Z biochemickych
testd je mozné uvést pouziti systému API 20 NE (bioMerieux) a dalSich komer¢nich systémil,
jako jsou naptiklad Vitek2, Phoenix nebo MicroScan WalkAway. Nicménég, tyto metody
neumoznuji jednozna¢nou identifikaci druhit Acinetobacter spp., zejména druhu
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus a acinetobakterii komplexu ACB
(tzn. komplexu zahrnujiciho Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus
a Acinetobacter genomicky druh 13TU) (Liu, 2011).

0 MATERIAL A METODY
Izolace bakterii z mlékarenskych vyrobki

Testované bakterie byly izolovany ze syrového mléka, z rtiznych mlékarenskych
vyrobkl (napiiklad z mléka UHT, ze syri a solnych nélevi), ddle z vyrobniho zatfizeni
(naptiklad ze syraiskych vyrobnich linek) a pomtcek (naptiklad ze syratskych tkaninovych
plachetek). Pro primarni zachyt a kultivaci izolati byla pouzita plotnova metoda s vyuzitim
rustu bakterii na riznych agarovych ristovych médiich (izolace byly provedeny na pracovisti
VUM s.r.0.). Pro naslednou rodovou a druhovou identifikaci byl pro riist bakterii pouzit
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Columbia agar s 5 % (obj.) berani krve (Bio-Rad, USA). V Tabulce I jsou uvedeny pouzité
izolaty acinetobakterii. Jedna se o 10 izolatd ziskanych z potravinafského primyslu a jeden
sbirkovy izolat ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti (CCM).

Tabulka | Pouzité izolaty acinetobakterii a jejich plivod

Oznacdeni Nazev Puvod
. as rodu a druhu . 2.
izolatu Lo, izolatu
izolatu
OLMA, a.s.
Izolat z pasterovaného mléka
. .. Skupina biologického
CCM 4353 Acinetobacter baumannii o
nebezpeci: 2

Deponovano: Ceska sbirka
mikroorganismi, Brno

Solny nalev

N35 Acinetobacter calcoaceticus Datum vyroby: 25. 7. 2011
Sarze 206, zapachajici bilé syry

Acinetobacter komplex:
PM27 Acinetobacter baumannii kmen RS021- ~ Syrové mléko
- Acinetobacter calcoaceticus - Uchovny tank ¢. 4

- Acinetobacter pittii

Acinetobacter baumannii Mléko UHT

MO2 Bombazované mléko
. . . Syrové mléko
06 Acinetobacter johnsonii ) .
Cisterna €. 4
09 Acinetobacter johnsonii Symve mlveko
Cisterna ¢. 7
. . . Syrové mléko
016 Acinetobacter johnsonii . .
Cisterna ¢. 9
. . Syrové mléko
073 Acinetobacter baumannii .
Bazén
Tvaroharna,
1TBX1 Acinetobacter lwoffii obrace¢
Stér: 22. 7. 2013
Plachetka
GTKM35 Acinetobacter johnsonii pted balenim
bilych syru Syrarna
66- Solny nélev
Acinetobacter guillouiae Datum vyroby: 5. 7. 2011
GTKMS6,5-0 S A
SarZe 206, zapachajici bilé syry
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Kultivace a biochemicka identifikace bakterialnich izolata

Bakteridlni izolaty byly inokulovany frakcionovanym roztérem na povrch Columbia
agaru s 5 % (obj.) berani krve, kultivovany pii teploté 37 °C (klinicky sbirkovy izolat) nebo
pti teplotach 30 °C a 25 °C (izolaty z primyslu), po dobu 24 h, za aerobnich podminek.
Izolaty byly nésledné podrobeny makroskopickému vyhodnoceni morfologie kolonii
narostlych na povrSich Petriho misek, Gramovu barveni, mikroskopickému pozorovani
morfologie bun¢k s vyuzitim optického mikroskopu DFC 320 (Leica, SRN), a také
identifikaci pomoci biochemického testu API 20 NE (bioMérieux, FR). Izolaty dobfe rostly
také v tekutém syntetickém rastovém Trypton-sdjovém bujéonu (tj. v bujonu z kaseinového
a s6jového peptonu urceného pro mikrobiologii) (Merck KGaA, SRN), pii teploté 37 °C nebo
30 °C nebo 25 °C dle charakteru izolatt (viz vyse), po dobu 18 h, za aerobnich podminek.

Pre-identifikace bakterialnich izolati pomoci metody MALDI-TOF MS

Z dliivodu zjisténi zékladnich identifikacnich informaci, o jaké priimyslové izolaty se
vlastn¢ jednd, byla uskuteénéna jejich pre-identifikace pomoci zvolené fenotypové
instrumentalni metody, kterou byla MALDI-TOF MS. Analyzy probihaly na pfistroji Bruker
Autoflex Speeds (SRN) s vyuzitim komeréni databaze MALDI Biotyper 3.0, spolu
s metodami doporu¢enymi vyrobcem v zavislosti na stavb¢ bunécné stény (Anonymous,
2014). Pii metod¢ piimé aplikace byla mikrobialni kultura z jedné izolované kolonie nanesena
pfimo na spoty kovové desky ve dvou paralelach o rozdilném mnozstvi nanesenych bunék.
Extrakéni metoda vyuzivala extrakci s pouzitim ethanolu a 70% kyseliny mravenci.
Mikrobialni kultura (cca 10 pl) byla resuspendovana ve sterilni destilované vodé (300 pl)
(vortexovani 5-10 s), smichana s 98% ethanolem (900 pl) (Lachner, CR) a 2x odstfedéna
(15000 g, 2 min). Supernatant byl pokazdé peclivé odlit. Po vysuseni na vzduchu (10 min)
byla peleta bun¢k vortexovanim resuspendovana v 70% kyseliné mravenéi (50 pl) (Sigma
Aldrich, SRN), dikladné¢ promichana s acetonitrilem (50 pl) (Sigma Aldrich, SRN)
a odstiedéna (15000 g, 2 min). Na spoty kovové desky byly ihned naneseny ve dvou
paralelach supernatanty (2 pl). Proteinovy standard Bruker Bacterial Test Standard (Bruker
Daltonics, SRN) byl nanaSen v paralele (o objemu 1 pl). Zaschlé vzorky (10 min) vcetné
proteinového standardu byly pfekryty matricovym roztokem (1 pl) a ponechany krystalizaci
(10 min). Matricovy roztok predstavoval nasyceny roztok (10 mg-ml™) a-kyano-4-hydroxy
kyseliny skotficové (4-HCCA; Sigma Aldrich, USA) v 50 % acetonitrilu s 2,5 % kyseliny
trifluoroctové (vSe: Sigma-Aldrich, SRN; slozeni 1 ml: 250 pl sterilni destilované vody,
500 pl acetonitrilu, 250 ul 10% kyseliny trifluoroctové), ktery se rozpoustél za intenzivniho
tiepani (25 °C, 10 min).

Proteinové profily byly vizualizovany s vyuzitim programu mMass 5 (Strohalm a kol.,
2010). Spolehlivost metody MALDI-TOF MS byla vyjadiena v kategoriich spolehlivosti
(viz Tabulka Il) zavislych na hodnoté skore, to znamena na hodnoté dekadického logaritmu
miry shody ziskaného proteinového profilu a referen¢niho proteinového profilu, nabyvajiciho
hodnot v rozmezi 0 (Zadna shoda) az 3 (maximalni shoda). Spolehlivost byla odvinuta
piedevsim od poctu proteinovych profili jednotlivych kmenové specifickych druhi,
uvedenych v pouzivané databézi, a zahrnovala i optimalizaci procesu pfipravy vzorku, véetné
kultivaénich podminek (Croxatto a kol., 2012).
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Identifikace izolati acinetobakterii pomoci metody sekvenace iseku genii 16S rRNA
¢ lzolace chromozomalni DNA z acinetobakterii

Izolace DNA z testovanych acinetobakterii probihala pomoci komercni soupravy
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, SRN). Cerstvé narostlé kmeny byly odstiedény (4550 g,
10 min, 4 °C) a jejich buiiky byly promyty ve sterilni vodé (1 ml). K buitkdm byl nejdiive
piidan lyticky pufr (180 ul) (inkubace probihala pfi teploté 37 °C po dobu 45 min), poté
proteinasa K (25 pul) (42 U-mg™) a pufr AL (200 pl) (inkubace probihala pfi teploté 56 °C po
dobu 30 min). Ke vzniklému lyzatu byl ptidan 98 % ethanol (200 pl) (-20 °C) a zkumavky
byly promichény obracenim az do dosazeni homogenity. Inkubace probihala pfi teploté 25 °C
po dobu 5 min. Veskeré obsahy zkumavek byly pieneseny do kolonek izola¢ni soupravy
(Dneasy Mini spin), kde byla DNA procisténa a promyta pomoci dvou riznych pufrt.
Poslednim krokem byla eluce DNA. Na stfed membrany v kolonkach byl pipetovan elucni
pufr AE (50 pl), inkubace probihala pii teploté 25 °C po dobu 2 min. Pro zvyseni vytézku byl
zopakovan eluéni krok (Qiagen, SRN).

e Piiprava produktu PCR pro sekvenaci acinetobakterii

Pro sekvenaci 16S rDNA testovanych acinetobakterovych izolatd bylo tfeba ziskat
nejdiive produkt polymerazové tetézové reakce - PCR produkt. Byla proto pouzita metoda
PCR s primery W001 (AGATTTGATCMTGGCTC) a W002 (GNTACCTTGTTACGACTT).
Slozeni PCR mixu je uvedeno v Tabulce Il. Pribéh PCR byl nasledujici: inicia¢ni denaturace
(pti teploté 95 °C po dobu 5 min), nasledovalo 40 reak¢énich cykli: denaturace (pfi teploté
95 °C po dobu 60 s), ptipojeni primeri (pii teplot¢ 50 °C po dobu 60 s) a prodlouzeni
(elongace) fetézce (pii teploté 72 °C po dobu 90 s). Posledni krok probéhl pfi teploté 72 °C
po dobu 10 min. Po uskuteénéni PCR amplifikace byla pfitomnost produkti PCR reakce
zjistovana pomoci horizontalni gelové elektroforézy. Gel pro elektroforézu byl piipraven
z agarosy (1,0 % hm.) a pufru TBE s piidavkem barviva Sybr Safe (10 ul) (Invitrogen, USA).
Byl smichan amplifikat (5ul) s pufrem Gel Loading Buffer (2 pl) (Invitrogen, USA) a smé&s
pipetovana do ptisluSnych otvorl v gelu. Do prvniho a posledniho otvoru v gelu byl pipetovan
marker (3 ul) (Invitrogen, USA) a 1 kb DNA Ladder (3 pl) (Invitrogen, USA). Migrace
probihala pfi konstantnim napéti 100 V po dobu 60 min.

Tabulka Il SloZeni PCR mixu pro sekvenovani acinetobakterovych izolatu

Slozeni PCR mixu Vyrobce Reakéni objem (ul)

Sterilni voda - 31
5x FIREPol Master Mix o

(12,5 MM MgCl,) Solis BioDyne, Estonsko 10
Primer W001 (10 uM) Generi Bitech, CR 2
Primer W002 (10 uM) Generi Bitech, CR 2
Izolovanda DNA QIAGEN, SRN 5
Celkovy objem - 50




Certifikovand metodika QJ1210300-3

e PreciSténi produktu PCR pred sekvencni reakei

Precisténi produkti PCR reakce probihalo pomoci komer¢ni soupravy QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, SRN). Nejdiive byly produkty PCR smichany s pufrem PB
(v poméru 1:5). Poté byly ptipravené vzorky naneseny na kolonky a odstiedény (17 900 g,
60 s, 4 °C). Navazana DNA na kolonkach byla promyta promyvacim pufrem PE (750 ul),
s uskutecnénym krokem odstiedéni (17 900 g, 60 s, 4 °C). Poté byl promyvaci roztok odlit
ze sbérnych zkumavek a odstfedéni bylo provedeno opétovné za identickych podminek.
Keluci byl pouzit pufr EB (50 ul), ktery byl pipetovan na stied membran v kolonkach.
Nasledovalo opét odstfedéni (17 900 g, 60 s, 4 °C). Pro zvySeni Uc¢innosti byl elu¢ni krok
opakovan 2x. Ke kontrole pfitomnosti PCR produktl po piecisténi byla pouzita separace
V agarosovém gelu za pomoci gelové elektroforézy. Precisténé produkty PCR (0 objemu
50 ul) byly piipraveny do zkumavek typu Ependorf a odvezeny na vlastni sekvenacni analyzu
na Stiedisko sekvenovani DNA, Mikrobiologicky ustav AV CR, V. V. i. Ziskané sekvence
genovych usekti 16S rDNA u acinetobakterii byly porovnany s genovymi sekvencemi
uvedenymi v genové bance NCBI, s vyuzitim algoritmu BLAST (Basic Local Alignment
Sequencing Tool).

e Vlastni sekvenace aseku 16S rDNA u acinetobakterii

K identifikaci acinetobakterii byla pouzita tradi¢ni Sangerova sekvena¢ni metoda
(Sanger a kol., 1977), nazyvana také jako ,,dideoxy* metoda (Rédei, 2008). Metoda byla
modifikovana dle internich pracovnich navodi Stfediska sekvenovani DNA,
Mikrobiologického ustavu AV CR, V. V. i., pod vedenim dr. Jiirgena Felsberga, CSc. Délka
sekvenovaného tseku 16S rDNA byla nejcastéji 900-1200 nukleotidli, maximalné 1500
nukleotidi. Sekvenaéni reakce prob&hla za pouziti sekvenaéniho kitu BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) s pouzitim univerzalnich primeri pro genovy
usek 16S rRNA v 35 cyklech. Vlastni sekvena¢ni analyza probihala na vysoce vykonném
sekvenatoru ABI PRISM 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, Hitachi; nyni Life
Technologies).

D) VYSLEDKY

Srovnani pre-identifikace acinetobakterovych izolatii pomoci metody MALDI-TOF MS
a vlastni identifikace pomoci sekvenovani iseku 16S rDNA

Testované acinetobakterie byly pre-identifikovany pomoci fenotypové metody
MALDI-TOF MS a spolehlivé identifikovany pomoci genotypové metody sekvenace tseku
16S rRNA,; tyto vysledky jsou uvedeny v Tabulce I11.
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Tabulka 111 Srovnani vysledkii pre-identifikace acinetobakterovych izolati pomoci
metody MALDI-TOF MS a identifikace pomoci metody sekvenovani iseku 16S rRNA

Identifikace pomoci Identifikace pomoci
MALDI-TOF MS sekvenace 16S rRNA | Vysledna
Oznaceni izolatu Druh Spolehlivost shoda
(skore) Druh
(312(3:5%' Aggfrfgﬁr?itier +++ Acinetobacter baumannii A
N35 Acinet_ot_)_acter +H+F* Acinetoba_cter N
pittii calcoaceticus

Acinetobacter komplex:
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter -

*

PM27 pittii +HF* - Acinetobacter A
calcoaceticus -

- Acinetobacter pittii

MO2 A(t:Jlnetobac't_e r M Acinetobacter baumannii A
aumannii
06 Acinetobacter johnsonii +++ Acinetobacter johnsonii A
09 Acinetobacter johnsonii +++ Acinetobacter johnsonii A
016 Acinetobacter johnsonii +++ Acinetobacter johnsonii A
Acinetobacter +++ . "
073 baumannii Acinetobacter baumannii A
1TBX1 Acmetobgcter ++ Acinetobacter Iwoffii A
Iwoffii
Acinetobacter +++ . . ..
GTKM35 johnsonnii Acinetobacter johnsonii A
66-GTKM®6,5-0 Acm_etobgcter S Acinetobacter guillouiae A
guillouiae

++... spolehlivd rodova a pravdépodobna druhové identifikace; +++... spolehliva rodova
a druhova identifikace; A... ano; N... ne; *... oznaceni izolatu ,,KONBIO*; **... ¢len
komplexu Acinetobacter baumannii / Acinetobacter calcoaceticus / Acinetobacter pittii;
nutnost uskute¢néni metody extrakce vzorku ptfed vlastni analyzou MALDI-TOF MS
Z diivodu spolehlivosti identifikace na uroven druhu.

Vysledky ziskané pomoci obou metod byly téméf totozné, pouze izolat N35 patfil
do komplexu Acinetobacter baumannii / Acinetobacter calcoaceticus / Acinetobacter pittii
a nebylo proto snadné stanovit jeho konkrétni druh.

Izolace chromozomalni DNA z bakterii rodu Acinetobacter

Izolace DNA je zadkladnim procesem ziskdvani DNA pro dalsi praci, napiiklad
pro PCR. Izolace chromozomalni DNA z testovanych acinetobakterii probihala pomoci
komeréni soupravy DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, SRN) s vyuzitim enzymatické lyze.
Cerstvé narostlé kmeny acinetobakterii byly (po kultivaci v Trypton-séjovém bujonu,
pfi individudlnich ristovych teplotach pro kazdy konkrétni kmen, po 18 h, za aerobnich
podminek), odsttedény (4550 g, 10 min, 4 °C) a jejich buiikky byly promyty ve sterilni
destilované vod¢ (1 ml). K buitkdm byl nejdiive ptidan lyticky pufr (180 ul), ktery se skladal
ze zasobniho roztoku: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2mM EDTA, 1,2 % Tritonu X-100

10
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(pied pouzitim byl p¥idan lysozym o koncentraci 40 mg-ml™) (inkubace probihala pi teploté
37 °C, po dobu 45 min), poté proteinasa K (25 ul) (42 U-mg™) a pufr AL (200 ul) (inkubace
probihala pfi teploté 56 °C, po dobu 30 min). Ke vzniklému lyzéatu byl pfidan 98 % ethanol
(200 ul) (-20 °C) a zkumavky byly promichany Setrnym obriacenim az do dosaZeni
homogenity. Inkubace probihala pfi teploté 25 °C po dobu 5 min. Veskeré obsahy zkumavek
byly pfeneseny do kolonek izola¢ni soupravy Dneasy Mini spin (Qiagen, SRN), kde byla
DNA cisténa a promyta pomoci dvou riznych pufri (AW1, AW2), které byly soucasti
komer¢ni soupravy DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, SRN). Poslednim krokem byla
eluce DNA. Na stfed membrany v kolonkach byl pipetovan elu¢ni pufr AE (50 pl), inkubace
probihala pfi teploté 25 °C po dobu 2 min. Pro zvySeni vytézku byl zopakovan eluc¢ni krok.
DNA byla skladovéna pii teploté -20 °C.

Navrh rodové specifickych primeri pro metodu PCR

Z védecké databaze Narodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI,
National Center for Biotechnology Information, Bethesda MD, USA) byly ziskany sekvence
useku genti 16S rDNA pro 29 kment acinetobakterii. Za pouziti metody Multiple Sequence
Alignment (MSA) pomoci genetickych algoritmii a porovndnim s programem Clustal W
(Larkin a kol., 2007) byly tyto sekvence porovnany a byly hledany oblasti, které spliiovaly
nize uvedena kritéria ve vazb¢ na takzvana ,,Obecna pravidla pro design primeru‘ (Sambrook
a Russel, 2001).

Hledané genové oblasti useku genti 16S rDNA by tedy:
mély vykazovat v ramci rodu Acinetobacter co nejvyssi homologii,
nemély obsahovat zddné sekundéarni struktury,
mély byt od sebe vzdalené minimalné 800 nukleotidd,
mély mit vyvazeny obsah nukleotidi G+C, a tim i podobnou teplotu tani Tp
(melting temperature).

Navrzené primery by nemély byt delsi nez 25 nukleotidu.

Sekvence useku genli 16S rDNA byly nasledné porovnany s odpovidajicimi
sekvencemi Useku 16S rDNA u odliSnych bakteridlnich kment, které se mohou potencialné
vyskytovat v prostfedi spolecné. A naopak, pii tomto porovnani byly hledany oblasti, které se
od sebe co nejvice lisily. Na zadklad€ kone¢ného porovnani byly poté navrZzeny Ctyfi primery;
dva forwardové (AcinetoForl a AcinetoFor2) a dva reverzni (AcinetoRevl a AcinetoRev2).
Vsechny oligonukleotidové primery byly syntetizovany firmou Sigma-Aldrich (USA).

Piedpokladané délky findlnich produkti PCR, wvzniklych pifi reakci s nize
specifikovanymi pary primerd, byly nasledujici:
e AcinetoForl + AcinetRevl: 1 247 nukleotid,
e AcinetoForl + AcinetRev2: 1 229 nukleotidu,
e AcinetoFor2 + AcinetRevl: 1 100 nukleotid,
e AcinetoFor2 + AcinetRev2: 1 082 nukleotidd.

Individualné navrzené rodové specifické primery pro genotypovou identifikaci
bakterii rodu Acinetobacter pomoci metody PCR jsou uvedeny v Tabulce IV.

11
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Tabulka 1V Individualné navrZené rodové specifické primery pro genotypovou
identifikaci bakterii rodu Acinetobacter pomoci metody PCR

Sekvence Obsah | Teplota tani
Nazev ) ) i
_ oligonukleotidu G+C primeru T,
primeru

(53— 3) (%) €O
AcinetForl GGT-GAG-TAA-TRC-TTA-GGA-ATC-TG 39,1 52,1
AcinetFor2 | GGT-AAA-GGC-CTA-CCA-AGG-CGA-CG 60,8 71,9
AcinetRevl | GTA-TTC-ACC-GCG-GCA-TTC-TGA-TC 52,1 70,3
AcinetRev2 | GAT-CCG-CGA-TTA-CTA-GCG-ATT-CC 52,1 68,4

Poznamka. Primery pouzité pro experimenty byly oznaceny podle zkratek a symbola
nomenklatury nukleotidi (Abbreviations and Symbols for Nucleic Acids, Polynucleotides
and their Constituents) IJUPAC-IUB vydané Komisi pro biochemickou nomenklaturu (CBN)
(ITUPAC-1UB Commission on Biochemical Nomenclature) (Cornish-Bowden, 1985).

Vlastni reakce PCR s rodové specifickymi primery

Reakce PCR byla provedena v objemu 50 pul a obsahovala 25 ul Combi PPP Master
Mixu (Top-Bio, CR), 20 pl demineralizované vody, 2 pl kazdého primeru (10 umol-l’l) (vzdy
byl pouzit jeden forwardovy a jeden reverzni primer) a 1ul roztoku DNA (ktery obsahoval
50-100 ng chromozomalni DNA, a to jak referencnich sbirkovych kment, tak kmenil
izolovanych z prostiedi mlékarenského pramyslu, které predstavovaly rizné bakterialni druhy
rodu Acinetobacter, a ktery dale obsahoval chromozomalni DNA izolovanou z ostatnich
kment ptipadn€ se vyskytujicich v mlékarenskych surovinach a vyrobcich, véetné vyrobniho
zatizeni).

Podminky vlastni reakce PCR s rodové specifickymi primery

Podminky reakce PCR s rodové specifickymi primery byly nasledujici:
e pocatecni denaturace probihala pii teplot¢ 95 °C po dobu 5 min a nasledovalo
39 cykl s nasledujicim amplifikacnim profilem:

95 °C po dobu 30 s (denaturace),
56 °C po dobu 30 s (nasedani primertt),
72 °C po dobu 90 s (prodluzovani fetézce),

e konec¢né prodluzovani fetézce probihalo pii teploté 72 °C po dobu 5 min,

e reakce PCR byla ukoncena pfi teploté 4 °C.

Finalni produkty PCR byly analyzovany na 1 % (hm.) agarosovém gelu
v 1 x TAE pufru, a pfi nasledném barveni gelu ethidium bromidem. Detekce byla provedena
s pouzitim dokumenta¢niho systému s video kamerou (Biometra, SRN).

Zjisténi rozsahu gradientu teploty pro nasedani primeri pro optimalizaci PCR

Na zakladé vySe uvedenych podminek PCR byly detekovéany finalni produkty PCR
odpovidajici piredpokladané velikosti u vSech testovanych kment. Pro stanoveni optimalni

12
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teploty nasedani primerd pro rod Acinetobacter byla provedena gradientova PCR (rozsah
gradientu teploty pro nasedani primera byl 60-70 °C). Jako optimalni teplota pro nasednuti
primertt AcinetoForl + AcinetoRevl se ukazala teplota 67 °C. U ostatnich kombinaci primert
dochazelo k tvorb¢ finalnich PCR produktii u vsech testovanych kmenti.

Kontrolni elektroforéza finalnich produkti PCR

Elektroforéza zde byla pouzita jako separacni technika, zalozena na separacnim
principu nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin
jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli
pohybuji k opacné nabité elektrodé-anod¢. Velikost molekuly DNA nebo jejiho fragmentu lze
stanovit srovnanim jejich elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohyblivosti
molekul nebo fragmenti DNA o znamé velikosti, tedy se standardem o znamé velikosti neboli
markerem (GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Scientific, USA). Molekuly DNA byly
na agarosovém gelu detekovatelné jako prouzky (bandy), jejichz intenzita byla imérna
koncentraci DNA.

Bl B2 B3B4B5B6B7 St A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7

1000 au
800D . et

2000— -
4000 ———
3500 —
3000

2500 -

Obrazek 1 Elektroforeticky gel demonstrujici gradient PCR; pozice Al az A7)
Pseudomonas fragi CCM 1974; pozice B1 az B7) Acinetobacter baumannii CCM 4353;
pouzité primery pro reakci PCR: AcinetoForl+AcinetoRevl; testovani teplot pro nasednuti
primerti: 1: 58,3 °C, 2: 60,4 °C, 3: 61, 8 °C, 4: 64,7 °C, 5: 66,1 °C, 6: 67,6 °C, 7: 69,7 °C;
velikost PCR produktii byla 1247 nukleotidi.

Na zakladé elektroforetického gelu demonstrujiciho gradient PCR byly upraveny
podminky reakce PCR tak, aby byla reakce co nejvice specificka.

13
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I'Jprava podminek pivodni reakce PCR

Podminky ptivodni reakce PCR byly upraveny na nasledujici:
e pocatecni denaturace probihala pfi teploté¢ 95°C po dobu 5 min a nésledovalo 39 cykli
s nasledujicim amplifika¢nim profilem:

95 °C po dobu 45 s (denaturace),
67 °C po dobu 45 s (nasedani primertt),
72 °C po dobu 90 s (prodluzovani fetézce),

e konecné prodluzovani fetézce probihalo pfi teploté 72 °C po dobu 5 min,

e reakce PCR byla ukoncena pfi teploté 4 °C.

Podminky této reakce PCR byly testovany na rtiznych kmenech bakterii rodi
Acinetobacter a Pseudomonas.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 5t Bl B2 B3 B4 BS Boe B7
1oeal

14
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Obrazek 2: ¢asti a) i b) Reakce PCR s riznymi bakteridlnimi kmeny a riznymi
kombinacemi primeri; pozice Al az A7) kombinace primert: AcinetoForl+AcinetoRev2;
pozice Bl az B7) kombinace primert: AcinetoFor2+AcinetoRevl; pozice Cl az C7)
kombinace primera: AcinetoFor2+AcinetoRev2;

pozice kmenu davkovanych na gel: pozice 1) Acinetobacter Iwoffii IPBX1 (primyslovy
izolat), pozice 2) Pseudomonas putida CCM 7156, pozice 3) Pseudomonas lundensis CCM
3503, pozice 4) Acinetobacter pittii Z53 (pramyslovy izolat), pozice 5) Pseudomonas sp. 80
(pramyslovy izolat), pozice 6) Pseudomonas sp. 152 (prumyslovy izolat), pozice
7) Pseudomonas sp. 146 (prumyslovy izolat).

Ovéreni podminek reakce PCR na smésich chromozomalni DNA izolovanych
z ruznych bakterialnich kmeni

Podminky reakce PCR byly nasledné ovéfeny na smésich chromozomalnich DNA
izolovanych z riznych bakteridlnich kmenid. Celkem bylo pouzito 10 riznych smési
chromozomalnich DNA, z nichz kazdd obsahovala chromozomalni DNA o koncentraci
50-100 ng a pochazejici z 5 riznych kment jak rodu Acinetobacter, tak rodd jinych bakterii.
Smeési jsou uvedeny Vv Tabulce V. Pro ovéfeni metody byly vysledné produkty reakce PCR
precistény a sekvenovany kitem ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
USA). Produkty sekvenacni reakce byly podrobeny analyze na genetickém analyzatoru ABI
PRISM 3130xl DNA. Ziskané sekvence byly porovnany s databdzi NCBI, kterd potvrdila
ptitomnost chromozomalni DNA rodu Acinetobacter ve smési.

Tabulka V Vybrané kmeny raznych bakterii pro ovéfeni podminek reakce PCR:
negativni kontrolni kmeny (tabulka délena na str. 15-16)

Bakterie Oznaceni Kultiva¢ni
Oznaceni kmene podminky:
teplota, médium

1 Lactobacillus acidophilus ATCC 314 37°C. MRS

5 Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 37°C. MRS

3 Lactobacillus delt_)ruecku ATCC 11842 37°C. MRS

subsp. bulgaricus

Lactobacillus gasseri CCM 7009 o

4 ATCC33325 | 37 G MRS

5 Lactobacillus helveticus ISLCS 37°C, MRS

6 Lactobacillus plantarum ATCC 8014 37°C, MRS
Lactobacillus casei CCM 7089 o

! subsp. casei ATCC 334 37°C, MRS
Lactobacillus casei . o

8 subsp. paracasei Lafti L26 37 °C, MRS

9 Streptococcus thermophilus CNRZ 1066 30 °C, M17
Escherchia coli CCM 4517 o

10 ATCC 8739 37 °C, TSA

15
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Staphylococcus aureus

CCM 4516

11 ATCC 6538 37°C, TSA
. CCM 1961 o

12 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 37 °C, TSA
Pseudomonas fragi CCM 1974 o

13 ATCC 4973 30°C, TSA
Pseudomonas lundensis CCM 3503 o

14 ATCC 49968 | 22 G TSA
Serratia marcescens CCM 303 o

15 ATcCc 13880 | 0 G TSA
Enterobacter cloacae CCM 1903 o

16 ATCC 10609 | 377G TSA

17 Bacillus subtilis CCM 1999 30 °C,
ATCC 6633 Bacillus médium

Enterococcus faecalis CCM 4224 o

18 ATCC 29212 37°C, BHI

19 Streptococcus pyogenes CCM 4425 37°C, M17

20 Streptococcus agalactiae CCM 6187 37°C, M17
Pseudomonas alcaligenes CCM 2655 o

21 ATCC 14909 | 307G TSA

29 Enterobacter aerogenes CCM 3994 37°C, TSA
Burkholderia cepacia CCM 2656 o

23 ATCC 17759 | 307G TSA

24 Citrobacter freundii CCM 4475 37°C. TSA
Micrococcus luteus CCM 169 o

25 ATCC 15307 | 307G TSA
Pseudomonas fluorescens CCM 2115 o

26 ATCC 13525 | 0°GTSA

16
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Tabulka VI Vybrané kmeny riznych bakterii pro ovéfeni podminek reakce PCR:
pozitivni kontrolni kmeny

Bakterie . . Kultivaéni
“ Oznaceni kmene ,
Oznaceni podminky:
teplota, médium

1A Acinetobacter CCM 4353 37°C, TSA
baumannii

2A Acinetobacter 1298 37°C, TSA
guillouiae

3A Acinetobacter 71 37°C, TSA
baumannii

AA Ac_lnetoba(_:_ter 308 37°C, TSA
johnsonii

A Ac_lnetoba(_:_ter 335 37 °C, TSA
johnsonii

6A Ac_lnetoba_c_ter 907 37 °C, TSA
johnsonii

A AE‘”etObaC.t.er 478 37°C, TSA
aumannii

Tabulka VII Ovéfeni podminek reakce PCR: rozpis pripravy 10 smési s riznymi

obsahy bakterii (v celkovém objemu 100 pl, a po 20 pl od konkrétniho kmene)

Oznaceni smési Smés bakterii Poznamka
1 1+10+20+25+3A Smés pozitivnich bakterii
2 2+11+21+26+19 Smés negativnich bakterii
3 3+12+22+11+20 Smés negativnich bakterii
4 4+13+23+12+21 Smés negativnich bakterii
5 S+14+24+13+22 Smés negativnich bakterii
6 6+15+14+23+3 Smés negativnich bakterii
7 7+16+15+24+4 Smés negativnich bakterii
8 8+17+16+25+5 Smés negativnich bakterii
9 9+ 18+ 17+ 26 + 6A Smés pozitivnich bakterii
10 10+19+18+1+2 Smés negativnich bakterii
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Obrazek 3 Elektroforeticky gel produktii reakce PCR provedené u 10 smési obsahujici
ruzné bakterialni kmeny (viz tabulka VII); pouzité primery: AcinetoForl+AcinetoRevl;
pozice vzorkli kment: 1 az 10) smési riznych kmenl bakterii (smési 1 a 9 obsahovaly
chromozomalni DNA bakterii rodu Acinetobacter).

E) ZAVERY

Rodové specifické primery AcinetoForl, AcinetoFor2, AcinetoRevl a AcinetoRev2
byly pro detekci bakterii rodu Acinetobacter navrzeny individualné a na zakladé srovnani
sekvenci genovych usekli oblasti 16S rDNA 29 rlGznych bakteridlnich kmend rodu
Acinetobacter. Tyto primery byly pouzity pro PCR reakce jednak s kmeny bakterii rodu
Acinetobacter, jednak s kmeny bakterii, které se prediktivné mohou vyskytovat
v mlékarenskych vyrobnich prostorech (napfiklad bakterie nasledujicich rodu: Bacillus,
Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter Escherichia, Lactobacillus, Micrococcus,
Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus a Streptococcus).

Produkty PCR reakce odpovidajici velikosti produktii vznikajicich pii béZznych
teplotach nasedani primera (coz jest pfi teplotach v rozmezi 55-60 °C) byly pfitomny u vSech
testovanych kmend. Optimalni teplota nasedani primeri byla proto testovdna pomoci
gradientové PCR reakce s teplotou nasedani primert v rozmezi teplot 60-70 °C. Jako
optimalni teplota pro nasedani primerii byla vybrana teplota 67 °C. Pfi pouziti primerl
AcinetoForl+AcinetoRevl byly zjistény zietelné finalni produkty PCR reakce o velikosti
1247 nukleotidd, a to u vSech pouzitych kmeni bakterii rodu Acinetobacter s dovétkem,
7e u ostatnich pouzitych kment nebyly pfitomny zadné produkty PCR reakce. Pii pouZiti
ostatnich  dvojic  primerd  (AcinetoForl+AcinetoRev2,  AcinetoFor2+AcinetoRevl
a AcinetoFor2+AcineroRev2) byly 1 pfi takto vysoké a selektivni teploté nasedani primeru
ptitomny produkty PCR reakce i u kment jinych nez rodu Acinetobacter; slo piedevsim
0 kmeny rodu Pseudomonas.

Zavérem je mozné konstatovat, ze individualné navrzené rodové specifické primery
AcinetoForl+AcinetoRevl jsou pro genotypovou identifikaci bakterii rodu Acinetobacter
100% specifické, a ze jsou vhodné k pouziti vyse specifikované metodiky, a to jak v prostiedi
védecko-vyzkumnych laboratofich, tak v laboratofich poskytujicich analyzy klientim
na komer¢ni bazi, pfi cileném zajistovani zdravotni bezpecnosti, technologické nerizikovosti
a pozadované jakosti vyrabénych mlékarenskych surovin a vyrobkii.
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[11. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU*

e Vyvinutd certifikovand metodika QJ1210300-3 s nazvem ,Identifikace bakterii rodu
Acinetobacter, vyskytujicich se v mléce, mlékarenskych vyrobcich a na vyrobnim zatizeni
a pomuckach, pomoci metody polymerazové ftetézové reakce s vyuzitim rodové
specifickych primert“ byla pfedana do uzivani STATNIHO VETERINARNIHO
USTAVU JIHLAVA, a to jak v elektronické, tak i pisemné formé dne 19. 11. 2015.

e Tato certifikovana metodika predstavuje novy, origindlni, postup interpretace vysledka
sledovani, kontroly a zajistovani technologicky nerizikové a jakostné standardni vyroby
mléka a mlékarenskych vyrobk.

e Predlozené skutecnosti jsou dolozeny pfilozenymi vlastnimi publikovanymi vysledky.
Uvedené postupy interpretace nebyly zavedeny a nebyly pouzivany ani ve védecko-
vyzkumnych laboratofich ani v laboratofich poskytujicich analyzy klientim na komer¢ni
bazi, pii cileném zajistovani zdravotni bezpecnosti, hygienické nerizikovosti a pozadované
jakosti vyrabénych mlékarenskych surovin a vyrobkli v Ceské republice. Jednd se tedy
0 zcela novou neznamou metodiku podle § 2, odst. 1, pism. b) a pism. c) zakona
¢. 130/2002 Sb.

V. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

¢ Popis uplatnéni certifikované metodiky

Certifikovand metodika obsahuje laboratorni postupy a experimentalni doporuceni
tykajici se kroki vhodnych pro ucinnou a systematickou kontrolu hygienické nerizikovosti
mléka a mlékarenskych vyrobkid, vcetné vyrobniho zafizeni a pomucek, v souvislosti
s eliminaci ptipadného vyskytu kontaminujicich bakterii rodu Acinetobacter, pomoci metody
polymerazové fet€zové reakce s vyuZzitim noveé navrzenych rodové specifickych primert.

e Kontrola certifikované metodiky

Kontrola existence a aplikovatelnosti certifikované uplatnéné metodiky jako
pracovniho postupu, specifikovaného v bod¢ vySe, je proveditelna na zakladé piedlozené
certifikované metodiky QJ1210300-3 sepsané a piipravené pro uZivatele, kterym je STATNI
VETERINARN{ USTAV JIHLAVA.

e Certifikovana metodika byla zpracovana v 5 vyhotovenich a prediana v krouzkové
vazbé na niZe uvedena prisluSna pracovisté:

a) STATNI VETERINARNI USTAV JIHLAVA,

b)  Ministerstvo zeméd¢lstvi, Narodni agentura pro zemédélsky vyzkum,
€)  Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o.,

d)  Mikrobiologicky ustav AV CR, V. V. i.,

e)  Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze.
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V. EKONOMICKE ASPEKTY

V soucasné dobé je v oblasti mlékarenstvi kladen znacny diiraz nejenom na vyrobu
zdravotné bezpecnych a jakostnich mlékarenskych vyrobka, ale také na ekonomicky dopad
vyroby. Nedostatecna mikrobiologicka jakost vstupni mlékarenské suroviny, kterou je syrové
mléko, ze kterého se vyrabi Siroka fada mlékarenskych vyrobkli, miize negativné ovlivnit
jakost konec¢nych vyrobkl, pokud jsou tyto kontaminovany technologickymi rizikovymi
bakteriemi rodu Acinetobacter, podilejicimi se na nejruznéjSich texturnich i senzorickych
zménach a az defektech vyrobktl. ZlepSeni mikrobiologické jakosti mléka a mlékarenskych
vyrobkil by se méelo uskuteciiovat nejenom diky jednorazovym kontrolam, ale predevsim diky
pravidelnym periodickym kontrolam v pifimé vazbé na kontrolni laboratofe vybavené
modernimi detekénimi metodami, véetné metod z oblasti molekularni biologie.

V nasledujicim textu je piedloZzena specifikace, kalkulace a rozdéleni nakladu, trzeb
a zisku, které certifikovana metodika uZivateli metodiky - STATNIMUVETERINARNIMU
USTAVU JIHLAVA, piinese.

Naklady spojené se zavedenim a aplikaci certifikované metodiky
a) Investi¢ni naklady

Vzhledem k tomu, Ze je pracoviité uZivatele certifikované metodiky, STATNIHO
VETERINARNIHO USTAVU JIHLAVA, vybaveno piistroji a laboratornimi pomickami
pro molekuldrné-biologické prace, neni zapotitebi, aby wuzivatel metodiky investoval
do pfistroji typu PCR cykler, apod. Celkové investi¢ni naklady pro praktické zrealizovani
certifikované metodiky nejsou tedy uvazovany a planovany. Obecné investicni néaklady
urCené pro laboratof, ktera by nebyla dostate¢né erudované vybavena pro prace z oblasti
a to laboratorniho PCR cykleru (S orienta¢ni potizovaci cenou do 200 000 K¢ bez DPH), dale
naptiklad chlazené odstiedivky (s orientacni potizovaci cenou do 80 000 K¢ bez DPH)

b) Provozni naklady

Provozni ndklady spojené s realizaci a periodickou aplikaci certifikované¢ metodiky
na pracovisti uzivatele budou tvofeny polozkami, specifikovanymi niZe:

. specifické oligonukleotidy (primery); 1 par primert (cena cca 800 K¢ vcetné DPH;
postaci pro 1500 reakei),

o kit pro izolaci DNA (cena: 4500 K¢ véetné DPH; postaci pro 50 reakci),

o enzym lysozym (cena cca 1200 K¢ véetné DPH; 1 g),

o drobny laboratorni spotifebni material (napf. Spicky s filtry, zkumavky typu
Eppendorf; cena cca do 3000 K¢ véetné DPH).

Provozni naklady na jednu reakci PCR srodové specifickymi primery byly
kalkulovany a jsou planovany ve vysi 150 K¢ (véetné DPH).
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Piinos pro uzivatele vysledki certifikované metodiky

e Financni pfinos pro uzivatele vysledkl certifikované metodiky, charakterizovany trzbami
a ziskem, se odrazi - co se tyka trzeb - piedev§im v oblasti rozsiteni spektra a poctu analyz
PCR srodové specifickymi primery, a také v oblasti provadéni rutinniho skreeningu
a servisniho poradentstvi V oblasti zajisStovani bezpecnosti a jakosti vyrabénych
mlékarenskych vyrobkd.

e Dle kvalifikovaného odhadu muze ro¢ni finan¢ni pfinos pro uzivatele metodiky cinit
ptiblizn¢ az 20 000 K¢ (v¢etné DPH), coz za 5Sleté obdobi aplikovani metodiky mize Cinit
Castku az 100 000 K¢ (v¢etné DPH), za ptredpokladu finanéni kalkulace 500 K¢& (v&etné
DPH) za jednu uskuteénénou reakci PCR, v souvislosti s identifikaci bakterii rodu
Acinetobacter pochazejicich zrealnych mlékarenskych surovin, vyrobku a piipadné
i vyrobniho zafizeni a pomiicek.

e Dle kvalifikovaného odhadu muize ro¢ni financni zisk pro uzivatele metodiky Ccinit
az 14 000 K¢ (v¢etné DPH), za pfedpokladu finan¢ni kalkulace cené 500 K¢ (v¢etné DPH)
za jednu uskute¢nénou reakci PCR spojenou s identifikaci vzorku na troven rodu
Acinetobacter, pti provoznich nakladech 150 K¢ (v¢etné DPH), a pii kalkulaci 40 reakci
PCR uskute¢nénych béhem jednoho roku. Tato finan¢ni kalkulace je provedena bez Gvahy
mzdovych nakladu, které nejsou poskytovateli certifikované metodiky znamy.
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14. 4. 2015, Praha, Ceska republika. (Pfednéska; dedikace: projekt QI 101B090.)

HORACKOVA S., MUHLHANSOVA A., HOUSKOVA K. PLOCKOVA M.
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Za zhotovitele:

V Praze dne: 10. 11. 2015

Ing. Eva Svirakova, Ph.D.

29




Certifikovand metodika QJ1210300-3

Certifikovana metodika QJ1210300-3 pro laboratorni kontrolni praxi
byla podporovana reSenim projektu Ministerstva zemédélstvi,

Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,
projektem KUS QJ1210300.

OPONENTI DVOU NEZAVISLYCH OPONENTNICH POSUDKU

1. posudek odbornika v daném oboru:

Ing. Lukas Valihrach, Ph.D.,
Biotechnologicky ustav AV CR, v. V. .

2. posudek ze statni spravy:

MVDr. Jiri Hlavacek
odborny rada
Odbor veterinarni hygieny a ekologie,
Ustiedni veterinarni sprava Statni veterinarni spravy.

PRILOHY K CERTIFIKOVANE METODICE

e Uzaviena smlouva S uzivatelem.
e Dva nezavislé oponentni posudky:
1 posudek odbornika v daném oboru,

1 posudek ze statni spravy.

e Osvédcéeni odborného organu statni spravy nebo certifikace.
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