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Zaver

Z uvedenych vysledkii vyplyva, Ze baktérie E. coli se
v syrovém kravském mléce a mlécnych filtrech béZné vysky-
tuji. U Zadného ze ziskanych izolatll vSak nebyla zjisténa pfi-
tomnost sledovanych genti virulence, které byvaji detekovany
u Shigatoxin produkujicich kment. U izolati E. coli pochaze-
jicich z jedné farmy byla zjisténa piitomnost gent fetA, terB
a blasuy. Tyto geny se mohou prenaset horizontalné i na dalsi
gramnegativni baktérie a proto predstavuji potencialni riziko
jejich dalsiho Sifeni v potravinovém fetézci.

Podékovdni: Prace vznikla za finan¢ni podpory projekta
KUS QJ 1230044, AdmireVet CZ.1.05/2.1.00/01.0006 -
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Identification of microbial agents causing
defects of dairy products by modern
molecular-hiological methods

Abstrakt

Mezi mikrobidlni pivodce riznych vad mlékarenskych
vyrobkli a surovin patii Casto zdravotné i technologicky
rizikové bakterie (napt. Staphylococcus sp., Serratia sp.,
Escherichia coli, Bacillus sp., Clostridium sp.), ale také
kvasinky (napt. Candida sp., Cryptococcus sp., Debaryo-
myces sp., Sporobolomyces sp., Yarrowia sp.) a nejruznéjsi
plisné. Nekteré mikroorganismy mohou byt nékdy obtizné
detekovatelné klasickymi kultivaénimi mikrobiologickymi
metodami, které jsou asové narocné. Vhodnou alternativu
k témto metodam predstavuji moderni molekularné-biologické
metody, poskytujici vysoce spolehlivé vysledky v relativné
rychlém cCase. V této praci byly rizikové bakterie a kvasinky,
izolované z mlékarenskych vyrobka a surovin, identifikovany
pomoci tfech riznych metod (sekvencni analyzy vybranych
geni rRNA, metody MALDI-TOF MS a biochemickych
testll). Vysledky ziskané z experimentil této prace mohou byt
uplatnitelné v oblasti zvySovani jakosti mlékarenskych
vyrobkd, a také pfi zajiStovani Grovné vyrobniho standardu,
za pomoci vhodnych metod aplikovatelnych v praxi.

Klicova slova: sekvencni analyza genii rRNA, MALDI-
TOF MS, biochemické testy, identifikace, bakterie,
kvasinky

Abstract

Microbial agents of various defects of dairy products and
raw materials are often classified as healthy and technolo-
gically hazardous bacteria (e.g. Staphylococcus sp.,
Serratia sp., Escherichia coli, Bacillus sp., Clostridium
sp.), but also yeasts (e.g. Candida sp., Cryptococcus sp.,
Debaryomyces sp., Sporobolomyces sp., Yarrowia sp.) and
various moulds. Some microorganisms may be detected

MLEKARSKE LISTY &. 138



VEDA, VYZKUM

with difficulties by conventional cultivation microbiologi-
cal methods sometimes, which are time-consuming.
Modern molecular-biological methods, providing highly
reliable results in relatively short time, present a suitable
alternative to these methods. In this work hazardous bacte-
ria and yeasts, isolated from dairy products and raw mate-
rials, were identified by three different methods (the
sequence analysis of selected rRNA genes, the MALDI-
TOF MS method, and the biochemical tests). Results
obtained from experiments of this work may be applicable
in improving the quality of dairy products, and also main-
taining the level of production standards, using appropriate
methods applicable in practice.

Key words: sequence analysis of rRNA genes, MALDI-
TOF MS, biochemical tests, identification, bacteria, yeasts

Uvod

Mezi nejcastéjSi mikrobidlni pivodce vad mlékéren-
skych vyrobkl se radi bakterie a kvasinky. V provoznich
podminkach se k jejich identifikaci obvykle pouZivaji rych-
1€ postupy, které ne vzdy vedou k jejich pfesné identifikaci.
V praxi je nutné obdrzet vysledky pokud mozZno co
nejrychleji kvili pfipadnym ndpravnym opatfenim.
V mlékarenské provozni praxi se nejcastéji pouzivaji selek-
tivni nebo chromogenni média, umoziujici jiz v ramci
primokultivaci predbéZzné urceni technologicky rizikovych
mikroorganismu. K presnéjsi identifikaci mikroorganismt
se ve specializovanych laboratofich pouzivd kombinace
riznych fenotypovych a genotypovych metod.

Genotypové metody urcené pro identifikaci bakterii
a kvasinek jsou zaloZeny na odliSnostech v sekvencich nuk-
leovych kyselin (DNA nebo RNA). Prevazna vétSina téchto
metod je zaloZena na principu polymerazové retézove reakce
(PCR). Nejspolehlivéjsi metodou identifikace mikroorganis-
md je ur€ovani primarni struktury (sekvenovani) ubiquitnich
multikopiovych gent kédujicich ribosomalni RNA (rRNA).
Ziskané sekvence genu je mozné nasledné porovnavat se
sekvencemi ve verejné pristupnych databdzich. Nutno vSak
podotknout, Ze se genotypové metody relativné pomalu
dostavaji mezi spektrum rutinnich diagnostickych postupd,
navzdory klesajici cené¢ vlastnich analyz a pfistrojovému
vybaveni. Zdkladnim taxonomickym parametrem bakterii se
stala primarni struktura genu 16S rRNA (Stackebrandt a kol.,
2002). U kvasinek se jednd o vyuziti raznych geni rRNA
(napr. 18S rRNA, 5,8S rRNA, 28S rRNA) a jejich podjed-
notek (viz Obr. 1) (Las Heras-Vazquez a kol., 2003; Mu
a kol., 2012; Oslan a kol., 2012; Santo a kol., 2012).

Dalsi perspektivni molekularné-biologickou metodu pied-
stavuje fenotypova metoda MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight),
zaloZena na analyze bunéénych proteinti pomoci hmotnostni
spektrometrie (Wieser a kol., 2012). Peptidy a bilkoviny jsou
zde separovany na zdkladé pomérit svych hmotnosti (m)
a naboju (z). Ziskany proteinovy profil je nasledné pomoci
specifického softwaru porovnan s databazi proteinovych
profild riznych mikroorganismti. Spolehlivost identifikace
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Obr. 1 Identifikace kvasinek podle sekvence genu 5,8S rRNA:
mista prisedani primerd ITS1 a ITS4 (Las Heras-
Vazquez a kol., 2003) v ribosomalni kazeté.

zavisi nejenom na velikosti, ale i rozsahu pouZivané databaze
proteinovych profilt. Vyuziti MALDI-TOF MS v diagnos-
tické praxi je prozatim limitovano vysokou pofizovaci cenou
pristroje a dostupnych komer¢nich databazi. Priklady pro-
teinovych spekter testovanych bakterii a kvasinek jsou uve-
deny v casti Materidl a metody.

Pro biochemickou identifikaci bakterii a kvasinek,
zaloZenou predevSim na testovani schopnosti utilizace
riznych zdroji uhliku a popt. dusiku, je k dispozici téz rada
biochemickych souprav i detekénich systémut (napf. Vitek,
bioMérieux, FR).

Cilem této prace byla aplikace modernich molekuldrné-
biologickych metod (sekvenace gent rRNA, metoda
MALDI-TOF MS) pro identifikaci bakterii a kvasinek
izolovanych z mlékarenskych fermentovanych a nefermen-
tovanych vyrobkt vykazujicich jakostni vady, pro ziskani
spolehlivého a rychlého vysledku identifikace.

Material a metody

Izolace bakterii a kvasinek z mlékdrenskych vyrobkii

Testované bakterie a kvasinky byly izolovany ze
syrového mléka, také z nejakostnich mlékarenskych fer-
mentovanych vyrobku (bilé syry a solné nalevy) a nefer-
mentovanych vyrobka (zahuSténd slazend mléka, mléka
UHT). Vzorky byly ziskany jak z mlékarenskych provo-
zoven, tak z trzni sité.

Kultivace a biochemickd identifikace bakteridlnich
izoldtu

Bakterialni izolaty narostlé na agaru GTK (Oxoid, USA)
bylo podrobeny: makroskopickému vyhodnoceni morfolo-
gie kolonii, Gramovu barveni s naslednym mikroskopic-
kym vyhodnocenim morfologie bunék, testim na produkci
katalasy a oxidasy (bioMérieux, FR), schopnosti ristu na
vybranych ristovych médiich za individualnich kultivac-
nich podminek. Kultiva¢ni podminky bakterii: enterobak-
terie a bacily: PCA (Merck, SRN), 37 °C, 24 h, aerobné;
laktokoky: M17 (Oxoid, VB), 30 °C, 48 - 72 h, aerobné;
laktobacily: MRS agar (Oxoid, VB), 30 °C, 48 - 72 h,
anaerobné; stafylokoky: krevni agar (Merck, SRN), 37 °C,
24 - 48 h, aerobng; klostridie: agar dle Brewera (Merck,
SRN), 37 °C, 48 - 72 h, anaerobn¢. Biochemicka identi-
fikace byla nésledné provedena soupravami: ENTEROtest
24, STAPHYtest 24, STREPTOtest 24, ANEROtest 23
(vSechny testy: Erba Lachema, CR), Microgen® Bacillus
ID (Microbiology International, USA).
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Kultivace a biochemicka identifikace kvasinkovych
izoldtu

Kvasinkové izolaty, narostlé na agaru GKCH (Oxoid,
USA) a kultivované na Sabouraudové agaru s 2 % glukosy
(Merck, SRN), 25 °C, 3 - 5 dnt, aerobné, byly podrobeny:
makroskopickému vyhodnoceni morfologie kolonii
a mikroskopickému vyhodnoceni morfologie bunék bar-
venych methylenovou modfi. Biochemicka identifikace
byla provedena soupravami API® 20C AUX 20 C (bioMé-
rieux, FR). U dvou spornych izolati byla provedena identi-
fikace pomoci dal§ich fenotypovych znakd: schopnosti
fermentace uhlikatych substratd, produkce ureasy, schop-
nosti utilizace dusiku ve formé dusi¢nant, schopnosti tvor-
by pseudohyf a sporulace. Udaje byly porovnény s platnou
taxonomickou literaturou (Kurtzman a kol., 2011).

Izolace DNA 7 bakterii a kvasinek

DNA byla z bunék bakterii i kvasinek izolovana pomoci
kitu DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, SRN) dle
instrukei vyrobce, s predchozimi modifikovanymi kroky
lyzi bunék v zavislosti na jejich typu (grampozitivni bak-
terie, gramnegativni bakterie, kvasinky).

Amplifikace a sekvenace podjednotek rRNA

U bakterii byl amplifikovdn a analyzovan gen kodujici
16S rRNA za pouziti obecnych primert W001 a W002
(Godon a kol., 1997), specifickych pro doménu Bacteria;
u kvasinek gen kodujici 5,8S rRNA s vyuZitim specifick-
ych primert ITS1 a ITS4 (Las Heras-Vazquez a kol., 2003)
(viz Obr. 1). Produkty PCR byly preciStény kitem
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, USA) dle
instrukei vyrobce a zaslany k sekvenaci do Mikrobio-
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Obr. 2 Priklad spekter MALDI-TOF MS ziskanych pro
vybrané testované kmeny grampozitivnich bakterii
(L. lactis subsp. lactis B3), gramnegativnich
bakterii (Ser. marcescens B11) a kvasinek
(K. marxianus K8).

logického tstavu AV CR, v.v.i. Ziskané sekvence byly ana-
lyzovany programem BLAST® (NCBI, 2013).

Identifikace bakterii a kvasinek metodou
MALDI-TOF MS

Metody pfipravy vzorkil zavisely na robustnosti buné¢né
stény mikroorganismi. Bakterie byly nandSeny z jedné
izolované kolonie pfimo na kovovou desku. Kolonie
kvasinek byly podrobeny extrakéni metodé (ethanol - 70%
kyselina mravenci - acetonitril; vSe: Sigma Aldrich, SRN)
a naneseny jako lyzat (1 ul). Byl pouzit proteinovy stan-
dard (1 pl): Bruker Bacterial Test Standard (Bruker
Daltonics, SRN). Zaschlé vzorky, vcetné proteinového
standardu, byly prekryty matricovym roztokem (1 ul)
a ponechany krystalizaci. Matricovy roztok: nasyceny roz-
tok o-kyano-4-hydroxy Kkyseliny skotficové (Bruker
Daltonics, SRN) v 50 % acetonitrilu s 2,5 % kyseliny tri-
fluoroctové (vSe: Sigma-Aldrich, SRN). Meétfeni bylo
provedeno na Ustavu biochemie a mikrobiologie, VSCHT
Praha: pfistroj Bruker Biflex IV MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, SRN), komer¢ni databaze MALDI Biotyper 2.0
(Bruker Daltonics, SRN). Vizualizace proteinovych profilt
vybranych bakterii a kvasinek programem mMass 5
(Strohalm a kol., 2010) je presentovana na Obr. 2.

Vysledky a diskuse

Za pomoci tfech vySe zminénych metod bylo identi-
fikovano celkem 12 kment bakterii a 10 kment kvasinek.
Porovnani ziskanych vysledki a spolehlivosti identifikace
je uvedeno pro bakterie v Tab. 1, a pro kvasinky v Tab. 2.
Spolehlivost identifikace je v prfipadé pouZziti metody
sekvenace a biochemickych testd uvedena v procentech,
v pfipadé pouziti metody MALDI-TOF MS jako kategorie
spolehlivosti odvislda od hodnoty skére (mira shody
ziskaného a referenéniho proteinového profilu) - viz Tab. 1.
Od r. 1980 se taxonomické razeni prokaryotnich mikroor-
ganismil fidi pfedevSim primarni strukturou genu kédu-
jictho 16S rRNA (Stackebrandt, 2000; Konstantinidis
a Tiedje, 2005). OvSem, v nékterych ptipadech je tento gen
az prili§ konzervativni na to, aby spolehlivé odlisil fyloge-
neticky blizké druhy. V mlékarenské technologii se mize
jednat naptriklad o homofermentativni laktobacily (Huang
a kol., 2012). Spravna identifikace mikroorganismi casto
vyzaduje, kromé znalosti genotypovych parametri, také
i znalost fenotypovych parametrti. V pfipadé odlisné iden-
tifikace se uptrednostiiuje identifikace ziskana genotypovy-
mi metodami.

Vybrané morfologické a fyziologické znaky bakterii
a kvasinek je proto vhodné ovérovat pii jakémkoliv identi-
fikacnim postupu, vcetné pouziti molekularné-biologickych
metod vyuZzivajicich napt. sekvenaci a MALDI-TOF MS.

Pro grampozitivni a gramnegativni bakterie byly
navrzeny a optimalizovany metody pro izolaci DNA.
Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezi hod-
not 100 - 200 ng/ul. Pro vSechny testované kmeny byl
ziskan produkt PCR o ocekavané velikosti 1500 bp

Xl
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Tab. 1 Identifikace bakterii pomoci sekvenace genti 16S rRNA, MALDI-TOF MS a biochemickych test(

Oznaceni  Sekvenace 16S rRNA MALDI-TOF MS Biochemicka identifikace Vysledna
izolati Identifikace  Spolehli- Identifikace  Skore Spolehlivost Pouzity Vysledek Spolehli- identifikace*
vost (%) (0-3) (kategorie) test vost (%)

B1 Lact. rhamnosus 100 Lact. rhamnosus | 1,717 + ANAERO | Lact. rhamnosus 100 Lact. rhamnosus
B2 Staph. hominis 99,9 Staph. hominis 1,848 + STAPH Staph. hominis 97 Staph. hominis
B3 L. lactis subsp. lactis| 99,9 L. lactis subsp. factis | 2,084 ++ STREPTO | L. factis subsp. lactis 93,9 L. lactis subsp. lactis
B4 Staph. epidermidis 100 Staph. epidermidis | 2,131 ++ STAPH | Staph. epidermidis 97 Staph. epidermidis
B5 Cl. tyrobutyricum 100 Cl. chauvoei 1,581 - ANAERO Nt Nt Cl. tyrobutyricum
B6 Staph. epidermidis 100 Staph. epidermidis | 1,926 + STAPH | Staph. epidermidis 99,8 Staph. epidermidis
B7 L. lactis subsp. factis| 100 L. lactis subsp. lactis | 1,958 + STREPTO | L. /actis subsp. lactis 98,2 L. lactis subsp. lactis
B8 B. licheniformis 100 B. licheniformis 2,266 ++ BAC ID B. licheniformis 95,9 B. licheniformis
B9 Staph. epidermidis 100 Staph. epidermidis | 1,939 + STAPH | Staph. epidermidis 99,5 Staph. epidermidis
B10 Staph. equorum 99,9 Staph. equorum | 2,187 ++ STAPH Staph. equorum 98,9 Staph. equorum
B11 Ser. marcescens 99,8 Ser. marcescens | 2,009 ++ ENTERO |  Ser. marcescens 100 Ser. marcescens
B12 Ser. liquefaciens 95,4 Ser. liquefaciens 1,728 F ENTERO |  Ser. liquefaciens 94,4 Ser. liquefaciens**

Poznamka 1: B... Bacillus, Cl... Clostridium, Lact... Lactobacillus, L... Lactococcus, Staph... Staphylococcus, Ser... Serratia, N... neidentifikovano danym protokolem.
*...vysledna identifikace odpovida identifikaci izolatli metodou sekvenace pii spolehlivosti vy$si nez 99,5 %; **... izolat primdrné identifikovany metodou sekvenace se polehlivosti
nizsi nebo rovno 99,5 %, nésledné identifikovany i dalSimi fenotypovymi testy; t... test neumozriuje identifikaci C/. tyrobutyricum na drovni druhu.

Poznamka 2: Biochemicka identifikace pomoci nésledujicich testdi: ANAERO. .. ANAEROtest 23, BAC ID... Microgen® Bacillus ID, ENTERO...ENTEROtest 24, STAPH...STAPHYtest 24,
STREPTO... STREPTOtest 24.

Poznamka 3: Hodnoceni spolehlivosti identifikace mikroorganismi pomoci metody MALDI-TOF MS (rozsah skdre...symbol...kategorie spolehlivosti):
2,300 - 3,000...+ + +...vysoce pravdépodobna druhova identifikace; 2,000 - 2,299...+ +...bezpe¢nd rodovd identifikace, pravdépodobnd druhova identifikace;
1,700 - 1,999... +...pravdépodobnd rodova identifikace; 0 - 1,699... -...nespolehliva identifikace.

Tab. 2 Identifikace kvasinek pomoci sekvenace gent 5,8S rRNA, MALDI-TOF MS a biochemického testu API® 20C AUX

Oznaceni Sekvenace 5,8S rRNA MALDI-TOF MS Biochemicka charakterizace Vysledna
izolatu dle testu API® 20C AUX identifikace
Velikost ampli- Identifikace Spolehli- Identifikace Skdre Kategorie Identifikace Spolehli-
fikatu (bp) vost (%) (0-3) spolehlivosti vost (%)
K1 600 D. hansenii 100 D. hansenii | 1,736 + D. hansenii 93,9 D. hansenii
K2 600 D. hansenii 99,8 D. hansenii | 1,634 - D. hansenii 99,9 D. hansenii
K3 600 D. hansenii 99,8 P guilliermondii | 1,526 D. hansenii 99,9 D. hansenii
K4 600 D. hansenii 99,8 Clav. lusitaniae | 1,53 - N N D. hansenii
K5 500 C. parapsilosis 98,6 C. parapsilosis | 1,96 + C. parapsilosis 92,9 C. parapsilosis
K6 600 D. hansenii 99,5 Clav. lusitaniae | 1,58 F. neoformans 779 D. hansenii**
K7 600 D. hansenii 99,7 D. hansenii 1,566 D. hansenii 89,9 D. hansenii
K8 800 K. marxianus 99,8 K. marxianus | 2,038 ++ D. hansenii 98,2 K. marxianus
K9 350 Y. lipolytica 76,5 Y. lipolytica 1,948 + P kudriavzevii/C. inconspicua | 98,9 Y. lipolytica**
K10 600 S. metaroseus 99,6 S. metaroseus | 1,812 + N N S. metaroseus

Poznamka 1: C... Candida, Clav... Clavispora, Cr... Cryptococcus, D... Debaryomyces, F... Filobasidiella, K... Kluyveromyces, P... Pichia, S... Sporodiobolus, Sp... Sporobolomyces,

Y... Yarrowia, *... vyslednd identifikace odpovida identifikaci izolétli metodou sekvenace pfi spolehlivosti vy$si nez 99,5 %, **... izolat primarné identifikovany metodou sekvenace
Poznamka 2: Nézvy testovanych kvasinek (teleomorfa/anamorfa): Clav. lusitaniae/C. lusitaniae, D. hansenii/C. famata, F. neoformans/Cr. neoformans, P kudriavzevii/C. krusei,

K. marxianus/C. kefyr, P quilliermondii/C. guilliermondii, teleomorfa neni zndma/C. inconspicua, S. metaroseus/Sp. roseus, Y. lipolytica/C. lipolytica.
Poznamka 3: Hodnoceni spolehlivosti identifikace mikroorganismil pomoci metody MALDI-TOF MS (rozsah skore... symbol... kategorie spolehlivosti):

2,300 - 3,000...+++ ... vysoce pravdépodobnd druhova identifikace; 2,000 - 2,299...++... bezpetnd rodovd identifikace, pravdépodobnd druhova identifikace;

1,700 - 1,999... +... pravdépodobna rodovd identifikace; 0 - 1,699... -... nespolehliva identifikace.

(Stackebrandt a kol., 2002). Porovnanim primarni struktu-
ry tohoto produktu PCR s genovou bankou byly prikazné
prokazany vSechny kmeny, kromé kmene Ser. liquefaciens
B12, se spolehlivosti vyssi nez 99,9 %. Shodné vysledky
byly ziskany i pfi pouziti metody MALDI-TOF MS, a to
pro 11 ze 12 testovanych kment, avsak s nizsi spolehlivosti
(bezpecna ¢i pravdépodobna rodova identifikace). Jeden
kmen (CL tyrobutyricum B7) se podle pouZitého pracov-
niho protokolu nepodafilo identifikovat na uroven druhu.
Vysledky ziskané za pomoci souprav biochemickych
testdl (u 50 % izolata byla spolehlivost vyssi nez 98 %) se
shodovaly s vysledky sekvenace a MALDI-TOF MS. Lze
tedy konstatovat, Ze vSechny tfi pouZité metody poskytly
stejné vysledky, ov§em s riznou mirou spolehlivosti.

Z experimentalné ziskanych vysledki vyplynulo, Ze pro-
centudlné nejspolehlivéjsi metodou identifikace bakterii
byla metoda sekvenace genu 16S rRNA. AvSak, v pri-
padech velmi pribuznych druht by bylo nutné detekovat ¢i
porovnavat navic i jiné geny nebo pouzit jiné doplikové
identifikacni metody. Spolehlivost metody MALDI-TOF
MS se odviji pfedev§im od poctu proteinovych profila jed-
notlivych druhti, kmenové specifickych, vedenych
v pouZivané databazi, a s ohledem na optimalizaci procesu
ptipravy vzorku, véetné kultiva¢nich podminek (Croxatto
a kol., 2012). MALDI-TOF MS nabizi rychlou a provozné
nenarocnou identifikaci bakterii, idedlni pro skrining
velkého poctu izolath. V pripadé€ nizsi spolehlivosti identi-
fikace bakterii je nutno vysledky ovéfit vhodnymi
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dopliikovymi testy (testovani morfologickych, fyziologic-
kych a biochemickych charakteristik).

U eukaryotnich organismu, ke kterym se fadi i kvasinky,
je taxonomické razeni stile zdvislé i na fyziologické
charakterizaci. Tato charakterizace je cCasové naro¢na
a vyzaduje nemalé zkuSenosti. Z tohoto diivodu byly v této
praci odzkouSeny takové moderni a rychlé metody, které by
zavedenou identifikaci kvasinek urychlily a usnadnily.

Za metodu s niz$i spolehlivosti identifikace kvasinek
byla oznacena metoda MALDI-TOF MS. Pouze v jednom
ptipadé, a u to kmene Kluyveromyces marxianus K8, byla
spolehlivost identifikace na turovni "bezpecné rodové"
a "pravdépodobné druhové" identifikace. Dalsi Ctyfi kmeny
byly identifikovany na tdrovni "pravdépodobné rodové"
identifikace; u zbylych péti kment byla identifikace zjisté-
na jako nespolehliva. Presto, ziskané vysledky byly ze
70 % shodné s analyzou sekvence gend 5,8S rRNA.
Dtivodem niz$i spolehlivosti identifikace miZe byt nizsi
pocet proteinovych profild jednotlivych druhi kvasinek
v pouzivané databazi, stejné jako dalsi faktory, véetné mo-
difikace metod pro pfipravu vzorka (Qian a kol., 2008). Na
roz$ifovani databaze proteinovych profiléi a na optimalizaci
dalSich metod priprav vzorkt pro kvasinky i bakterie se
v soucasné dobé déle pracuje.

Pri sekvenaci genti 5,8S rRNA se kvasinkové izolaty
prekvapivé navzdjem lisily, predevSim ve velikosti sekveno-
vaného amplikonu (produktu PCR). Pro druhy
Debaryomyces hansenii a Sporodiobolus metaroseus byly
ziskany produkty PCR o velikosti 600 bp, pro druh C. para-
psilosis o velikosti 500 bp, pro druh K. marxianus
o velikosti 800 bp, a pro druh Yarrowia lipolytica o velikosti
350 bp (viz Tab. 2). Ve vSech pripadech, kromé izolatu
Y. lipolytica K9, byla spolehlivost identifikace velmi vysoka
(> 98,0 %). U dvou izolata (D. hansenii K6, Y. lipolytica
K9), kde byla spolehlivost identifikace pomoci sekvenace
nizsi nebo rovna nez 99,5 %, byl jeji vysledek téz potvrzen
klasickou identifikaci pomoci fenotypovych znaki.

Pouziti pouze testd API® (konkrétn& testu API® 20C
AUX), které jsou povazovany za spolehlivé a fadou autort
pouzivany jako referencni identifikaéni systém, bylo
spolehlivé pouze u casti zastupci druhu D. hansenii
a u zastupce C. parapsilosis. V tomto piipadé je predev§im
nutno vzit v tivahu, Ze auxanografickd metoda typu API® je
konstruovana prednostné pro identifikaci klinickych izolata
kvasinek. Pfi identifikaci kvasinek, izolovanych zvlasté
z potravin, je tfeba provést dalsi fenotypové testy.

Zaver

V préci byla potvrzena vysokd spolehlivost a univerzal-
nost genotypové metody sekvenace ruznych podjednotek
genti rRNA pro identifikaci bakteridlnich a kvasinkovych
pivodcid vad mlékarenskych vyrobkl a surovin. Neza-
nedbatelnou vyhodou této metody je mj. nezpoplatnéné
poskytnuti sekvenci z genovych bank, také klesajici cena
sekvenacni analyzy. Vysledky ziskané pri pouZziti fenoty-
pové metody MALDI-TOF MS potvrdily vhodnost této

metody pro identifikaci bakteridlnich, a po dalsi optimali-
zaci také kvasinkovych, ptivodct vad, s vys$§im narokem na
komplexni odbornou interpretaci vysledkd. Vyhodou této
metody je moZnost rychlé analyzy relativné velkého poctu
vzorkll; nevyhodou je vysokd pofizovaci cena pfristroje
a zpoplatnéni referencnich databazi. Vysledky této prace
mohou byt aplikovatelné v praxi v izké vazbé na zvySovani
jakosti mlékarenskych vyrobku a surovin, véetné zajiStovani
urovné vyrobniho standardu, za pomoci vhodnych identi-
fikacnich metod mikrobidlnich pivodci vad.
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