
Závěr

Z uvedených výsledků vyplývá, že baktérie E. coli se
v syrovém kravském mléce a mléčných filtrech běžně vysky-
tují. U žádného ze získaných izolátů však nebyla zjištěna pří-
tomnost sledovaných genů virulence, které bývají detekovány
u Shigatoxin produkujících kmenů. U izolátů E. coli pocháze-
jících z jedné farmy byla zjištěna přítomnost genů tetA, tetB
a blaSHV. Tyto geny se mohou přenášet horizontálně i na další
gramnegativní baktérie a proto představují potenciální riziko
jejich dalšího šíření v potravinovém řetězci.
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Identification of microbial agents causing
defects of dairy products by modern 
molecular-biological methods

Abstrakt 

Mezi mikrobiální původce různých vad mlékárenských
výrobků a surovin patří často zdravotně i technologicky
rizikové bakterie (např. Staphylococcus sp., Serratia sp.,
Escherichia coli, Bacillus sp., Clostridium sp.), ale také
kvasinky (např. Candida sp., Cryptococcus sp., Debaryo-
myces sp., Sporobolomyces sp., Yarrowia sp.) a nejrůznější
plísně. Některé mikroorganismy mohou být někdy obtížně
detekovatelné klasickými kultivačními mikrobiologickými
metodami, které jsou časově náročné. Vhodnou alternativu
k těmto metodám představují moderní molekulárně-biologické
metody, poskytující vysoce spolehlivé výsledky v relativně
rychlém čase. V této práci byly rizikové bakterie a kvasinky,
izolované z mlékárenských výrobků a surovin, identifikovány
pomocí třech různých metod (sekvenční analýzy vybraných
genů rRNA, metody MALDI-TOF MS a biochemických
testů). Výsledky získané z experimentů této práce mohou být
uplatnitelné v oblasti zvyšování jakosti mlékárenských
výrobků, a také při zajišťování úrovně výrobního standardu,
za pomoci vhodných metod aplikovatelných v praxi.

Klíčová slova: sekvenční analýza genů 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
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závisí nejenom na velikosti, ale i rozsahu používané databáze
proteinových profilů. Využití MALDI-TOF MS v diagnos-
tické praxi je prozatím limitováno vysokou pořizovací cenou
přístroje a dostupných komerčních databází. Příklady pro-
teinových spekter testovaných bakterií a kvasinek jsou uve-
deny v části Materiál a metody.

Pro biochemickou identifikaci bakterií a kvasinek,
založenou především na testování schopnosti utilizace
různých zdrojů uhlíku a popř. dusíku, je k dispozici též řada
biochemických souprav i detekčních systémů (např. Vitek,
bioMérieux, FR).

Cílem této práce byla aplikace moderních molekulárně-
biologických metod (sekvenace genů rRNA, metoda
MALDI-TOF MS) pro identifikaci bakterií a kvasinek
izolovaných z mlékárenských fermentovaných a nefermen-
tovaných výrobků vykazujících jakostní vady, pro získání
spolehlivého a rychlého výsledku identifikace.

Materiál a metody

Izolace bakterií a kvasinek z mlékárenských výrobků
Testované bakterie a kvasinky byly izolovány ze

syrového mléka, také z nejakostních mlékárenských fer-
mentovaných výrobků (bílé sýry a solné nálevy) a nefer-
mentovaných výrobků (zahuštěná slazená mléka, mléka
UHT). Vzorky byly získány jak z mlékárenských provo-
zoven, tak z tržní sítě. 

Kultivace a biochemická identifikace bakteriálních
izolátů 

Bakteriální izoláty narostlé na agaru GTK (Oxoid, USA)
bylo podrobeny: makroskopickému vyhodnocení morfolo-
gie kolonií, Gramovu barvení s následným mikroskopic-
kým vyhodnocením morfologie buněk, testům na produkci
katalasy a oxidasy (bioMérieux, FR), schopnosti růstu na
vybraných růstových médiích za individuálních kultivač-
ních podmínek. Kultivační podmínky bakterií: enterobak-
terie a bacily: PCA (Merck, SRN), 37 °C, 24 h, aerobně;
laktokoky: M17 (Oxoid, VB), 30 °C, 48 - 72 h, aerobně;
laktobacily: MRS agar (Oxoid, VB), 30 °C, 48 - 72 h,
anaerobně; stafylokoky: krevní agar (Merck, SRN), 37 °C,
24 - 48 h, aerobně; klostridie: agar dle Brewera (Merck,
SRN), 37 °C, 48 - 72 h, anaerobně. Biochemická identi-
fikace byla následně provedena soupravami: ENTEROtest
24, STAPHYtest 24, STREPTOtest 24, ANEROtest 23
(všechny testy: Erba Lachema, ČR), Microgen® Bacillus
ID (Microbiology International, USA). 

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

Úvod

Mezi nejčastější mikrobiální původce vad mlékáren-
ských výrobků se řadí bakterie a kvasinky. V provozních
podmínkách se k jejich identifikaci obvykle používají rych-
lé postupy, které ne vždy vedou k jejich přesné identifikaci.
V praxi je nutné obdržet výsledky pokud možno co
nejrychleji kvůli případným nápravným opatřením.
V mlékárenské provozní praxi se nejčastěji používají selek-
tivní nebo chromogenní média, umožňující již v rámci
primokultivací předběžné určení technologicky rizikových
mikroorganismů. K přesnější identifikaci mikroorganismů
se ve specializovaných laboratořích používá kombinace
různých fenotypových a genotypových metod. 

Genotypové metody určené pro identifikaci bakterií
a kvasinek jsou založeny na odlišnostech v sekvencích nuk-
leových kyselin (DNA nebo RNA). Převážná většina těchto
metod je založená na principu polymerázové řetězově reakce
(PCR). Nejspolehlivější metodou identifikace mikroorganis-
mů je určování primární struktury (sekvenování) ubiquitních
multikopiových genů kódujících ribosomální RNA (rRNA).
Získané sekvence genů je možné následně porovnávat se
sekvencemi ve veřejně přístupných databázích. Nutno však
podotknout, že se genotypové metody relativně pomalu
dostávají mezi spektrum rutinních diagnostických postupů,
navzdory klesající ceně vlastních analýz a přístrojovému
vybavení. Základním taxonomickým parametrem bakterií se
stala primární struktura genu 16S rRNA (Stackebrandt a kol.,
2002). U kvasinek se jedná o využití různých genů rRNA
(např. 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).

Další perspektivní molekulárně-biologickou metodu před-
stavuje fenotypová metoda MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight),
založená na analýze buněčných proteinů pomocí hmotnostní
spektrometrie (Wieser a kol., 2012). Peptidy a bílkoviny jsou
zde separovány na základě poměrů svých hmotností (m)
a nábojů (z). Získaný proteinový profil je následně pomocí
specifického softwaru porovnán s databází proteinových
profilů různých mikroorganismů. Spolehlivost identifikace

Obr. 1 Identifikace kvasinek podle sekvence genu 5,8S rRNA:
místa přisedání primerů ITS1 a ITS4 (Las Heras-
Vazquez a kol., 2003) v ribosomální kazetě.
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Kultivace a biochemická identifikace kvasinkových
izolátů 

Kvasinkové izoláty, narostlé na agaru GKCH (Oxoid,
USA) a kultivované na Sabouraudově agaru s 2 % glukosy
(Merck, SRN), 25 °C, 3 - 5 dnů, aerobně, byly podrobeny:
makroskopickému vyhodnocení morfologie kolonií
a mikroskopickému vyhodnocení morfologie buněk bar-
vených methylenovou modří. Biochemická identifikace
byla provedena soupravami API® 20C AUX 20 C (bioMé-
rieux, FR). U dvou sporných izolátů byla provedena identi-
fikace pomocí dalších fenotypových znaků: schopnosti
fermentace uhlíkatých substrátů, produkce ureasy, schop-
nosti utilizace dusíku ve formě dusičnanů, schopnosti tvor-
by pseudohýf a sporulace. Údaje byly porovnány s platnou
taxonomickou literaturou (Kurtzman a kol., 2011). 

Izolace DNA z bakterií a kvasinek
DNA byla z buněk bakterií i kvasinek izolována pomocí

kitu DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, SRN) dle
instrukcí výrobce, s předchozími modifikovanými kroky
lyzí buněk v závislosti na jejich typu (grampozitivní bak-
terie, gramnegativní bakterie, kvasinky).

Amplifikace a sekvenace podjednotek rRNA 
U bakterií byl amplifikován a analyzován gen kódující

16S rRNA za použití obecných primerů W001 a W002
(Godon a kol., 1997), specifických pro doménu Bacteria;
u kvasinek gen kódující 5,8S rRNA s využitím specifick-
ých primerů ITS1 a ITS4 (Las Heras-Vazquez a kol., 2003)
(viz Obr. 1). Produkty PCR byly přečištěny kitem
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, USA) dle
instrukcí výrobce a zaslány k sekvenaci do Mikrobio-

logického ústavu AV ČR, v.v.i. Získané sekvence byly ana-
lyzovány programem BLAST® (NCBI, 2013). 

Identifikace bakterií a kvasinek metodou 
MALDI-TOF MS

Metody přípravy vzorků závisely na robustnosti buněčné
stěny mikroorganismů. Bakterie byly nanášeny z jedné
izolované kolonie přímo na kovovou desku. Kolonie
kvasinek byly podrobeny extrakční metodě (ethanol - 70%
kyselina mravenčí - acetonitril; vše: Sigma Aldrich, SRN)
a naneseny jako lyzát (1 μl). Byl použit proteinový stan-
dard (1 μl): Bruker Bacterial Test Standard (Bruker
Daltonics, SRN). Zaschlé vzorky, včetně proteinového
standardu, byly překryty matricovým roztokem (1 μl)
a ponechány krystalizaci. Matricový roztok: nasycený roz-
tok α-kyano-4-hydroxy kyseliny skořicové (Bruker
Daltonics, SRN) v 50 % acetonitrilu s 2,5 % kyseliny tri-
fluoroctové (vše: Sigma-Aldrich, SRN). Měření bylo
provedeno na Ústavu biochemie a mikrobiologie, VŠCHT
Praha: přístroj Bruker Biflex IV MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, SRN), komerční databáze MALDI Biotyper 2.0
(Bruker Daltonics, SRN). Vizualizace proteinových profilů
vybraných bakterií a kvasinek programem mMass 5
(Strohalm a kol., 2010) je presentována na Obr. 2. 

Výsledky a diskuse 

Za pomocí třech výše zmíněných metod bylo identi-
fikováno celkem 12 kmenů bakterií a 10 kmenů kvasinek.
Porovnání získaných výsledků a spolehlivosti identifikace
je uvedeno pro bakterie v Tab. 1, a pro kvasinky v Tab. 2.
Spolehlivost identifikace je v případě použití metody
sekvenace a biochemických testů uvedena v procentech,
v případě použití metody MALDI-TOF MS jako kategorie
spolehlivosti odvislá od hodnoty skóre (míra shody
získaného a referenčního proteinového profilu) - viz Tab. 1.
Od r. 1980 se taxonomické řazení prokaryotních mikroor-
ganismů řídí především primární strukturou genu kódu-
jícího 16S rRNA (Stackebrandt, 2000; Konstantinidis
a Tiedje, 2005). Ovšem, v některých případech je tento gen
až příliš konzervativní na to, aby spolehlivě odlišil fyloge-
neticky blízké druhy. V mlékárenské technologii se může
jednat například o homofermentativní laktobacily (Huang
a kol., 2012). Správná identifikace mikroorganismů často
vyžaduje, kromě znalosti genotypových parametrů, také
i znalost fenotypových parametrů. V případě odlišné iden-
tifikace se upřednostňuje identifikace získaná genotypový-
mi metodami. 

Vybrané morfologické a fyziologické znaky bakterií
a kvasinek je proto vhodné ověřovat při jakémkoliv identi-
fikačním postupu, včetně použití molekulárně-biologických
metod využívajících např. sekvenaci a MALDI-TOF MS.

Pro grampozitivní a gramnegativní bakterie byly
navrženy a optimalizovány metody pro izolaci DNA.
Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezí hod-
not 100 - 200 ng/μl. Pro všechny testované kmeny byl
získán produkt PCR o očekávané velikosti 1500 bp

VĚDA, VÝZKUM
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Obr. 2 Příklad spekter MALDI-TOF MS získaných pro
vybrané testované kmeny grampozitivních bakterií
(L. lactis subsp. lactis B3), gramnegativních 
bakterií (Ser. marcescens B11) a kvasinek 
(K. marxianus K8).
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(Stackebrandt a kol., 2002). Porovnáním primární struktu-
ry tohoto produktu PCR s genovou bankou byly průkazně
prokázány všechny kmeny, kromě kmene Ser. liquefaciens
B12, se spolehlivostí vyšší než 99,9 %. Shodné výsledky
byly získány i při použití metody MALDI-TOF MS, a to
pro 11 ze 12 testovaných kmenů, avšak s nižší spolehlivostí
(bezpečná či pravděpodobná rodová identifikace). Jeden
kmen (Cl. tyrobutyricum B7) se podle použitého pracov-
ního protokolu nepodařilo identifikovat na úroveň druhu. 

Výsledky získané za pomoci souprav biochemických
testů (u 50 % izolátů byla spolehlivost vyšší než 98 %) se
shodovaly s výsledky sekvenace a MALDI-TOF MS. Lze
tedy konstatovat, že všechny tři použité metody poskytly
stejné výsledky, ovšem s různou mírou spolehlivosti. 

XIIIMLÉKAŘSKÉ LISTY č. 138
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Z experimentálně získaných výsledků vyplynulo, že pro-
centuálně nejspolehlivější metodou identifikace bakterií
byla metoda sekvenace genu 16S rRNA. Avšak, v pří-
padech velmi příbuzných druhů by bylo nutné detekovat či
porovnávat navíc i jiné geny nebo použít jiné doplňkové
identifikační metody. Spolehlivost metody MALDI-TOF
MS se odvíjí především od počtu proteinových profilů jed-
notlivých druhů, kmenově specifických, vedených
v používané databázi, a s ohledem na optimalizaci procesu
přípravy vzorku, včetně kultivačních podmínek (Croxatto
a kol., 2012). MALDI-TOF MS nabízí rychlou a provozně
nenáročnou identifikaci bakterií, ideální pro skríning
velkého počtu izolátů. V případě nižší spolehlivosti identi-
fikace bakterií je nutno výsledky ověřit vhodnými

Tab. 1 Identifikace bakterií pomocí sekvenace genů 16S rRNA, MALDI-TOF MS a biochemických testů

Označení Sekvenace 16S rRNA MALDI-TOF MS Biochemická identifikace        Výsledná 
izolátů Identifikace Spolehli- Identifikace Skóre Spolehlivost Použitý Výsledek 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. lactis 2,084 ++ STREPTO L. lactis 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 N† N† Cl. tyrobutyricum 
B6 Staph. epidermidis 100 Staph. epidermidis 1,926 + STAPH Staph. epidermidis 99,8 Staph. epidermidis
B7 L. lactis subsp. lactis 100 L. lactis subsp. lactis 1,958 + STREPTO L. lactis 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 + ENTERO Ser. liquefaciens 94,4 Ser. liquefaciens**

Poznámka 1: B… Bacillus, Cl… Clostridium, Lact... Lactobacillus, L… Lactococcus, Staph… Staphylococcus, Ser… Serratia, N… neidentifikováno daným protokolem.
*…výsledná identifikace odpovídá identifikaci izolátů metodou sekvenace při spolehlivostí vyšší než 99,5 %; **… izolát primárně identifikovaný metodou sekvenace se polehlivostí
nižší nebo rovno 99,5 %, následně identifikovaný i dalšími fenotypovými testy; †... test neumožňuje identifikaci Cl. tyrobutyricum na úrovni druhu.

Poznámka 2: Biochemická identifikace pomocí následujících testů: ANAERO… ANAEROtest 23, BAC ID… Microgen® Bacillus ID, ENTERO…ENTEROtest 24, STAPH…STAPHYtest 24, 
STREPTO... STREPTOtest 24.

Poznámka 3: Hodnocení spolehlivosti identifikace mikroorganismů pomocí metody MALDI-TOF MS (rozsah skóre...symbol...kategorie spolehlivosti): 
2,300 - 3,000...+++...vysoce pravděpodobná druhová identifikace; 2,000 - 2,299…++...bezpečná rodová identifikace, pravděpodobná druhová identifikace; 
1,700 - 1,999... +...pravděpodobná rodová identifikace; 0 - 1,699... -...nespolehlivá identifikace.

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

Označení Sekvenace 5,8S rRNA MALDI-TOF MS Biochemická charakterizace Výsledná      
izolátů dle testu API® 20C AUX identifikace

Velikost ampli- Identifikace Spolehli- Identifikace Skóre Kategorie Identifikace Spolehli-
fikátu (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 77,9 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
Poznámka 1: C… Candida, Clav… Clavispora, Cr… Cryptococcus, D… Debaryomyces,  F… Filobasidiella, K… Kluyveromyces, P… Pichia, S… Sporodiobolus, Sp… Sporobolomyces, 

Y… Yarrowia, *… výsledná identifikace odpovídá identifikaci izolátů metodou sekvenace při spolehlivostí vyšší než 99,5 %, **… izolát primárně identifikovaný metodou sekvenace
se spolehlivostí nižší nebo rovno 99,5 %, následně identifikovaný i dalšími fenotypovými testy (kromě testu API® 20C AUX), N… neidentifikováno.

Poznámka 2: Názvy testovaných kvasinek (teleomorfa/anamorfa): Clav. lusitaniae/C. lusitaniae, D. hansenii/C. famata, F. neoformans/Cr. neoformans, P. kudriavzevii/C. krusei, 
K. marxianus/C. kefyr, P. guilliermondii/C. guilliermondii, teleomorfa není známa/C. inconspicua, S. metaroseus/Sp. roseus, Y. lipolytica/C. lipolytica.

Poznámka 3: Hodnocení spolehlivosti identifikace mikroorganismů pomocí metody MALDI-TOF MS (rozsah skóre... symbol... kategorie spolehlivosti): 
2,300 - 3,000...+++ ... vysoce pravděpodobná druhová identifikace; 2,000 - 2,299…++... bezpečná rodová identifikace, pravděpodobná druhová identifikace; 
1,700 - 1,999... +... pravděpodobná rodová identifikace; 0 - 1,699... -... nespolehlivá identifikace.
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doplňkovými testy (testování morfologických, fyziologic-
kých a biochemických charakteristik). 

U eukaryotních organismů, ke kterým se řadí i kvasinky,
je taxonomické řazení stále závislé i na fyziologické
charakterizaci. Tato charakterizace je časově náročná
a vyžaduje nemalé zkušenosti. Z tohoto důvodu byly v této
práci odzkoušeny takové moderní a rychlé metody, které by
zavedenou identifikaci kvasinek urychlily a usnadnily. 

Za metodu s nižší spolehlivostí identifikace kvasinek
byla označena metoda MALDI-TOF MS. Pouze v jednom
případě, a u to kmene Kluyveromyces marxianus K8, byla
spolehlivost identifikace na úrovni "bezpečné rodové"
a "pravděpodobné druhové" identifikace. Další čtyři kmeny
byly identifikovány na úrovni "pravděpodobné rodové"
identifikace; u zbylých pěti kmenů byla identifikace zjiště-
na jako nespolehlivá. Přesto, získané výsledky byly ze
70 % shodné s analýzou sekvence genů 5,8S rRNA.
Důvodem nižší spolehlivosti identifikace může být nižší
počet proteinových profilů jednotlivých druhů kvasinek
v používané databázi, stejně jako další faktory, včetně mo-
difikace metod pro přípravu vzorků (Qian a kol., 2008). Na
rozšiřování databáze proteinových profilů a na optimalizaci
dalších metod příprav vzorků pro kvasinky i bakterie se
v současné době dále pracuje. 

Při sekvenaci genů 5,8S rRNA se kvasinkové izoláty
překvapivě navzájem lišily, především ve velikosti sekveno-
vaného amplikonu (produktu PCR). Pro druhy
Debaryomyces hansenii a Sporodiobolus metaroseus byly
získány 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 všech případech, kromě izolátu
Y. lipolytica K9, byla spolehlivost identifikace velmi vysoká
(> 98,0 %). U dvou izolátů (D. hansenii K6, Y. lipolytica
K9), kde byla spolehlivost identifikace pomocí sekvenace
nižší nebo rovna než 99,5 %, byl její výsledek též potvrzen
klasickou identifikací pomocí fenotypových znaků. 

Použití pouze testů API® (konkrétně testu API® 20C
AUX), které jsou považovány za spolehlivé a řadou autorů
používány jako referenční identifikační systém, bylo
spolehlivé pouze u části zástupců druhu D. hansenii
a u zástupce C. parapsilosis. V tomto případě je především
nutno vzít v úvahu, že auxanografická metoda typu API® je
konstruována přednostně pro identifikaci klinických izolátů
kvasinek. Při identifikaci kvasinek, izolovaných zvláště
z potravin, je třeba provést další fenotypové testy. 

Závěr

V práci byla potvrzena vysoká spolehlivost a univerzál-
nost genotypové metody sekvenace různých podjednotek
genů rRNA pro identifikaci bakteriálních a kvasinkových
původců vad mlékárenských výrobků a surovin. Neza-
nedbatelnou výhodou této metody je mj. nezpoplatněné
poskytnutí sekvencí z genových bank, také klesající cena
sekvenační analýzy. Výsledky získané při použití fenoty-
pové metody MALDI-TOF MS potvrdily vhodnost této

metody pro identifikaci bakteriálních, a po další optimali-
zaci také kvasinkových, původců vad, s vyšším nárokem na
komplexní odbornou interpretaci výsledků. Výhodou této
metody je možnost rychlé analýzy relativně velkého počtu
vzorků; nevýhodou je vysoká pořizovací cena přístroje
a zpoplatnění referenčních databází. Výsledky této práce
mohou být aplikovatelné v praxi v úzké vazbě na zvyšování
jakosti mlékárenských výrobků a surovin, včetně zajišťování
úrovně výrobního standardu, za pomoci vhodných identi-
fikačních metod mikrobiálních původců vad.
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