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Abstrakt

Druhy Bacillus sp. patii mezi obavané zdravotné i tech-
nologicky rizikové aerobni sporulujici bakterie vyskytujici
se v ruznych suroviniach, potravinich a na vyrobnim
zafizeni. Bacily mohou byt relativné rychle detekovany
s vysokou spolehlivosti na udroveni rodu, druhu ¢i kmene
pomoci riznych metod, véetné biologickych, instrumental-
nich a biochemickych. V této praci byly bacily, izolované
z mlékarenskych vyrobkil, surovin a vyrobnich zafizeni,
identifikovany na trovei druhu pomoci polymerazové feté-
zové reakce (PCR) a MALDI - TOF hmotnostni spek-
trometrie (MALDI-TOF MS). Vysledky této prace mohou
byt pouzitelné pfi zajiStovani jakosti nejenom mléka
a mlékarenskych vyrobku, ale obecné pfi zajiStovani
hygienické urovné potravinafskych vyrob, s vyuzitim
vhodné detekce technologicky rizikovych mikroorganismd.

Klicova slova: Bacillus sp., technologické riziko, mélo
kyselé potraviny, identifikace, PCR, MALDI-TOF MS

Abstract

Bacillus species belong to one the dreaded health and
technologically risky aerobic spore-forming bacteria occur-
ring in various raw materials, foods and on producing facil-
ity. Bacilli can be detected relatively quickly with high
reliability at the genus, species or strain level using diffe-
rent methods; including biological, instrumental and
biochemical methods. In this work, bacilli, which were iso-
lated from dairy products, raw materials and processing
equipment, were identified at species level by means of the
polymerase chain reaction (PCR) and the MALDI - TOF
Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). The results of this

study may be useful for quality assurance not only milk and
dairy products, but in general for ensuring the hygiene level
of the other food productions, using a proper detection of
technologically risk microorganisms.

Key words: Bacillus sp., technological risk, low-acid
foods, identification, PCR, MALDI-TOF MS

Uvod

Mezi Casto a Cetné se vyskytujici mikrobidlni pivodce,
izolované z napft. z mléka, mlékarenskych vyrobki a vyrob-
niho zafizeni, patfi mimo jiné i aerobni sporulujici bakterie,
které predstavuji nezanedbatelné zdravotni a/nebo techno-
logické riziko. Radi se zde predeviim Sirokd skupina
bacild, pro néz je typicka tepelna resistence jejich spor,
které mohou prezivat v tepelné opracovanych potravinich
a zpusobovat tak nasledné vady vyrobku.

Bakterie rodu Bacillus jsou fazeny do Celedi Bacillaceae,
fadu Bacillales, tfidy Bacilli, oddéleni Firmicutes
a domény Bacteria. Rod Bacillus je fylogeneticky délen na
skupinu patogennich bacild (napt. B. cereus, B. anthracis),
skupinu pudnich bacild (napf. B. pumilus, B. subtilis,
B. licheniformis), skupinu podmotskych bacilti (napf.
Geobacillus kaustophilus, Oceanobacillus iheyensis),
skupinu vodnich bacild (napf. B. cohaulensis) a skupinu
halofilnich bacilt (napt. B. halodurans, B. clausii) (Alcaraz
a kol., 2010).

Buiikky rodu Bacillus tvofi tyCinky o velikosti
0,5-2,5x 1,2 - 10 pum, které jsou Casto fazené do part nebo
fetizkll, se zakulacenymi konci. Buiiky jsou grampozitivni
a pohyblivé pomoci peritrichdlnich bi¢ikd. Endospory jsou
ovalné, nékdy kulovitého nebo cylindrického tvaru, velmi
odolné k mnoha nepfiznivym podminkdm. Bacily jsou
aerobni nebo fakultativné anaerobni, se Sirokou rozmani-
tosti fyziologickych vlastnosti v zavislosti na teploté, pH
a pritomnosti chloridu sodného. Jsou chemoorganotrofni
s fermentativnim a respiracnim metabolismem, obvykle
katalasa pozitivni. Jednd se o ubikvitné se vyskytujici bak-
terie. Nékteré druhy (napf. B. anthracis a B. cereus) jsou
patogenni pro obratlovce i bezobratlé (Holt a kol., 1994).
Mezofilni druhy (napf. B. licheniformis, B. lentus,
B. luteus, B. subtilis, B. pumilus) rostou v teplotnim
rozmezi 15 az 45 °C, termofilni druhy (napft. B. stearother-
mophilus) maji optimélni teplotu rastu vyssi nez 45 °C
(McClure, 2006).

Zastupci rodu Bacillus, konkrétné druhy B. lichenifor-
mis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. lentus, B. sphae-
ricus, B. cereus a B. circulans, se podileji na kazeni
predevsim mélo kyselych potravin o pH 4,6 a vys$sim, které
byly podrobeny nizké pasteraci a nasledné zchlazeny, déle
na kaZeni komercné sterilizovanych potravin (tj. potravin
osetfenych zahfevem UHT), a nebo na kazeni kyselych
potravin podrobenych pasteraci s naslednym skladovani pfi
pokojové teploté. Bacillus sp. a ptibuzné mikroorganismy
zpusobuji kaZeni diky proteolytické, lipolytické,
sacharolytické a pektinolytické aktivit€. Syrové materidly,
jako jsou mléko, maso a zelenina, byvaji bacily konta-
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minovany jiz v prvovyrobé a jejich endospory prezivaji
nasledné pouzité tepelné procesy. K bacilarnim zastupcim
s tepelné vysoce resistentnimi sporami patii napt. druhy
B. sporothermodurans a B. coagulans (McClure, 2006).

U mlékarenskych vyrobkt se na jejich trvanlivosti, a také
na potencialnim rozvoji mikrofléry zodpovédné za kazeni,
podili mnoho faktori. Vyrobky jsou v urcité fazi vyroby
obvykle podrobeny pasteraci, primarn€é navrzené
k odstranéni infekce ve formé& vegetativnich forem
mikroorganismu (napt. Coxiella burnetti a Mycobacterium
tuberculosis), pficemz tepelny proces zaroven inaktivuje
enzymy pfirozené¢ se v mléce vyskytujici. V minulych
letech doslo v mlékarenském primyslu k rozvoji pasterace
a vyvoji dalSich tepelnych procest (napf. vysoka pasterace
nebo UHT pasterace, UHT sterilizace, sterilizace v obalu)
(Boor a Murphy, 2002), coz umoznilo vétsi diferenciaci
technologickych postupti pro cilenou eliminaci tepelné
rezistentnich aerobnich sporulujicich bakterii. Pro kontrolu
ucinnosti zvolenych technologickych postupti jsou nezbyt-
né spolehlivé a co nejrychlejsSi metody identifikace
mikroorganismi minimalné na droven rodu ¢i druhu.

RozliSeni zastupcti rodu Bacillus na druhové trovni je
relativné obtizné, jednak z diivodu vysokého poctu druht,
jednak diky nekompletnimu popisu taxonomicky nové
zatfazenych druhd. V potravinafské provozni praxi lze
k identifikaci bacili pouzit plotnovou metodu s vyuZzitim
ruznych diagnostickych selektivnich médii; pro stanoveni
B. cereus jsou to napf. média PEMBA a MYPA
(Némeckova a kol., 2011). OvSem, ostatni druhy bacilt se
pii rutinnich analyzich obvykle nestanovuji. Ve specializo-
vanych laboratofich 1ze pro spolehlivou identifikaci aerob-
nich sporulujicich bakterii pfi odhadu jejich patogenity,
rizikovosti, a pfi zajiStovani kvality mléka a mlékarenskych
vyrobku, vyuZzit dal§i metody, napf. molekularné-biolog-
ické, instrumentélni ¢i biochemické.

Metody je mozné dale délit jednak na genotypové, iden-
tifikujici mikroorganismy na zékladé odliSnosti v sekvenci
DNA a jednak na fenotypové, zaloZené na analyze enzymd,
jejich metabolickych produkti a dalSich exprimovanych
proteint (Kampfer a Glaeser, 2012). Pfevazna vétSina
genotypovych metod je zalozena na amplifikaci DNA
metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) s vyuZitim
rodové ¢i druhové specifickych primert - oligonukleotid
o definovanych sekvencich, které se komplementarné
specificky vazi k vybranym oblastem v DNA. V pfipadé, Ze
nelze vyuzit specifickych primerd, je mozné vyuZzit metodu
sekvenovani, kterd podd informace o primarni strukture
vybranych konzervovanych gentl ¢i ve vyjimecnych pfi-
padech i celého genomu bakterii (Kdmpfer a Glaeser,
2012).

Naopak, fenotypova metoda MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight) je
zaloZena na analyze bunécnych proteind pomoci hmotnos-
tni spektrometrie (Wieser a kol., 2012). Peptidy a bilkoviny
jsou touto metodou separovany na zakladé pomért svych
hmotnosti (m) a naboji (z). Ziskany proteinovy profil je
nasledné, pomoci specifického softwaru, porovnén s data-

bazi proteinovych profild rdznych mikroorganismd.
Spolehlivost identifikace zavisi nejenom na velikosti (tzn.
na poctu pfitomnych druhid), ale i na rozsahu (tzn. na
mnozstvi pritomnych kment jednoho mikrobidlniho druhu)
pouzivané databaze proteinovych profilt. Vyuziti MALDI-
TOF MS v diagnostické praxi je prozatim limitovano
vysokou pofizovaci cenou pfistroje a dostupnych
komercénich databdzi. Postupné se vSak stava standardnim
vybavenim, zvlast€ v klinickych laboratofich, a identi-
fikace metodou MALDI-TOF MS v téchto prfipadech byva
metodou prvni volby (Bohme a kol., 2006; Croxatto a kol.,
2012; Sandrin a kol., 2012).

Cilem této prace bylo pouziti molekularné-biologické
metody PCR vyuZivajici rodové i druhové specifické
primery a instrumentalni metody MALDI-TOF MS pro
spolehlivou a rychlou identifikaci technologicky riziko-
vych bacil, izolovanych z mlékarenskych vyrobki
a vyrobnich zafizeni, zpusobujicich vady vyrobku.

Material a metody

Izolace bakterii z mlékdrenskych vyrobkii

Bakterie rodu Bacillus byly izolovany z riznych potra-
vinarskych vyrobkd, nejcastéji z mlékarenskych, a také ze
stérd vyrobniho zafizeni mlékarenskych zavodu.

Kultivace a biochemickd identifikace bakteridlnich
izoldtu

Bakteridlni izolaty narostlé na agaru Columbia s 5 %
(obj.) berani krve (Bio-Rad, USA), pti 37 °C, po dobu 24 h,
byly podrobeny makroskopickému vyhodnoceni morfolo-
gie kolonii, Gramovu barveni s nédslednym mikroskopic-
kym vyhodnocenim morfologie bunék, a také testim na
produkci katalasy a oxidasy (bioMérieux, FR).

Identifikace bacilit metodou PCR

Identifikace bacild metodou PCR s individudlné
navrZzenymi specifickymi primery byla provedena na
Ustavu mléka, tuki a kosmetiky, VSCHT Praha. Primery
pro druh B. licheniformis (BLICH-F a BLICH-R) vykazo-
valy 100 % komplementaritu se sbirkovym kmenem
B. licheniformis ATCC 14580. Primery designované pro
druh B. cereus (BCER-F a BCER-R) vykazovaly 82 %
komplementaritu se sbirkovym kmenem B. cereus ATCC
14579. Primery navrzené pro druh B. subtilis (BSUB-F
a BSUB-F) vykazovaly 100 % komplementaritu s kmenem
B. subtilis subsp. subtilis 168.

DNA byla izolovdana pomoci kitu DNeasy Blood &
Tissue (Qiagen, SRN) dle instrukci vyrobce pro grampozi-
tivni bakterie (Jebava a kol., 2011). K identifikaci bacilt
byly pouzity druhové a rodové specifické primery amplifi-
kujici 16S rRNA (Némeckova a kol., 2011), rekapitulované
v Tab 1. Reak¢ni smés (20 ul) byla sloZena z nésledujicich
reagencii: 13 pl demineralizované vody, 4 ul 5x HOT
FIREPol EvaGreen Mix Plus (Solis BioDyne, Estonsko),
0,5 ul forward primeru (50 uM, Generi Biotech, CR), 0,5 ul
reverse primeru (50 uM, Generi Biotech, CR), 2 ul izolo-
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Tab. 1 Primery specifické pro 16SrRNA (Nemeckova a kol., 2011),

pro nize uvedené druhy bacild, pouZité pro gPCR

Bakterialni Oznaceni Sekvence DNA (5’ - 3’)

druh primeru PCR (bp) (°C)
Bacillus BAC-R |GCTGGTTAGAGCGCACGCCTGATA| 263 65
sp. BAC-F |CATCCACCGTGCGCCCTTTCTAAC
Bacillus BCER-F GAGAGTTCAATAAAAAGTATT 282 45
cereus BCER-R | CACTGTTATCTAGTTTTCAAAGAA
Bacillus BLICH-F GACAGGTGCGTTTGGATCTTG 300 50
licheniformis | BLICH-R | CAGAAAATTCTTGTGAATGTCTAC
Bacillus BSUB-F | CAGAACGTTCCCTGTCTTGTTTAG | 284 50
subtilis BSUB-R | GTTACTAATTGAATGTGATGTCTA

P")du'(t Tannnaling textensi(m

a-kyano-4-hydroxy kyseliny skoficové (4-HCCA;
Sigma Aldrich, USA) v 50 % acetonitrilu s 2,5 %
kyseliny trifluoroctové (vSe: Sigma-Aldrich,
(s) SRN; slozeni 1 ml: 250 pl sterilni destilované
30 vody, 500 pl acetonitrilu, 250 ul 10 % kyseliny tri-
fluoroctové), rozpustény za intenzivniho tfepani
30 (10 min, 25 °C). Vizualizace proteinovych profilt
byla provedena programem mMass 5 (Strohalm
80 | akol, 2010).

Spolehlivost metody MALDI-TOF MS byla
vyjadiena v kategoriich spolehlivosti (viz Tab. 2),
zavislych na hodnoté skore, tj. dekadického loga-

30

Tonmeaiing (°C)... teplota nasedani primert,
Textension (S)- - doba potfebnd k syntéze komplementdrniho fetézce DNA

vané DNA (cpnamin = 50 pg/ml). K amplifikaci byl pouZit
CFX96 Real-Time detekéni systém (Biorad, USA),
termické cykly probihaly nasledovné: (i) pocatecni
denaturace 95 °C po dobu 15 min (Hot start), ndsledovalo
(i1) 40 cykla: 95 °C/ 30 s, Tanncaing (viz Tab. 1) / 30 s
a 72 °C / textension (viz Tab. 1), ukonéené (iii) analyzou HRM
pii 55 - 95 °C, se zménou 0,5 s / 0,5 °C (Némeckova a kol.,
2011; Safdar a Abastyantik, 2013). Velikost produktu gPCR
byla nasledné zjiSténa za pomoci horizontélni elektroforézy
(konstantni napéti 90 V, doba 1,5 h) v agarosovém gelu
(1% hm. agarosa).

Spolehlivost identifikace byla v pfipadé rodové
a druhové specifické PCR, kterd byla realizovdna jako
gPCR s pouzitim interkalacniho barviva EvaGreen
a analyzy ktivky tani, vyjadfena jako shoda mezi kfivkou
tani referen¢niho vzorku a neznamého vzorku.

Identifikace bacilii metodou MALDI-TOF MS
Identifikace bacill metodou MALDI-TOF MS byla
provedena na Ustavu biochemie a mikrobiologie, VSCHT
Praha, pomoci pfistroje Bruker Autoflex Speed a komeréni
databaze MALDI Biotyper 3.0 a metodami doporucenymi
vyrobcem Vv zavislosti na stavbé bunécné stény
(Anonymous, 2014). Pfi metodé primé aplikace je mikro-
bialni kultura z jedné izolované kolonie nanesena na spoty
kovové desky pfimo, ve dvou paralelich o rozdilném
mnozstvi nanesenych bunék. Extrakéni metoda vyuziva
extrakci s pouzitim ethanolu a 70 % kyseliny mravenci.
Mikrobidlni kultura o objemu cca 10 ul byla resuspendova-
na ve 300 pl sterilni destilované vody (vortexovani, 5 - 10 ),
smichana s 900 ul 98 % ethanolu (Lachner, CR) a dvakrat
odstfedéna (15 000 g, 2 min); supernatant byl pokazdé
peclivé odstranén. Po vysuseni na vzduchu (10 min) byla
peleta vortexovanim resuspendovana v 50 pl 70 % kyseliny
mraven¢i (Sigma Aldrich, SRN), dikladné promichana
s 50 pl acetonitrilu (Sigma Aldrich, SRN) a odstfedéna
(15000 g, 2 min). Na spoty kovové desky byly ihned nane-
seny ve dvou paralelach 2 pl supernatantu. Proteinovy stan-
dard Bruker Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics,
SRN) byl nanasen v paralele o objemu 1 pl. Zaschlé vzorky
(10 min), vcetné proteinového standardu, byly prekryty
matricovym roztokem (1 pl) a ponechany krystalizovat
(10 min). Matricovy roztok je nasyceny roztok (10 mg/ml)

ritmu miry shody ziskaného a referencniho pro-

teinového profilu, které nabyva hodnot v rozmezi
0 (zadna shoda) az 3 (maximéalni shoda). Tato spolehlivost
se odviji pfedev§im od poctu proteinovych profild jed-
notlivych druhii, kmenové specifickych, uvedenych
v pouZzivané databédzi, a zahrnuje i optimalizaci procesu
pripravy vzorku, véetné kultiva¢nich podminek (Croxatto
a kol., 2012).

Vysledky a diskuse

V ramci této prace bylo pomoci metod PCR a MALDI
TOF MS zkoumano 36 izolatd z potravin, které se pfi pred-
chozim morfologickém a biochemickém testovani jevily
jako zastupci rodu Bacillus. Ziskané vysledky jsou shrnuty
v Tab. 2.

V pripadé metody MALDI-TOF MS bylo zjisténo, zZe
standardné doporucovana piima metoda naneseni vzorkl
nemusi byt dostateéné vhodnd pro nékteré druhy bacild,
jako jsou napt. B. licheniformis (vysledky nejsou v clanku
presentovany). Ziskané vysledky vykazovaly vyrazné nizsi
primérné skore spolehlivosti. Problémem pro standardné
spolehlivé provedeni pfimé aplikace vzorku je kozovity
charakter a tvorba slizu u kolonii B. licheniformis.
Identifikace byla proto provedena metodou extrakce
ethanolem a 70 % kyselinou mravenci.

Vsechny izolaty, kromé jednoho - oznaceného jako 181,
byly spolehlivé identifikovany jako zastupci rodu Bacillus,
a to jak pomoci rodové specifické PCR, tak pomoci
MALDI-TOF MS. Izolat 181 byl shodné obéma metodami
urcen jako nepatfici do rodu Bacillus a za pomoci metody
MALDI-TOF MS byl identifikovan jako Lysinibacillus
fusiformis.

Na trovni druhu se shodné podatilo obéma metodami
spolehlivé identifikovat 22 izolath (61,1 %); jednalo se
o zastupce druhti B. licheniformis (19 izolath) a B. cereus
(2 izolaty). V 10 pripadech (27,8 %) nebylo mozné rozhod-
nout o shodnosti, jelikoz pro prislusné druhy bacili nebyly
k dispozici druhové specifické primery. Jednalo se o druh
B. pumilus, u kterého byla identita na drovni rodu
potvrzena obémi metodami, ovSem na urovni druhu pouze
pomoci MALDI-TOF MS. U 5 izolatd (13,9 %) nebylo
dosaZeno shody ve druhové identifikaci obéma metodami,
prestoZze byly k dispozici druhové specifické primery.
V pripad¢€ izolati 203, 204 (B. cereus) a 192, 214, 348
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Tab. 2 Identifikace bakteridlnich izoldti pomoci PCR
a MALDI TOF MS

Oznaceni Identifikace Identifikace MALDI-TOF MS Vysledna
izolatu {H ] Druh Spolehlivost  shoda
4 Bacillus sp. B. pumilus + ND
42 Bacillus sp. B. pumilus + ND
43 B. licheniformis | B. licheniformis ++ A
44 Bacillus sp. B. pumilus ++ ND
45 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
47 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
60 Bacillus sp. B. pumilus + ND
62 Bacillus sp. B. pumilus Irar ND
168 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
169 B. licheniformis | B. licheniformis + A
172 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
174 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
181 neni Bacillus Lysinibacillus + A

fusiformis
192 Bacillus sp. B. licheniformis AFarar N
203 Bacillus sp. B. cereus +++ N
204 Bacillus sp. B. cereus +4+ N
207 Bacillus sp. B. pumilus + ND
210 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
211 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
212 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
213 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
214 Bacillus sp. B. licheniformis +++ N
215 B. licheniformis | B. licheniformis ++ A
217 Bacillus sp. B. pumilus 4rar ND
310 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
312 B. licheniformis | B. licheniformis +4+ A
316 Bacillus sp. B. pumilus + ND
347 B. licheniformis | B. licheniformis + A
348 Bacillus sp. B. licheniformis ++ N
349 B. licheniformis | B. licheniformis ++ A
350 B. licheniformis | B. licheniformis ++ A
351 B. licheniformis | B. licheniformis ++ A
352 B. licheniformis | B. licheniformis +++ A
514 Bacillus sp. B. pumilus - ND
823 B. cereus B. cereus +++ A
824 B. cereus B. cereus +++ A

+... pravdépodobnd rodova identifikace, ++... spolehlivd rodova a pravdépodobna

druhovd identifikace, ++ +... spolehlivd rodovd a druhovd identifikace, A... ano, N... ne,

ND... nelze posoudit vzhledem k dostupnym metoddm

(B. licheniformis) neodpovidala identifikace pomoci PCR
spolehlivym vysledkim z MALDI-TOF MS, potvrzenym
biochemickymi a morfologickymi vlastnostmi izolatt
(typicky vzhled kolonii, u Bacillus cereus schopnost hemo-
lyzy a charakteristicky riist na diagnosticko-selektivnim
médiu MYP pfipadné identifikace biochemickou
soupravou Microgen™ Bacillus ID, Microgen Products,
VB). Druhové specifické primery pro Bacillus licheni-
formis tedy vykazovaly u 13,6 % téchto izolatt faleSnou
negativitu, u Zadného izolatu vSak nevykazovaly faleSnou
pozitivitu. V pfipadé druhové specifickych primerd pro
Bacillus cereus byla faleSna negativita zjiSténa u 50 % téch-
to izolath, téz vsak nikdy faleSna pozitivita. TaktéZ nebyla
zjiSténa falesnd pozitivita u druhové specifickych primert

pro identifikaci Bacillus subtilis. Tuto skute¢nost je mozné
vysvétlit tim, Ze i pres vysokou homologii 16S rRNA muze
byt v nékterych piipadech obsazena mutace, kterad
znemozni hybridizaci specifickych primert a naslednou
amplifikaci (Stackebrandt a Goebel, 1994; Stackebrandt
a kol., 2002; Coenye a kol., 2005). Od r. 1980 se taxonom-
ické fazeni prokaryotnich mikroorganismu fidi predevsim
primarni strukturou genu kodujictho 16S rRNA
(Stackebrandt a kol., 2002; Konstantinidis a Tiedje, 2005).
Ovsem, u nékterych kment, napt. u "divokych kment",
miZe tento gen dosahovat variability mutace (SNP - Single
Nucleotid Polymorphism) (Stackebrandt a Goebel, 1994;
Stackebrandt a kol., 2002; Coenye a kol., 2005). Presna
identifikace mikroorganisma tedy stile vyzaduje, kromé
znalosti genotypovych parametri, také 1 znalost
fenotypovych parametri a potvrzeni alespon dvémi
nezavislymi metodami. Metoda MALDI-TOF MS nabizi
rychlou a provozné nenaroc¢nou identifikaci bakterii,
idedlni pro skrining velkého poétu izolatd. V pripadé
niz8i spolehlivosti identifikace bacili je nutno vysledky
ovefit vhodnymi dopliikovymi testy (napf. testovanim
morfologickych, fyziologickych a biochemickych charak-
teristik).

Zaver

Vysledky ziskané pomoci genotypové metody PCR,
s vyuzitim kombinaci specifickych primerti a v usporadani
systému qPCR, lze povazovat za velmi prijatelné. Vyhodou
této metody je snadna interpretace ziskanych dat, relativni
rychlost a snadnost pouZiti, ovSem za ptedpokladu, Ze jsou
k dispozici specifické primery.

Vysledky ziskané pifi pouZiti fenotypové metody
MALDI-TOF MS potvrdily vhodnost této metody pro
identifikaci technologicky rizikovych aerobnich sporulu-
jicich bakterii Bacillus sp., izolovanych z mlékarenskych
vyrobkll a vyrobniho zafizeni. Vyhodou této metody je
moznost rychlé analyzy relativné velkého poctu vzorkd,
nevyhodou je naopak vysokd pofizovaci cena pristroje
a zpoplatnéni referencnich databazi.

Poznatky z této prace mohou byt aplikovatelné v potra-
vinarské vyrobni praxi, s vyuzitim vhodnych metod pro
identifikaci zdravotné i technologicky rizikovych aerob-
nich sporulujicich bakterii, s hlavnim cilem zajistit
bezpecnost, jakost a stabilitu vyrabénych potravin.
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