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V posledni testované Sarzi byl tvaroh, ktery prakticky
nejevil znamky zrani. V porovnani s tvarohem ze Sarze 3
v tomto tvarohu rovnéz prevazovaly proteolytické mikroor-
ganismy, avSak tvaroh obsahoval relativné méné kvasinek.
Pridavek nékterych kment s proteolytickou aktivitou
prispél k alesponl mirnému rozvoji tvariZzkového aroma,
avSak nelze to zevSeobecnit. Zfejmé zavisi na celkové bio-
chemické vybavenosti jednotlivych kment a na tom, které
biochemické aktivity, resp. jejich piivodci, ve vychozi
surovingé chybély.

Zaver

Na souboru 4 Sarzi pramyslového tvarohu a 41 kment
bakterii a kvasinek byl studovén vliv jednotlivych mikroor-
ganismi na vysledek Pavlakovy zraci zkousky. Vysledek
této zkousSky byl ovlivnén jak pfirozenou mikroflérou
daného vzorku tvarohu, tak vlastnostmi naockovaného
kmene. Predikce vysledku Pavldkovy zraci zkousky na
zdkladé zastoupeni jednotlivych mikrobidlnich celedi,
rodd, druhti nebo skupin s danou enzymatickou aktivitou se
kulturni kyselinotvorné mikrofléry a vyvazené zastoupeni
razné biochemicky vybavenych kontaminujicich mikroor-
ganismi, aby se béhem zrdni mohla plné rozvinout
metabi6za. Pochopeni té€chto procest v celé své kom-
plexnosti je vSak vyzvou pro dalsi studie.
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Application of MALDI-TOF MS
for the identification of bacteria causing
spoilage of dairy products

Abstrakt

Identifikace bakterii patfi mezi dulezité ukony labora-
torni mikrobiologické praxe mlékarenského pramyslu.
Metoda MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser De-
sorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry,
hmotnostni spektrometrie pomoci laserové desorpce/ioni-
zace za UCasti matrice s analyzitorem doby pruletu) je
rychlou a moderni metodou identifikace mikroorganism,
zvl4sté pak bakterii. V této praci byla provedena MALDI-
TOF MS identifikace celkem 711 bakteridlnich izolatd
z mlékarenskych vyrobkii a provozoven. Celkem 91 %
izolatd bylo spolehlivé identifikovdno na alesponl rodové
tirovni. Urovei spolehlivosti rodové a druhové identifikace
ovliviiuje nejen vybér vhodné metody pfipravy vzorku pro
danou taxonomickou skupinu, ale i fylogenetické vztahy
v ramci rodd a pritomnost odpovidajicich proteinovych
profiléi v referencni databazi. Druhova identifikace je poté
vice naro¢na pro jednotlivé druhy druhovych skupin (napft.
Bacillus cereus group, Enterobacter cloacae komplex,
druhové skupiny Pseudomonas spp.). Bylo zjiSt€éno, Ze
databaze Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, Némecko) rodové
i druhové dostatecné pokryva béZnou bakteridlni
mikrofléru mlékarenskych vyrobkd, kdy s vyuzitim této
databaze byly metodou MALDI-TOF MS identifikovany
bakterialni izolaty patfici do celkem 39 roda.

Klicova slova: MALDI-TOF MS, Biotyper, identifikace,
bakterie zptsobujici kazeni, mlékarenské vyrobky.

Abstract

The identification of bacteria belongs to important ope-
rations in laboratory microbiological practice in diary
industry. The MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry)
method is a rapid and reliable method for microorganisms
identification, specially for the identification of bacteria. In
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this work it was performed MALDI-TOF MS identification
of totally 711 bacterial isolates from dairy products and
dairy plants. In sum 90.9 % isolates was identified reliably
at least on the genus level. The reliability level of the genus
and species identification is influenced not only by the
choice of an appropriate method for the sample prepara-
tion, but also by the phylogenetic relations within the gene-
ra scope and by the presence of accordant proteins profiles
in the reference database. The species identification is then
more fastidious for single species in the species groups
(e.g. the Bacillus cereus group, the Enterobacter cloacae
complex, the Pseudomonas spp. species groups). It was
also found, that the Biotyper 3.1 database (Bruker
Daltonics, Germany) covers sufficiently the common bac-
terial microflora of dairy products, when by use this data-
base and the MALDI-TOF MS method they were identified
bacterial isolates totally ranking into 39 genera.

Key words: MALDI-TOF MS, Biotyper, identification,
spoilage bacteria, dairy products.

Uvod

Identifikace bakterii patfi mezi dulezité ukony labora-
torni mikrobiologické praxe mlékarenského pramyslu
s tim, Ze v mnoha pfipadech se vSak jednd o naro¢ny ukol
vzhledem k soucasnym narokiim na rychlost, presnost
a zarovein jednoduchost stanoveni.

Tradi¢ni bakteridlni taxonomie byla a prozatim stile je
zaloZena na fenotypovych vlastnostech bakterii. Mezi sle-
dované fenotypové vlastnosti patfi takova kritéria jako
morfologie kolonii a bunék, optimdlni kultivacni pod-
minky, niroky na vyzivu a zvlasté prikaz aktivity speci-
fickych enzymi (Moore et al., 2010; Kampfer a Glaeser,
2012). VSechny tyto fenotypové znaky jsou pfitom pouze
pozorovatelnym dusledkem exprese genti kédovanych
v bakteridlni DNA, kdy je tato exprese Siroce ovlivnéna
environmentalnimi a dalSimi podminkami. Fenotypové
znaky jsou dédle snadno rozpoznatelné a velmi komplexni
(Moore et al., 2010; Kampfer a Glaeser, 2012). Hlavnim
ukolem fenotypového zpuisobu identifikace je tedy vybér
takové reprezentativni skupiny znakll (morfologickych,
fyziologickych a biochemickych vlastnosti), kterd umozni
spolehlivou identifikaci a/nebo alespoii dostatecné odliSeni
cilové skupiny mikroorganismi (napf. ¢eledi, rodu, druhu).
Pro okruhy cilovych, fenotypové dobie definovanych bak-
teridlnich rodd a/nebo druhti vyznamnych v potravinarské
praxi jsou takové skupiny znakd stanoveny. Testovany
izolat je obvykle nejdfive na zakladé nékolika zakladnich
znakt (Gramovo barveni a tvar bunék, vhodné kultivacni
podminky - atmosféra, teplota aj., produkce katalazy, oxidazy,
zpusob utilizace glukdzy, pripadné dalsi) zafazen do
nékteré vétsi taxonomické skupiny bakterii (napf. gram-
pozitivni katalaza pozitivni koky), pro kterou jsou navrZzeny
dalsi, jiz specifické identifikacni biochemické testy (napf.
STAPHYtest 24, Erba Lachema). Alternativou tohoto
postupu je vyuziti vhodnych selektivné-diagnostickych
médii s pfipadnou dalSi konfirmaci suspektnich kolonii.

Praktickou nevyhodou téchto kultivaénich postupi je jejich
naro¢nost na praci, materidl a cas i odecet vysledki
(obvykle barevné zmény indikatort, zvlasté acidobazic-
kych). Vyhodou poté je, Ze tyto postupy nejsou narocné na
pristrojové vybaveni a samotné provedeni. Specifickym
problémem této metody je vybér testovanych biochemic-
kych vlastnosti. Pro rutinni identifikaci jednotlivych skupin
mikroorganismt (napf. G* koku, katalaza pozitivnich) lze
z praktickych divodt vybrat pouze omezeny pocet testi.
Tyto testy by pfitom mély pro jednotlivé identifikované sku-
piny (napf. pro jednotlivé druhy stafylokokt) poskytovat co
nejvice shodny vysledek (tzn. byt dostatecné specifické)
a naopak, pro blizce pribuzné odlisné skupiny poskytovat
co nejcastéji odlisny vysledek (tzn. byt dostatecné selek-
tivni). Casto jsou vSak dostate¢né podrobné fenotypové
popsany jen nékteré rody a druhy, nebo vybrané testy
nemohou rozliSit nékteré druhy ¢i identifikace selhava
u kment daného druhu s atypickymi fenotypovymi znaky,
pokud jsou tyto znaky dostate¢né vyznamné pro identi-
fikaci. Celkové lze tedy fici, Ze presnost identifikace je
umérnd znalostem o fenotypovych vlastnostech daného
rodu ¢i druhu a poctu provedenych testt.

Dalsi metodou pro identifikaci bakterii je identifikace
zaloZena na analyze jejich DNA. Taxonomie zaloZena na
srovnani DNA jednotlivych mikroorganismti zacala byt
zavadéna a vyvijena od 60. let 20. stoleti (Kampfer
a Glaeser, 2012). Mira shody DNA rtznych roda a druht
umoziuje jejich hierachizace v zavislosti na tom, jak
dochazelo v pribéhu evoluce k jejich diverzifikaci. Zaklad-
ni metodou pro fylogenetickou analyzu je srovnani kom-
pletnich DNA sekvenci (Wayne et al., 1987), kdy v ramci
druhu by tato shoda méla byt minimalné 70 % a vyse.
Jednodussim, av§ak funkénim pfistupem je srovnani pouze
DNA sekvenci konzervovanych gentl, jejichZ pocet je ve
vSech prokaryotickych organismech odhadovian na méné
nez 50 (Koonin a Wolf, 2008). Pro identifikaci bakterii je
nejcastéji pouzivana sekvence genu pro 16S rRNA podjed-
notku ribozému (v rdmci druhu shoda obvykle minimalné
97,5 %), navzdory nékterym nevyhodam jako je chybéjici
standardizace experimentalnich protokoli ¢i 2-5 % odchyl-
ka v sekvencich jednotlivych kopii tohoto genu v ramci jed-
noho genomu (Stackebrandt, 2002; Ludwig, 2010; Moore
et al., 2010). Mezi dalsi geny, jejichZ DNA sekvence jsou
casto srovnavany v pripadé nejednoznacné identifikace na
zakladé sekvenace genu 16S rRNA, patfi napt. gen pro
23S rRNA podjednotku ribozomu, geny kédujici translac-
RNA polymerazy, ATPazy, DNA gyrazy ¢i geny kédujici
RecA proteiny ¢i proteiny tepelného a chladového Soku.
Evolu¢ni zmény u téchto konzervovanych genti probihaji
podobné velmi pomalou rychlosti, a proto pfi svém vyuZiti
pro identifikaci poskytuji i velmi shodné vysledky, v né-
kterych pifipadech vSak presnéjsi (Ludwig, 2010). Mira
shody mezi srovnanim kompletnich sekvenci DNA-DNA
a sekvenci vybrané ¢asti genu pro 16S rRNA neni tplna,
navzijem si vSak odpovidaji a dopliiuji se (Stackebrandt
a Goebel, 1994). Sekvenace Casti genu pro 16S rRNA je
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povazovana za vhodnou pro odliSeni rodii a pouze malo
pribuznych druhti, pro néZ je vzdjemnd mira shody
sekvenci pro gen 16S rRNA nizs§i nez 97,5 %. Naopak
srovnani kompletnich molekul DNA-DNA ztstava vhod-
nou metodou pro definici druhu a stanoveni miry
mezidruhové piibuznosti a nemulze byt nahrazeno
srovnanim sekvenci genli pro 16S rRNA, z diivodu jeho
konzervované a oproti ostatnim sekvencim genomu piili§
pomalu se ménici struktury. Zaroven je v§ak doporuc¢ovano
vhodné do procesu odliSeni jednotlivych druht zahrnout
i analyzu sekvenci gent kédujicich proteiny (Stackebrandt
et al., 2002), ¢ehoz se vyuziva napf. pfi pouziti multilo-
kusové sekvencni analyzy (MLSA). Vyhodou identifikace
na zdkladé sekvenci DNA je univerzalnost daného postupu
pro vSechny taxonomické skupiny a vysokd spolehlivost
této metody. Pfi metodé sekvenace vybranych genu je
nutno provést izolaci DNA, PCR amplifikaci vybranych
sekvenci vcetné precisténi ziskanych PCR amplikoni
a nasledné provést samotnou sekvenaci, obvykle formou
externi sluzby u specializovanych spolecnosti. I tato meto-
da ma urcité naroky na cas a praci, predevsim vsSak na labo-
ratorni vybaveni a naklady spojené s nakupem potiebnych
reagencii a provedeni sekvenace.

Metoda identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-
Flight Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometrie
pomoci laserové desorpce/ionizace za tcasti matrice s ana-
lyzatorem doby priletu) patii téZ mezi fenotypové metody.
Jedna se vSak o proteomickou metodu, kterda pro identi-
fikaci vyuzivd hmotnostni spektrum intracelularnich pro-
teinll pfitomnych v buiice. Od prvniho pouZiti v roce 1975
nastal jeji bouflivy rozvoj, kdy v soucasné dobé se jiz stava
béZnou identifikacni metodou identifikace, zvlast€ v kli-
nickych laboratofich (Croxatto et al., 2012; Sandrin et al.,
2013;). Identifikace mikroorganismi metodou MALDI-
TOF MS se sklada z nasledujicich kroku: kultivace
mikroorganismi, priprava vzorku a jeho naneseni na
ocelovou desku, prekryti vzorku na ocelové desce matrici,
ziskani hmotnostnich spekter v hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF a srovnédni ziskaného primérného pro-
teinového spektra s databazi primeérnych proteinovych
spekter vybranych referen¢nich kmenti mikroorganismi.
Testovany vzorek je nanesen na jednotlivé spoty ocelové
desky a prekryt kyselou organickou matrici (obvykle
a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina rozpusténd v kyse-
liné trifluoroctové a acetonu), se kterou kokrystalizuje
a nasledné je ozaren laserem. Pro latky, které obsahuji
funk¢ni skupiny schopné pfijmout proton, jako jsou
aminoskupiny v pfipad¢€ proteind, je pouZivan tzv. pozitivni
ioniza¢ni modus. Pravé matrice absorbuje energii po ioni-
zaci laserem a pifi svém vypafovani s sebou strhava
i molekuly vzorku. Excitované molekuly matrice zarovei
slouZi vii¢i vzorku jako donor protont a vznikaji tak domi-
nantné jednomocné pseudomolekuldrni ionty vzorku typu
[A+H]", pfipadné dle podminek minoritné doprovazené
dvojmocnymi kationty, dimery ¢i solnymi adukty. Matrice
tak umoziuje (asistuje) molekuldm vzorku pfejit do plyn-

ného stavu ve formé kationt. Tyto kationty jsou nasledné
urychleny elektromagnetickym polem a poté prolétavaji
vakuovanou letovou trubici. V linedrnim moédu je draha letu
lineédrni, kdy detektor je umistény za letovou trubici. Druha
mocnina doby letu (¢asu potfebného k dosazeni detektoru)
kaZzdého kationtu je umérna poméru jeho hmotnosti a nabo-
je, ktery je obvykle roven jedné. Vysledkem je tak hmot-
nostni spektrum testovaného mikroorganismu.

Zakladni metodou pripravy vzorku je tzv. pfimy nanos.
Jako vzorek je pouzita pfimo mikrobidlni kultura, jejiz
malé mnoZstvi je rozetfeno pfimo na spoty ocelové desky.
Uspé&sné pouziti metody piimého nanosu vyzaduje, aby
k dostatecné lyzi bunécné stény, a tim i k uvolnéni
intracelularnich proteinu, doslo jiZ pouze pusobenim silné
kyselé matrice, pfipadné i béhem ionizace laserem. Pokud
je vsak bunééna sténa vici takovému ptisobeni odolna (cozZ
plati pro neékteré grampozitivni bakterie, pripadné kvasinky
a plisné), je nutno bunécnou sténu nejdiive narusit napt.
aplikaci 70% kyseliny mravenci na jiZ nanesenou kulturu ¢i
provést extrakcei intracelularnich proteinii samostatné (napf.
s vyuzitim ethanolu a 70% kyseliny mravenc¢i) a jako
vzorek pouZit takto ziskany extrakt.

Ziskané proteinové spektrum poté v rozsahu 2 000—
20 000 Da obsahuje zejména bazické, stfedné hydrofobni
a hojné se vyskytujici proteiny. Jedna se zvlasté o ribo-
zomalni proteiny, ddle proteiny vaZzici se na DNA, RNA
chaperony, proteiny zahrnuté v zdkladnich bunéénych pro-
cesech (reakce na tepelny a chladovy Sok, déleni buriky,
proteiny zakladnich metabolickych drah) (Welker, 2011).
Sekvence téchto proteintl, esencidlnich pro Zivotni pochody
buriky podléhaji minimdlnim evolu¢nim zméndm a jsou
vysoce konzervované v ramci fylogenetickych skupin, tj.
i v ramci roda a dostatec¢né fylogeneticky odliSnych druht
a tudiz rodové a druhové specifické. Tento fakt umoziiuje
spojit na proteomice zalozenou identifikaci MALDI-TOF
MS s identifikaci zaloZzenou na DNA sekvencich konzervova-
nych proteini. Metoda MALDI-TOF MS je tak technikou
s vysokym potencidlem pro identifikaci mikroorganismu
diky svoji rychlosti, redukovanym nakladiim a minimalni
piipravé vzorku ve srovnani s konvenénimi biochemickymi
a molekularnimi technikami (Bohme et al., 2012).

Pro identifikaci ziskaného proteinového profilu dominu-
je v soucasné dobé (téZ v pouZzitém systému MALDI Bio-
typer) tzv. "fingerprintovy" pristup (Bohme et al., 2012),
spocivajici ve vyuziti identifikacnich molekuldrnich otisk.
Identifikace je tak provadéna srovnanim proteinového pro-
filu nezndmého vzorku s proteinovymi profily referenc¢nich
kment databaze (Welker, 2011; Bohme et al., 2012;
Sandrin et al., 2013). Pro identifikaci neznamého vzorku
mikroorganismu je ziskané hmotnostni spektrum pirevede-
no na seznam vrcholl spolu s jejich intenzitou, coz pred-
stavuje identifikacni molekularni otisk (tzv. "fingerprint")
nebo-li specificky proteinovy profil. V dal§Sim kroku je
tento identifikator jako seznam vrcholi spolu s jejich inten-
zitou srovnavan pomoci srovnavaciho algoritmu se stejnym
identifikatorem pro referen¢nich kmeny pfitomné v data-
bazi. Referencni databdze MALDI Biotyper 3.1 obsahuje

MLEKARSKE LISTY 171, Vol. 29, No. 6

27



VEDA, VYZKUM

v pouZzité verzi prumérnd proteinova spektra 5632 kment
mikroorganismt pro celkem 2290 druhti prevazné bakterii
a kvasinek. Pro jednotlivé ziskédné proteinové spektrum je
takto stanoveno deset nejvice shodnych referencnich pro-
teinovych spekter ("identifikaci").

Pfi srovnani obou spekter (neznamé, identifikované spek-
trum a referencni spektrum v databazi) se stanovi hodnoty tfi
zakladnich charakteristik jejich shody z hlediska poctu shod-
nych signdli a jejich intenzity. Nasobek téchto hodnot je
poté normalizovan na maximalni hodnotu 1000 (odpovida
uplné shod€). Dekadicky logaritmus tohoto skore se poté
oznacuje jako skore shody a miiZe nabyvat maximalni hod-
noty 3. Hodnota tohoto skore shody pak umoziiuje klasifiko-
vat spolehlivost identifikace ziskané na zakladé srovnani
testovaného a referencniho spektra. Databaze MALDI
Biotyper 3.1 rozeznava dle hodnoty skore shody celkem
Ctyfi tiidy spolehlivosti: skore shody v rozsahu 2,300-3,000
(+++) je hodnoceno jako vysoce pravdépodobna druhova
identifikace; 2,000-2,299 (++) jako bezpecna rodova identi-
fikace a pravdépodobna druhova identifikace; 1,700—1,999
(+) jako pravdépodobnd rodova identifikace; a 0,000-1,699
(-) jako nespolehliva identifikace. Vysledky jsou téZ hodno-
ceny z hlediska konzistence. Druhova konzistence znamena,
Ze byla ziskana identifikace se skore shody vyssim nebo
rovném 2,0, kdy vSechny dalsi vysledky identifikace (celkem
10) se skore shody vyS$§im nebo rovném 2,0 se s ni shoduji
v druhu a vysledky se skore shody rovnym nebo vySS$im nez
1,7 alesponi v rodé€. Pfi pouze rodové konzistenci se vSak
vysledky identifikace se skore shody vyS$im nebo rovném
2,0 shoduji pouze v rodu.

Vyhodou metody MALDI-TOF MS oproti fenotypovym
biochemickym metoddm je pfima detekce samotnych pro-
teind, nikoliv nepfima detekce jejich predpokladané aktivi-
ty. Metoda MALDI-TOF MS disponuje navic vysokym
potencidlem pro identifikaci mikroorganismu s ohledem na
jeji rychlost, redukované ndklady a nizké naroky na
piipravu vzorku (Bohme et al., 2012). Nevyhodou a znac-
nou prekdzkou jesté vétSiho rozSifeni této metody do
mikrobiologické praxe je velmi vysoka pofizovaci cena
piistroje a referen¢ni databaze.

Mezi hlavni faktory ovliviiyjici udspé€Snou identifikaci
metodou MALDI-TOF MS patii vhodnost pouZité metody
pfipravy vzorku (v zavislosti na bunécné sténé), pritomnost
daného druhu/rodu v databazi referencnich spekter a jeho
dostate¢né pokryti (rozmanitost proteinovych profiléi v ramci
druhu a jejich zastoupeni v databazi) a dobra definovanost
daného druhu, tj. dostate¢nd odlisitelnost od jinych druhd.

Material a metody

Testované izoldty bakterii

Testované izolaty bakterii byly poskytnuty pracovi$tém
VUM s.r.o., kde byly izoloviny ze syrového mléka,
z riznych mlékarenskych vyrobki (napf. z mléka UHT, ze
syrt a solnych nalevi), dale z vyrobniho zafizeni (napf. ze
syrafskych vyrobnich linek) a pomicek (napf. ze syrai-
skych tkaninovych plachetek) pomoci plotnové metody.

Identifikace bakteridlnich izoldtu metodou
MALDI-TOF MS

Pro identifikaci metodou MALDI-TOF MS byla pouZita
bakterialni kultura rostouci na Columbia agaru s 5 % obyj.
berani krve (Bio-Rad, USA) za takovych experimentalné
nalezenych kultiva¢nich podminek, které umozZnily
dostatecny naridst bakteridlni kultury v co nejkrat§im case.
Testovany byly celkem tfi kombinace kultiva¢nich pod-
minek: 24 h, 37 °C; 48 h, 30 °C; 72 h, 25 °C. Identifikace
byla provedena na Ustavu biochemie a mikrobiologie,
VSCHT Praha, pomoci piistroje Bruker Autoflex Speed
a komer¢ni databaze MALDI Biotyper 3.1 (Bruker
Daltonics, SRN). Pfi praci bylo postupovano podle metod
doporucenych vyrobcem (Anonymous, 2014). Pfi metodé
pifimého ndnosu byla ¢ista bakterialni kultura z jedné izolo-
vané kolonie nanesena piimo na spoty kovové desky v ales-
poni dvou paralelich o rozdilném mnoZstvi nanesenych
bunék. Pfi metod€ rozsifeného piimého nanosu byly
vzorky do 30 min prevrstveny 2 ul 70% vodného roztoku
kyseliny mravenc¢i. Extrakéni metoda vyuzivala extrakci
s pouzitim ethanolu a 70% kyseliny mravenci. Bakteridlni
kultura (cca 10 pl) byla resuspendovana ve sterilni destilo-
vané vodé (300 ul) (vortexovani 5-10 s), smichana s 98%
ethanolem (900 pl) (Lachner, CR) a 2x odstiedéna
(15 000 g, 2 min). Supernatant byl pokazdé peclivé
odstranén. Po vysuSeni na vzduchu (10 min) byla peleta
bunék vortexovanim resuspendovana v 70% kyseliné mra-
venci (50 pl) (Sigma Aldrich, SRN), dikladné promichdna
s acetonitrilem (50 ul) (Sigma Aldrich, SRN) a odstfedéna
(15 000 g, 2 min). Na spoty kovové desky byly ihned nane-
seny ve dvou paralelach supernatanty (2 pl). Proteinovy
standard Bruker Bacterial Test Standard (Bruker Daltonics,
SRN) byl nandsen v paralele o objemu 1 ul. Zaschlé vzorky
(15 min) véetné proteinového standardu byly prekryty
matricovym roztokem (1 upl) a ponechany krystalizaci
(10 min). Matricovy roztok predstavoval nasyceny roztok
(10 mg.ml") o-kyano-4-hydroxy kyseliny skoficové
(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 ul acetonitrilu,
250 pl 10% kyseliny trifluoroctové), ktery se rozpoustél za
intenzivniho tfepani (25 °C, 10 min).

Metodou prvni volby pro pfipravu vzorkl byla u vSech
bakteridlnich izolatd metoda pfimého nanosu. V ptipadé, Ze
tato metoda neposkytla dostatecné spolehlivé vysledky
(skore spolehlivosti nizsi nez 2,0) byla jako metoda druhé
volby pouzita metoda rozsifeného prfimého nanosu a jako
metoda tieti volby extrakce ethanolem a 70% kyselinou
mravenci.

Vysledky a diskuse

Identifikace metodou MALDI-TOF MS byla provedena
u celkem 711 izolath ziskanych z mlékarenskych produkta.
Celkem 91 % bakteridlnich izolati bylo pfi metodé
pfimého nanosu (metoda prvni volby) identifikovano mi-
nimdlné na drovni pravdépodobné rodové identifikace
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Tab. 1 Procentudlini vyjadreni vyskytu jednotlivych skupin bakterii a bakterialnich
rodti mezi testovanymi bakteriginimi izoldty a pocet odpovidajicich
referenénich proteinovych profilii pfitomnych v databézi Biotyper 3.1

Pseudomonas a Acinetobacter byl
poté vysledek identifikace metodou
MALDI-TOF MS tspésné potvrzen

Cetnost vjskytu izoldti Biotyper 3.1 i dal§imi metodami (biochemické
Pocet izolatu % testova-  Pocet refe- Pocet testy, sekvenace, PCR detekce) (Jebava
% DT EN TN TR T ef al., 2013; Svirakové et al., 2014;
Bacillus 145 204 131 103 Svirakova et al., 2015; Svirakova et al.,
Lactobacillus 16 23 230 97 2017). Vysledky rodového stanoveni
Microbacterium 4 06 48 38 pro jednotlivé vy3si taxonomické
z | Paenibacillus 2 03 112 67 skupiny bakterii véetné podtu referen-
é Cellufosimicrobium 2 03 2 L ¢nich proteinovych spekter pfitomnych
& i el'//l?ac:/lllus J L L LG v pouzité databdzi Biotyper 3.1 jsou
Lysinibacillus 1 0,1 12 6 uvedeny v Tab. 1.
Corynebacterium 1 0,1 169 72 T T2 e o
Dietzia 1 01 5 3 A% p.rlpad'e' grampozitivnich tycmeek
e o 24’,3 e %87 bylo 1dent1f1k.ovén0 celkem 9 rodd,
Staphylococcus a7 122 16 29 které tak tvorily 24,3 % vSech testo-
E | koouria 18 25 2 11 vanych izolatl. Nejcetnéji byl zastou-
g‘g Wicrococeus 8 14 21 4 pen rod Bacillus (20,4 %), zv1asté
(_; § | Macrococcus 4 06 7 1 druhy B licheniformis (11,7 %),
S | Aerococeus 1 0.1 32 5 B. subtilis (2,7 %), B. cereus group
= | celkem 118 16,6 244 60 (2,4 %) a B. pumilus (2,1 %). Vyrazné
= | Enterococcus 65 9.1 70 34 méné byly poté zastoupeny izolaty
=& | Lactococcus 21 3.0 16 5 rodu Lactobacillus (2,3 %) a dalSich
_ic"_ § Leuconostoc 9 13 20 9 sedmi rodu, které tvorily pouze 1,7 %
o % Streptococcus 4 06 143 68 vSech izolatd. Nejvice spolehlivou
£ | celkem 99 13,9 249 116 metodou pfipravy vzorku pro identi-
Enterobacter cloacae komplex 37 52 22 6 fikaci izolati grampozitivnich tycCinek,
Klebsiella 26 3,7 31 3 zvlasté bacili, na minimalné bezpecné
Escherichia 23 3,2 20 5 rodové a pravdépodobné druhové
. Serratia 20 2,8 37 12 urovni (skore shody rovno nebo vyssi
g | Citrobacter 13 1.8 21 10 2,0) ¢&i vysoce pravdépodobné druhové
§ | Raoultella 10 1.4 24 3 tirovni (skére shody rovno nebo vyssi
§ Lelliottia 4 0.6 5 1 2,3) je extrakce s ethanolem a 70% ky-
g | Profeus 3 04 32 o selinou mravenci. Ve srovnani s dostup-
§ Delftia 2 03 10 2 nymi soupravami biochemickych testd
3 | Kuyvera 2 03 6 4 umoziiuje pak MALDI-TOF MS iden-
Shewanella 2 L . ¢ tifikaci vétsiho spektra rodt i druhg,
Hafnia ! 0.1 ! ! kdy napf. biochemickd souprava
I(‘;”;ﬂﬁ’e”a 114 200‘13 21460 519 Microgen™ Bacillus-ID (Microgen,
E— m 6;) T = Velka Britanie) umozZiiuje identifikaci
Acinetobacter %0 4: > 8 2 mezofilnich Bacillus spp. a rodud
o ERETrom—— 16 23 1 5 Paenibacillus a Brevibacillus a soupra-
:s) Aeromonas 6 08 15 18 va API® Coryne (bioMérieux, Francie)
= G —— 6 08 9 i poté identifikace rodu Corynebacte-
E | Empedobacter 9 03 1 rium. Zadny z téchto testd vSak
g Psychrobacter 9 03 9 neumoziuje spolehlivou identifikaci
Sphingobacterium 1 0.1 16 6 rodt Microbacterium, Cellulosimicro-
Celkem 112 15,8 322 154 bium ¢i Dietzia. Dalsi testy vSak

Vv

(skore shody rovno nebo vyssi nez 1,7). Pro dal$i zvySeni
spolehlivosti identifikace aZ na uroven bezpecné rodové
a/nebo vysoce pravdépodobné druhové identifikace byla
proto u izolatl identifikovanych se skoére shody niz§im nez
2,0, pfipadné 2,3 provedena reidentifikace za vyuziti metod
roz§iteného pfimého nanosu ¢i extrakce ethanolem a 70%
kyselinou mraven¢i. U vybranych izolath rodt Bacillus,
Lactobacillus, Staphylococcus, Lactococcus, Serratia,

mohou byt potfebné pro dostatecné
druhové odliseni jednotlivych druht druhové skupiny
Bacillus cereus group (B. cereus, B. mycoides, B. pseu-
domycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis;
B. anthracis neni zastoupen v databazi Biotyper 3.1).
Grampozitivni koky poté tvorily 30,5 % vSech testo-
vanych izolatd. Grampozitivni koky kataldza pozitivni byly
zastoupeny rody Staphylococcus (12,2 % vSech izolath),
nejcastéji se jednalo o S. epidermidis (3,4 %), S. sapro-

MLEKARSKE LISTY 171, Vol. 29, No. 6

29



VEDA, VYZKUM

phyticus (2,3 %), S. warneri (1,5 %) a S. equorum (1,0 %).
Ostatni Ctyfi rody Aerococcus, Micrococcus, Macrococcus
a Kocuria tvorily celkem 4,4 % vSech testovanych izolatt.
Pro identifikaci se skoére shody alespont rovnym ¢i vySSim
nez 2,0 je vhodné pro vSechny tyto druhy pouzit alesponi
metodu rozsifeného pfimého nanosu. Grampozitivni koky
kataldza negativni tvofily 13,9 % vSech testovanych
izolath, nejcastéji se jednalo o zastupce rodld Enterococcus
(9,1 %), ptipadné Lactococcus (3,9 %), ostatni rody Leu-
conostoc a Streptococcus byly jiz méné casté (1,3 %, resp.
0,6 %). Pro tuto skupinu bakterii je velmi dobrého skére
spolehlivosti dosahovéano jiz pfi pouziti metody piimého
nanosu, zvlasté pak pro E. faecium (5,3 % vsech izolati)
a E. faecalis (2,1 %).

Bakterie Celedi Enterobacteriaceae, které byly identi-
fikovany na alesponi rodové drovni, tvotily 20,3 % vSech
izolatl a patfily do celkem 13 rodil. NejCastéji se jednalo
o prislusniky druhové skupiny Enterobacter cloacae kom-
plex (5,2 %) a rodt Klebsiella (3,7 %), Escherichia (3,2 %)
a Serratia (2,8 %). V ptipadé, Ze jsou druhy téchto rodi
dobfe definované a dostatecné odliSitelné od ostatnich, je
dosahovano vysokych skére shody jiZ metodou prfimého
nanosu. Vyjimkou je napf. nejéetnéji zastoupend druhova
skupina Enterobacter cloacae komplex, ktera zahrnuje
velmi blizce fenotypove i genotypove ptibuzné druhy E. asbu-
riae, E. cloacae, E. hormaechei, E. kobei a E. ludwigii.
U nékterych izolatd téchto druhti je pak pro dostatecné
druhové odliSeni nutno pouzit i dalsi identifikacni metody.
MozZnym problémem je i fakt, Ze proteinova spektra E. coli
a Shigella spp., jejiz spektrum ovSem v databazi Biotyper
3.1 neni zahrnuto, nelze pouZitymi metodami identifikace
(srovnani proteinovych spekter) vzhledem k vysoké geno-
typové pribuznosti odliSit (pfi posouzeni pouze podle miry
shody DNA by nalezely E. coli a Shigella spp. do jediného
druhu) (Croxatto et al., 2012).

Ostatni gramnegativni ty¢inky tvorily 15,8 % vSech testo-
vanych izolatd. Dominantnimi rody zde byly Pseudomonas
(6,9 %) a Acinetobacter (4,2 %), ptipadné Stenotrophomonas
(2,3 %). 1 zde plati, Ze pokud se jednd o dobte definované
a navzajem odliSitelné druhy rodd Acinetobacter a Steno-
trophomonas, postacuje k vysoce spolehlivé identifikaci na
rodové i druhové trovni jiZ metoda pfimého ninosu. V pii-
padé rodu Pseudomonas mize byt opét problémem vysoka
genotypova piibuznost nékterych druhfi v rdmci tzv. dru-
hovych skupin (Pseudomonas fluorescens group, Pseudo-
monas putida group apod.). U nékterych izolath v ramci
téchto druhovych skupin je pak opét pro dostatecné druhové
odliseni nutno pouzit i dal$i metody identifikace.

Celkem 64 izolatd (9 % vSech izolati) se nepodafilo
identifikovat ani na urovni pravdépodobné rodové identi-
fikace (skore shody nizsi nez 1,7). U celkem 34 izolata
(4,8 % vsech izolatt) nebyl ziskdn zZadnou z uvedenych
metod dostate¢né kvalitni proteinovy profil. U dalSich
30 izolatd (4,2 % vsech izolatd) byl ziskan kvalitni pro-
teinovy profil, nebyly vSak identifikovidny na dostatecné
urovni skére shody s Zaddnym proteinovym spektrem v refe-
ren¢ni databazi Biotyper 3.1. Lze tedy predpokladat, Ze se

jedna o néktery rod ¢i druh, jehoz referencni spektra v data-
bazi Biotyper 3.1 pfitomna nejsou. Tento predpoklad se
potvrdil napf. u jednoho z téchto izolatu, ktery byl nasled-
né uspésné biochemicky identifikovan jako Cromnobacter
malonaticus, ktery vSak prozatim v databazi Biotyper 3.1
neni zahrnut.

Zavér

Uspésna identifikace 711 bakteridlnich izolatd s vyuZitim
fenotypové metody MALDI-TOF MS potvrdila vhodnost
této metody pro identifikaci bakterii zptusobujicich kazeni
mlékarenskych produktt. Pouzité metody pfipravy vzorku
a databaze Biotyper 3.1 umozZnily na alespoil rodové trovni
identifikovat 91 % izolatd. Databaze Biotyper 3.1 tedy
dostatecné pokryvad bézné bakteridlni rody a druhy pfitom-
né v mlékarenskych vyrobcich. Vyhodou této metody je
moznost rychlé analyzy relativné velkého poctu vzorkd,
naopak nevyhodou je naopak vysoka pofizovaci cena
pristroje a zpoplatnéni referencnich databazi. Poznatky
z této prace mohou byt aplikovatelné do potravinarské
praxe pifi zavadéni metody MALDI-TOF MS pro identi-
fikaci mikroorganismi, kdy prinasi praktické poznatky
o volbé vhodnych metod pfipravy vzorku pro jednotlivé
skupiny bakterii.
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INFORMACE —

MAME JiST NiZKOTUCGNE, NEBO PLNOTUCNE MLECNE VYROBKY?

ODBORNICI SE NESHODNOU

Pokud nemdte jasno o tom, zda je lepSi jist a pit nizkotucné mlécné vyrobky, nebo volit radéji ty pinotu¢né, nejste v tom sami.
Ani odbornici na vyZivu nebo Iékafi nezastavaji jednoznacny ndzor. Posledni lékarské vyzkumy ale naznacuiji, Ze z pohledu rizika
kardiovaskuldrnich chorob podil tuku nehraje roli.

Je lepsi si rano doprat s ovesnymi viockami pinotucné miéko, nebo nizkotuéné? Podobné pochyby miize mit spotiebitel, kdyz
zvazuje, jaky koupit jogurt, tvaroh, syry. Je zdravéjsi pinotuéna verze miéénych vyrobkl bez dalSich pridanych ldtek, nebo
naopak nizkotuénd, respektive "light verze"?

Australsky epidemiolog a odbornik na vyZivu Malcom Riley tvrdi, Ze v pfipadé, Ze ¢lovék chce zredukovat vdhu, je lepSi vybirat
nizkotuéné varianty miéénych vyrobkd. Vétsinou obsahuiji o 25 az 100 procent méné mléénych tukt neZ plnohodnotné varianty
vyrobk.

Pozor na cukr

Dietologové vétSinou doporucuiji, aby lidé preferovali nizkotucné miéko, jogurt i syry. "Je tfeba si ale uvédomit, Ze nékteré light
tu. Je potieba vénovat pozornost slozeni konkrétniho vyrobku," zdtiraznil Riley.

Lékarka a expertka na vyZivu Evangeline Mantziorisova z univerzity South Australia upozoriuije, Ze odpovéd na otdzku, zda prvni
varianta je lep$i nez druhd, neni viibec jednozna¢nd. Sama by preferovala spiSe pinotu¢nou neupravenou variantu miécnych
vyrobk.

Podle ni neddvna americkd studie, kterd sledovala vybranou skupinu lidi po dobu 22 let, neprokdzala, Ze konzumace pino-
tuéného mléka ma negativni dopad na vyskyt kardiovaskuldrnich chorob. Naopak jedna z mastnych kyselin obsazend v mléce
naopak snizuje riziko Umrti na infarkt nebo mrtvici.

Dalsi studie publikovand v roce 2017 rovnéz neprokazala, Ze by konzumace nizkotucnych miéénych vyrobkd méla viiv na vyskyt
kardiovaskuldrnich nemoci.

"V soucasné dobé zavéry studii naznacuji, Ze konzumace nizkotuénych mléénych vyrobki oproti pinotu¢nym neznamend rozdil,
pokud jde o riziko nemoci srdce a pfedcasné umrti," uvedla Mantziorisova. Pokud ale lidé bojuji s nadvahou, méli by si pfijem
tukd hlidat.

Dostupné na WWW: (https://www.euro.cz/light/jist-nizkotucne-nebo-pinotucne-
mlecne-vyrobky-odbornici-se-neshodnou-1428628) /Gryc/
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