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Uvod

Ptitomnost fagi byla zjisténa v nejruznéjsich odvétvich primyslu od potravinaiského,
chemického, farmaceutického, krmivaiského a dalsich (Emond and Moineau, 2004), nicménd
ukazateld vyznamné ovlivigjicich kvalitu zakysovych kultur a tim znacnou ¢&ést
mlékarenskych technologii (syrafstvi, vyroba tvarohu a fermentovanych vyrobki) je praveé
pfitomnost bakteriofaga.

Termin bakteriofag pochazi z feckého piekladu "vir, ktery miiZze infikovat bakterie".
JiZ z ndzvu je patrné, Ze hostitelem nejsou vyssSi eukaryotni organismy, nybrZ prokaryotni
bakterie. Jednou z klicovych roli fagh je vyrovnat bakteridlni populaci v daném prostiedi a

wev

Jedna se o nukleoproteinové Castice, které nesou genetickou informaci, ale nemaji
enzymové vybaveni pro zajisténi zakladnich zivotnich funkci. Jsou vSak schopny infikovat
vhodnou hostitelskou buiiku, jsou tedy obligatni parazité, penaSi dovnitt bunky nukleovou
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kyselinu a vyuZivaji hostitelova enzymového systému pro svou replikaci (Silhankova, 1995).
Po vpraveni genetické informace mohou nastat 2 moznosti. Bud’ se fagova DNA zacleni do
bakteridlniho chromozomu jako tzv. profag a je replikovdna spole¢n€ s bunécnou DNA,
geneticky materidl faga je tedy piendSen do dcefinych bunck. Tento cyklus se nazyva
lysogenni, nedochazi pti ném k lysi bun€k. Druhou moznosti je cyklus lyticky, po infekci
fagem dochazi uvniti bunky k vzniku virovych komponent. Po biosyntéze se jednotlivé
fagové komponenty kompletuji za vzniku velkého mnozstvi fagu, které se po lyzi bunky
uvoliiuji a stavaji se infek¢nimi. Nejriiznéjsi bakterialni stresové faktory jako jsou napf.
vysoka teplota, vysoka koncentrace soli, pfitomnost antimikrobnich latek, nedostatek zivin ¢i
UV zafeni, mohou indukovat profaga a lysogenni cyklus se preméni na lyticky (Lunde et al,
2005; Madera et al., 2009)

Lyticky cyklus se u zakysovych kultur projevi zpomalenim prokysavani nebo tplnym
zastavenim kysani. Toto s sebou nese riziko znehodnoceni vyroby a velké ekonomické ztraty.
Ke snizeni dopadu bakteriofagové kontaminace na mlééné kvaseni je vhodné preferovat ve
startovacich kulturach bakterie odolné vici fagiim, jejichz odolnost byla piezkousena.

Je prokazano, ze témér vSechny pouzivané druhy bakterii mohou slouzit jako hostitelé
jednoho nebo nékolika druhti bakteriofaga. Mlékarenské zavody se 1 pfes dislednou sanitaci
opakované potykaji v pribéhu technologického zpracovani s kontaminaci bakteriofagem.
Mnohdy se jedna o loziskové zdroje kontaminace. Tato fokusova kontaminace je zpiisobena
ptitomnosti biofilmu, a to zejména v provozech pouZzivajicich tvrdou vodu.

Vyuzivani syrovatky nebo koncentratu syrovatkovych bilkovin do nékterych vyrobki
v prubéhu vyroby, mlze znamenat kontaminaci fagem pravé prostfednictvim téchto
komponent (Chopin, 1980)

V syrafské technologii se z divodu vytéZnosti a s ohledem na konzistenci bézné
pouziva pasteracni teplota 74 nebo 85 °C. Z toho divodu je riziko bakteriofagové
kontaminace o to vétsi, protoze bakteriofag je zcela inhibovan az teplotou vyssi nez 92 °C.
Mensi riziko fagové kontaminace je v technologii fermentovanych vyrobkd, kde je pro
zlepseni konzistence pouzivana pasteraéni teplota 95 °C.

I.  Cil metodiky

Cilem ptedkladané metodiky je podat ucelené shrnuti metod zjistovani bakteriofaga a
upozornit na kritickd mista v technologiich vyroby syrt, tvarohti i fermentovanych vyrobk.
V metodice jsou doporuceny kroky, které je tfeba v pribéhu technologie ud¢lat, tak aby
ekonomické ztraty a zdravotni riziko pfi priikazu bakteriofdga bylo minimalni.



I1.  Vlastni popis metodiky
1. Indikace mozné pritomnosti bakteriofaga v provoznich zakysech a jeho eliminace

- dochazi k prodlouZzeni doby kultivace zakysu, tj. prodluzuje se dosazeni optimalni
kyselosti pii dodrzeni kultiva¢nich podminek (o¢kovaci davka, kultiva¢ni teplota, délka
kultivace) specifikovanych vyrobcem v technickém listu

- limitni hodnoty kyselosti A SH > 10 SH, nebo A pH 0,4. Mensi rozdily v kyselosti
nedetekuji pritomnost bakteriofaga. Mohou byt zptisobeny zménou ve slozeni mléka.

- je nezbytné nutné mléko na provozni zakys pasterovat pii teploté¢ 95 °C s vydrzi 30
minut. Duslednou sanitaci zamezit priniku zbytk sanita¢nich pfipravkd. Mléko na
provozni zakys musi byt negativni na rezidua inhibi¢nich latek.

- pokud ma provozni zakys nizkou kyselost (< 25 SH mezofilni kultura) a musi byt na
vyrobu syriu pouZit, je nezbytné nutné volit vys$si davku inokula o 50 az 100 % oproti
bézné ockovaci déavce.

- novy provozni zakys pak pfipravit z jiné kultury (rotace kultur). Nezbytné¢ nutné je po
béZzné sanitaci dané HACCP (louh, kyselina) v provozech vyuZivajicich tvrdou vodu, kde
je zvySené riziko tvorby biofilmu, pouzit cyklus kyseliny citronové (2 % roztok o teploté
minimaln¢ 55 °C, doba pisobeni minimalné 30 minut) a tak minimalizovat riziko
loziskové kontaminace bakteriofagem.

- pokud se v provozu nepouziva tvrda voda a riziko biofilmi je tedy minimalni, je
nezbytné nutné po ukonceni daného sanitaéniho rezimu pouzit k eliminaci piipadné
bakteriofagové kontaminace dezinfek¢ni ptipravky na bazi aktivniho chloru (200-300 mg
Cly/ 1 myciho roztoku, 5000 mg Cl,/ 1 na desinfekci ovzdusi, nebo chlornan sodny 12,5 g/
1 myciho roztoku). TéZ je mozné aplikovat kyselinu peroctovou v koncentraci 0,5 %.

- pfi napadeni zakysu bakteriofagem, dochazi k prodlouzeni technologického procesu
Vv pribéhu lisovani. Je nutné dodrzet kyselost syra dle technologického postupu pied
vlozenim do solné 1azné. Vysoky obsah zbytkové laktozy zpusobuje konzistenéni vady
syra, vlhnuti povrchu pii zrani, zvySeni denzity nezadoucich mikroorganismi jako jsou
koliformni bakterie, E. coli a kvasinky.

- doporucené pH syri pied vlozenim do solné lazné:

e syry eidamského typu 5,4 - 5,6 pH
e syry ementélského typu 5,4 - 5,6 pH
e bilésyry 5,8 -59pH

2. Indikace mozné kontaminace v technologii vyroby fermentovanych vyrobkii

Pii podezieni na piitomnost bakteriofaga dochazi k prodlouzeni doby fermentace
finalnich vyrobkd pfi dodrzeni stejné Kultivacni teploty a davky inokula. V pribéhu
kyselého srazeni zptsobeného c¢innosti kultury probiha také sladké srazeni cCinnosti
termostabilnich enzymi. Finalni produkt ma hrubou - pis¢itou konzistenci, netypickou a
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necistou chut’. Pii vysoké denzité bakteriofaga (titr bakteriofaga) miize dojit az k Gaplnému
zastaveni fermentac¢niho procesu a znehodnoceni vyroby. Pokud dojde k mechanickému
poruseni koagulatu piti pH okolo izoelektrického bodu kaseinu (pH 4,60 - 4,65), bude
finalni produkt fidky, bude se uvoliovat plazma a v chladu jiz nedojde k obnoveni
konzistence. V tomto pfipad¢ je nutné okamzité realizovat vyménu kultury predepsanou
systémem rotace kultur a po bézné sanitaci zaradit navic cilenou desinfekci chlorovymi
preparaty. Jestlize nedojde ke zlepSeni prokysavani, je nezbytné nutné nechat surovinu
vysetfit na piitomnost bakteriofaga.

3. Metody zjisténi pritomnosti bakteriofiga

Existuje cela fada metod pro zjisténi ptitomnosti bakteriofaga v suroving. Jejich vyuzitelnost
v praxi je dana predev§im dostupnosti vybaveni, a to zejména po strance finan¢ni. Metody
vyuzivajici jako kriterium kysaci aktivitu a indikatorové testy jsou jednoduché a vyuzitelné v
jakékoli mlékarenské laboratofi. Nékteré metody vyzadujici specialni vybaveni, napt. metody
spektrofotometrické, impedancni, konduktometrické, PCR, jsou vhodné pro specializovana
pracovisté. Zde je uveden vycet nékterych metod:

- metoda inhibice mlééného kyséni je pii Setfeni na mlékarenskych zavodech
nejpouzivanéjsi, metodou zjistime nejen piitomnost figa, ale mame moznost
vybéru jiné fagorezistentni kultury bez dal$i casové prodlevy a nizSich
ekonomickych ztrat

- indikatorova metoda (orientaéni metoda) detekuje oslabeni bakterialnich mléénych
kultur, ale neumoznuje rozlieni pfi¢inu inhibice tj. inhibici zptsobenou
bakteriofagem nebo piitomnosti rezidui inhibi¢nich latek (dale RIL). Metoda také
neumoziuje vybér fagorezistentni kultury.

- ZjiSténi piitomnosti bakteriofdga elektronovym mikroskopem umoZiuje faga
detekovat a navic rozlisit jeho mozné morfologické variace, ale opét nelze otestovat
fagorezistenci kultur. Metoda se vyuziva pouze pro vyzkumné ucely vzhledem k
finan¢ni nakladnosti zafizeni (Svensson and Christiansson, 1991)

- PCR, snadnd metoda vyuzivand pro taxonomické zatazeni mlékarenskych fagh
(Dupont et al., 2005; del Rio et al., 2007)

- impedanc¢ni a konduktometrické metody zjiStuji zménu vodivosti resp. impedance,
tyto parametry jsou ovliviiovany mnozstvim metaboliti produkovanych buiikou.



3.1. Metoda inhibice mlécného kysani

Princip metody:

Inhibice vzorku podeziclého na pritomnost bakteriofaga je méfena jako pokles tvorby
kyseliny mlécné (titraéni kyselost) ve srovndni s kontrolnim vzorkem. Jako pozitivni je
hodnocen vzorek, kdy rozdil titracni kyselosti oproti kontrole je > 5 SH.

Ptiprava filtratu bakteriofaga z testovaného vzorku (mléko, syrovatka):

uprava vzorku (mléka, syrovatky) 10 % kyselinou mlé¢nou na pH 4,6
filtrace vysrazeného kaseinu ptes fidky filtr

membranova asepticka filtrace (0,45 pm) z divodu oddéleni bakterii od bakteriofaga
(ve finalnim vzorku)

inaktivace Casti ziskaného filtratu pti 95 °C s vydrzi 10 minut — prikaz chemické
inhibice po inaktivaci bakteriofaga po teplotnim zahfevu

Postup vlastniho stanoveni (pro jeden testovany vzorek a jednu kulturu):

sterilace mléka (3 x 100 ml ozn. A, B, K) prostého RIL pfi 114 °C /20 min

temperace mléka na kultivaéni teplotu (23, 30, 37 °C dle specifikace technologického
postupu ev. Technického listu kultury)

ockovani mléka A, B 1 K 1% testované zakysové kultury
* pridavek 1% filtratu bez inaktivace do mléka A
* pridavek 1% filtratu po inaktivaci 95 °C/10 min do mléka B
* mléko K - kontrolni vzorek bez ptidavku filtratu bakteriofaga

kultivace 16 hodin pti doporucené teploté (23, 30, 37 °C)

stanoveni titracni kyselosti vzorki mléka A, B a K



Tab ¢. 1: Vyhodnocenim metody dle titra¢ni kyselosti SH

titracni kyselost pritomnost bakteriofaga pritomnost RIL

A=B=K negativni negativni

A <K (A>5SH)

ozitivni negativni
B=K P 8

A <K (A>5SH)

negativni ozitivni
B <K (A>5SH) saty poziiy

Metodou inhibice mlécného kysani je mozné desitkovym fedénim stanovit titr
bakteriofaga (denzitu kontaminace bakteriofagem). Postup stanoveni titru bakteriofaga je
shodny s vySe uvedenym pouze s tim rozdilem Ze se sterilni mléko neockuje filtraitem vzorku,
ale filtrat se nejprve fedi desitkovym zpiisobem sterilnim fyziologickym roztokem.

Na zékladé ziskanych vysledkl v rdmci feSeni Zaméru je mozné konstatovat tyto zavery:

Pokud bude zjistén titr bakteriofaga:
- titr 10> — b&Zné zjistované hodnoty, ve vétsing pripadi pii dodrzeni technologickych
parametr nedojde k problémim ve vyrob¢

- titr 10 — zvySend hodnota, lze ji povaZovat za rizikovou denzitu bakteriofaga,
dochézi k prodlouzeni technologického rezimu

* vyroba syri: zpomaleni prokysani syrit pfed solnou lazni (prodlouzeni

technologického postupu o 60 - 120 min)

vyroba fermentovanych vyrobki: prodlouZeni vlastni fermentace do dosazeni
pH 4,4

- titr 10% a vy38i — provozni zakys se nesrazi (titraéni kyselost SH niZ$i nez 18, aktivni
kyselost pH vyssi nez 5,5), je nutné provést nasledujici opatteni:
* vyména kultury v ramci rotace kultur

* provedeni cilené sanitace chlorovymi preparaty

*na vyrobu pouzit kultury k pfimému ockovani

Po provedeni desinfekce chlorovymi ptipravky, ev. zafazeni rezimu kyseliny citrénové v
v v o vy v N roge s o7 v 3
ptipadé provozil s tvrdou vodou, ovéfit, zda doslo ke sniZeni titru bakteriofaga alespom na 10°.

Také je dulezitd spravna volba startovacich kultur, jejichz fagorezistence byla testovana
(Coffey and Ross, 2002). Metodou inhibice mlécného kysani lze ovéfit, srovnanim s dosud
pouzivanou Kulturou, zda byl bakteriofag eliminovan, nebo je kultura rezistentni.



3.2. Indikatorova metoda

Princip metody:

Jako barevny indikator se pouziva methylenova modi v davce 10 mg/lml mléka
prostého RIL. Pokud je pfitomny bakteriofag, na kterého je testovana kultura citliva, dojde v
porovnani s kontrolnim vzorkem k ¢asové prodlevé pii redukci methylenové modii na
bezbarvou formu, nebo se vzorek neodbarvi. Touto metodou nelze rozlisit inhibici
zpisobenou pfitomnosti RIL, vysledek pfi pfitomnosti chemického inhibitoru miize byt
uveden jako faleSné pozitivni na bakteriofaga.

Postup vlastniho stanoveni:

- 3 zkumavky se sterilnim mlékem a methylenovou modti (vzorek A, B, K)

- do vzorku mléka A pridat 1 % testovaného mléka nebo syrovatky podezielé na
pritomnost bakteriofaga + 1 % testované zakysové kultury

- do vzorku mléka B piidat 1 % pouze zakysové kultury
- vzorek mléka K - kontrolni

- kultivace 16 hod ptfi doporucené teploté (dle technologického postupu nebo
Technického listu)

Vyhodnocenim testu - zavéry :

- vzorky mléka A i B jsou odbarvené, nebyl prokazan bakteriofag ani chemicka inhibice

- vzorek A modfe zbarveny (barva je srovnatelna s kontrolnim vzorkem K) nebo jen
casteCné odbarveny a vzorek B zcela odbarveny, je testovany vzorek mléka nebo
syrovatky, pozitivni na pfitomnost bakteriofaga nebo RIL.

4. Rizikova mista v mlékdrenské technologii

- cisterny na mléko a na syrovatku (pozor na vika a ventily), cisterny nezaménovat a striktné
dodrzovat odd¢lené syrovatkové hospodarstvi

- zasobni tanky
- ohtivak mléka

- michadlo na vyrobniku



- lisovaci vany perfory, vypusti lisovacich van
- palety na syry

- solné lazn¢

- homogenizator

- termizacni zafizeni

- fermentacni tanky

I1l.  Srovnani novosti postupi a jejich zdivodnéni

Novosti metodiky je podani ucelenych informaci o moznosti detekce bakteriofaga
véetné navrhll opatfeni v technologii fermentovanych vyrobku a syra.

Jsou zde uvedeny metodické postupy nutné desinfekce. Na zdkladé provoznich
postuptl v ramci feSeni projektu byly otestovany a vybrany chlorové desinfekéni pripravky a
stanovena optimalni koncentrace s ohledem na vyrobni zafizeni.

Soucasti metodiky je vyCet vytipovanych rizikovych mist v technologii
fermentovanych vyrobkii, syri a tvarohti. V metodice jsou stanoveny mezni hodnoty kyselosti
provozniho zakysu. Kdy je jesté mozné zakys do vyroby pouzit a jaké opatfeni je nutno ve
vyrob¢ udélat. Tak aby ekonomickeé ztraty a zdravotni rizika byla co nejmensi.

IVV.  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Predlozend certifikovand metodika by méla slouzit mlékarenskym provozim
zaméfenym na vyrobu fermentovanych vyrobki, tvarohti a syri. Metodickym postupem by se
pfi pouzivani tvrdé vody mél volit cyklus kyseliny citronové (minimalné 1x za 14 dni), ¢imz
se minimalizuje riziko biofilml jako moZné loZisko bakteriofaga. PouZzitim chlorovych
preparatti, po bézné sanitaci louhem a kyselinou, minimalizovat riziko bakteriofaga na
technologicky inosnou denzitu (titr bakteriofaga 102).



V.

Ekonomické aspekty

1. Kalkulace denni ztraty strednée velké syrarny pri zpracovani 60 000 | mléka/den

Tab. ¢. 2: Ceny surovin a produktu

. castka/K¢
. cena objem/hmotnost o
suroviny | (ko) | (ko) zpracovani 60 000 |

g g mléka/den
mléko 8,- 60 000 | 480 000,- (ztrata)
syr 80,- 6 600 kg 533 000,- (ztrata)

nestandardni, neprokysana vyroby

napadena fagem jako tavirenska 40,- 5455 kg 218 000,- (zisk)

surovina pro vyrobu tavenych syrt

Celkova denni ztrata pri vyrobé syri z 60 000 1 mléka ¢ini 795 000,- (cena mléka
+ cena za prodej syru - cena tavirenskych surovin)

2. Kalkulace denni ztraty ve vyrobé fermentovanych vyrobkii pri zpracovani 18 000 |

mléka/den

Tab. ¢. 3: Ceny surovin a produktt

. cena objem Castia/Ke
suroviny | | zpracovani 18 000 1
mléka/den
mléko 8,- 18 000 | 144 000,-
fermentovany polotovar 10,- 18 000 | 180 000, -
1,- 18 000 | 18 000,-

neprokysany polotovar ke zkrmeni

Ztrata za zfermentovanou surovinu 162 000,- (180 000 - 18 000)

Celkova denni ztrata pii vyrobé fermentovanych vyrobki z 18 000 1 mléka ¢ini

306 000,- (cena mléka + ztrata za zfermentovanou surovinu)




3. Ndklady na materialni vybaveni pri pouziti metody inhibice mlécného kysani

Tab. €. 4: Vstupni naklady na materidlni vybaveni

zarizeni a chemikalie cena K¢
kyselina mlé¢na 250,-/ 1

fidky filtr 300,-/ 100 ks
membrany z acetatu celuldzy (0,45um) 3000,-/ 100 ks
zafizeni pro membranovou filtraci (cena zavisla 3 500,- az 20 000,-
na materidlu zatizeni - plastové, sklenéné, nerezové)

Cena celkem 7 050,- az 23 550,-

Tab. ¢. 5: Naklady na provedeni jednoho stanoveni

materialni vybaveni cena K¢
ridky filtr 3,-
membrana z acetatu celulozy (0,45um) 30,-
mléko prosté RIL 10,-
¢asova narocnost *

(sterilizace zafizeni, ptiprava vzorku, filtrace, inaktivace, 4000,-
ockovani, titrace)

Cena celkem 4043,-

* ¢asova naroc¢nost pokusu ¢ita cca 8 hod, pti kalkulaci 500,-/¢lovékohodina

Vydisleni ekonomického prinosu pro uZivatele:

Ekonomicky pfinos pro wuzivatele je zéavisly na dennim mnozstvi
zpracovavaného mléka a na typu provozu (syrarny, vyroba kysanych mlécnych
vyrobki).

Vyse ztrat je variabilni v zavislosti na titru bakteriofaga ve vyrob&, muze
dochédzet pouze k prodluzovani technologického procesu, kdy dochazi k vyssi
ekonomické zatézi, nebo k Uplnému znehodnoceni vyrobku z diivodu nemoZnosti
zfermentovat mléko pii vyskytu faga na vysoké denzité. Lze fici, Ze ztraty se pohybuji
u sttedn¢ velkych mlékaren, jak ukazuji kalkulace v tab. ¢. 2 a 3 fadové ve 100 tis. K¢.
Naproti tomu zavedeni nejvhodn€j§i metody pro provozy, tj. metody inhibice
mlécného kysani, se pohybuje od 7 000,- do 25 000,-. Cena jednoho stanoveni vychazi
na cca 4 000,-.
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