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Uvod

V primyslovych fermentaénich vyrobach se pouZivaji kmeny Gram-pozitivnich eubakterii,
které odvozuji svou metabolickou energii z fermentace sacharidti na laktat, a proto se oznacuji
jako bakterie mlééného kvaseni &i struéné jako miééné bakterie. Mlékarensky primysl znacné
vyuZivé bakteridlni kmeny a druhy rodu Lactococcus, jakozto vychozi nebo doplitkové kultury
pfi vyrobé riznych fermentovanych mléénych vyrobki, zejména syri. Tyto zdravi prospéiné
bakterie dodavaji produktim texturni, organoleptické a konzervaéni vlastnosti, které mohou
vyloud¢it i rlst n€kterych patogent, aviak mohou byt nachylné k napadeni bakteriofagy. Tyto
nukleoproteinové &astice, které nesou genetickou informaci, ale nemaji enzymové vybaveni pro
zajisténi zakladnich zivotnich funkci, jsou schopny infikovat vhodnou hostitelskou buiiku a
vyuZit jeji enzymaticky systém pro svou replikaci (Silhankova, 1995). Po vniknuti genetické
informace bakteriofiga do hostitele mohou nastat dv€ varianty. Prvni varianta pfedstavuje
situaci, kdy se DNA bakteriofaga za¢leni do bakteridlniho chromozému jako tzv. profag. DNA
bakteriofaga se pak replikuje soucasné s bunéénou DNA, geneticky materidl bakteriofdga se
tedy pfenasi do dcetinych bunék, aviak nedochézi k lyze hostitelskych bunék. Tento cyklus se
nazyva lysogenni. Druhou variantu ptedstavuje cyklus lyticky, kdy po vniknuti bakteriofaga do
hostitele dochazi uvnit buiiky ke vzniku virovych komponent, tyto komponenty se kompletuji,
vznikd velky podet bakteriofagi, které zplisobi lyzi butiky. Ze zlyzované buriky se pak
bakteriofagy uvoliiuji, napadaji dal$i buiiky a stdvaji se infekénimi. Bakteriofagy, které infikuji
kmeny mléénych bakterii, zpomaluji fermentaci, negativn€ ovliviiuji kvalitu, bezpetnost a
hodnotu fermentovanych produktii a mohou zplsobit az uplnou ztratu fermentaéni kapacity,
takze ve svém disledku vedou k vyznamnym hospodafskym ztratdm. Studiu téchto
bakteriofagli se proto vénuje mimoiddnd pozornost a vyrazny pokrok v molekularné
biologickych, genomickych a proteomickych metodach v poslednich letech postupné odhaluje
na jedné strané diverzitu a genetické procesy Zivotnich cykld bakteriofagh a na druhé strané
umoziiuje pochopeni interakci mezi bakteriofagy a hostitelem (Fliegerova a kol., 2017). Metody
molekularni biologie se také uplatfiuji jako diagnostické nastroje a umoziuji rychlou a
spolehlivou detekci bakteriofagli (del Rio a kol., 2007). Nékolik studii ukazalo, Ze bakteriofagy
skupiny 936 jsou nejvice endemické a problematické skupiny laktokokovych bakteriofagi ve
fermenta¢nich zafizenich (Mahony a kol., 2012; Murphy a kol., 2016). Detekce pfitomnosti
bakteriofaga 936 v mlékarenskych a syraiskych provozech v3ak je$t€ neznamena, Ze bude

negativné ovlivnén vlastni fermenta¢ni proces. K problémtim dochazi az v ptipadé€, Ze nastane



lyticky cyklus a bakteriofag se zane mnozit. Pro indikaci tohoto procesu pak nesta¢i pouha
detekce bakteriofaga 936, ale musi se provést jeho kvantifikace. Metoda stanoveni inhibice
fermentace u vzorku podezielého na piitomnost bakteriofaga, pii které se méf pokles tvorby
kyseliny mlééné (titracni kyselost) ve srovnani s kontrolnim vzorkem a pfi které je mozné
desitkovym fedénim stanovit titr bakteriofaga (denzitu kontaminace bakteriofagem), je ¢asové
naro¢nd a poskytuje pouze orientaéni udaje. V této certifikované metodice proto popisujeme
moderni proces kvantifikace bakteriofaga 936 molekularné biologickou metodou zvanou real
time PCR nebo téZ qPCR.

I. Cil metodiky

Piedkladany metodicky postup se zaméfuje na kvantitativni monitorovani bakteriofaga 936,
jehoZ hostitelem jsou kmeny bakterie Lactococcus lactis pouZivané pro vyrobu syrd. Infekce
bakteriofagem 936 muZe vést ke zpomalené fermentaci nebo dokonce k tiplnému selhani
fermentace a naslednym ekonomickym ztratam. Proto je Zadouci rychla a citliva metoda detekce
a kvantifikace bakteriofaga ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Cilem této metodiky je
vypracovani relativné rychlé metody kvantifikace bakteriofaiga 936 pomoci kvantitativni
polymerazové fet€zové reakce (QPCR), pti¢emz toto kvantitativni stanoveni mize byt provedeno

v kterékoliv fazi vyroby mléénych produkti.

II. Vlastni popis metodiky

IL 1. Princip metody
Metoda kvantitativni PCR (¢PCR) je modemi technika molekularni biologie umoZiiujici
rychlou, citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci specifického tiseku DNA nebo RNA.
Metoda je zaloZena na klasickém PCR s tim rozdilem, Ze specialni pFistroj (termocykler)
umoziluje kontinualn€ monitorovat piiristky DNA b&hem kazdého cyklu. Zakladni podminkou
je pfitomnost fluorescen¢niho barviva, které se vaze na syntetizovanou nukleovou kyselinu, a
urovefi detekované fluorescence pak odrazi mnoZstvi nasyntetizované DNA. Fluorescence je
méfena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je pfimo ¢i nepfimo umérna mnoZstvi
amplifikovaného produktu pfitomného v reakéni smési. Kvantifikace se provadi prostfednictvim
matematické analyzy amplifikaénich kfivek vzniklych vynesenim naméfené fluorescence
oproti pofadovému &islu piisludného cyklu. DileZita je pfitom hodnota zvana Cr (,, threshold

cycle"), ktera se rovné cyklu, kdy amplifikaéni k¥ivka pfekro¢i zminény



fluorescenéni prah umistény do exponencidlni faze reakce. Pti detekci specifickych usekii DNA
se pfimo stanovuje vychozi podet kopii cilovych molekul, coz je zaloZeno na linedrnim vztahu
mezi logaritmem startovniho poétu templatovych kopii a Cr pfisluiné amplifikaéni kiivky. P¥i
amplifikaci vzorku o nezndmé koncentraci studovaného organismu se soudasné amplifikuje
diluéni série standardii o znamé koncentraci a z takto ziskané kalibrani pfimky lze odedist
koncentraci DNA cileného organismu v nezndmém vzorku. Pfipadny vznik nespecifickych
produktt 1ze detekovat na zdklad& analyzy kiivky tani vznikajiciho PCR produktu. Vyuziva se
pfitom predpokladu, Ze nespecifické produkty maji odlisnou (obvykle niZsi) teplotu tani Tm nez
produkty specifické. Jako tani DNA se oznafuje proces separace komplementarnich fetézcti
dvoutetézcové DNA indukovany zvySovanim teploty. Plati, Ze DNA taje nejrychleji v ur€itém
rozsahu teplot bliZicich se prave teploté tani Tm. Tani DNA se sleduje tak, Ze se roztok DNA
ochladi na teplotu niZ3i neZ je oéekavana Ty, produktil, pak se postupné ohiiva na teplotu vyssi,
nez je ofekdvand Tm, a méfi se pfitom fluorescence. Vynesenim naméfené intenzity
fluorescence proti prisluiné teploté vznika kiivka tani, ktera strmé klesa v okoli Tm. Teplota v

inflexnim bod& k¥ivky se pak rovna teploté tani.

IL. 2. Izolace DNA

Kvantitativni PCR je metoda molekularni biologie, ktera pracuje s DNA jako vychozim
materidlem. Proto je nejprve tfeba ze vzorkl, u nichZ ma byt stanoveno mnoZstvi bakteriofaga,
izolovat DNA. K tomuto ucelu byl pouZzit komeréni set DNeasy UltraClean Microbial Kit
(Qiagen, Némecko) a postupovali jsme podle instrukci vyrobce. Koncentrace DNA byla méfena

na pfistroji NanoDrop (Thermo Fisher Scientific).

IL 3. PCR primery a kvantitativnhi PCR (qPCR nebo real-time PCR)

Pro amplifikaci a kvantifikaci bakteriofaga byly pouZity primery 936A — 936B o sekvenci 5'-
ATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAAGCGG-3" a 5'-GTTGCTTCTGCTGTTGGTGTCA

AATGAGGA-3’, které amplifikuji fragment genu pro hlavni strukturdlni protein (major
structural protein) msp bakteriofaga 936 (del Rio a kol., 2007). Pro amplifikaci iseku genu msp
metodou real-time PCR byl pouZit ptistroj Mx3005P (Stratagene, USA). Reakce probihaly
s pouzitim reaké&ni sm&si gPCR 2x SYBR Master mix (Top-Bio, CR) a vy¥e uvedenych primert
v celkovém reakénim objemu 20 pl. Teplotni rezim reakce byl nasledujici: pocatecni
denaturace pfi 94°C (5 min), 35 cykld denaturace pti 94°C (45 s), nasedani primertl (annealing)
pii 58°C (1 min) a syntéza DNA pfi 72°C (1 min). Na konci syntézy DNA byla v kazdém cyklu

zméfena fluorescence barviv SYBR Green. Poslednim krokem byla prodlouZena polymerazova



reakce pii 72°C (5 min). Srovnéni rychlosti qPCR reakce (vyjadiené parametrem C,.treshold
cycle) neznamého vzorku a standardu (odedet z kalibratni kfivky) umoznilo stanoveni
mnoZstvi bakteriofaga 936 v testovaném vzorku. Pro qPCR byl pouzit vzdy 1 pl DNA a
vSechny vzorky byly méfeny v triplikatech.

II. 4. Kalibraéni k¥ivka

Pro sestrojeni standardni kalibraéni kiivky byl pouzit pfimo bakteriofag 936 (DSM 10 567,
izolat P008). Pro jeho namnoZeni byl pouZit kmen Lactococcus lactis subsp. lactis DSM 4366.
Bakteriof4g byl pomnoZen a izolovan dle pfiloZenych instrukci némecké sbirky
mikroorganismii. DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).
Kalibra¢ni kfivka byla méfena v triplikatech s pouzitim sériové nafedéného bakteriofaga 936,
ktery mel pocéateéni koncentraci DNA 90,6 ng/pl. Ze znamé koncentrace bakteriofaga a
znamého poctu bazi cileného genu, ktery ¢ini 179 pb (viz obr. 1), byl vypod&itan pocet kopii

v nefedéném standardu podle nésledujiciho vzorce:

Xng.6,0221 . 102 molekul/mol
N.660g/mol.1.10°ng/g

Poéet kopii =

X = mnozZstvi amplikonu (ng)
N = délka DNA amplikonu

660 g/mol = primé&ma hmotnost jedné baze dvoutetézcové DNA

S pouzitim tohoto vzorce bylo spocitano, Ze vychozi nefedény standard bakteriofaga obsahuje
4,71 . 10" kopii genu msp. Standardni kiivka vznikla sériovym nafedénim bakteriofagové
DNA v rozmezi 10”7 az 10, Pro kazdé fedéni byla provedena qPCR (viz obr. 2) a hodnoty Cr
(treshhold cycle) byly vyneseny proti poctu kopii genu msp. Smérnice (sklon) kiivek mél pro
primery 936A-B hodnotu -3,143. Usp&snost amplifikace byla v testovaném rozsahu fed&ni
108%. Koeficient determinace (R?) mél hodnoty 0,995, coZ ukazuje na velmi maly rozptyl
bodt kalibra¢ni pfimky, jak je ukazano na obr. 3

TCAATGGAAGACCAAGCGGAGACTAACAGCTATCCAGCTGATGACGTGCCAGA
CCATGGAGTGAAAAAAGGTGCTACCTTACTTCAAGGCGAAATGGTATTCATTCAA
ACAGACCAAGCACTTAAAGAGGATATGCTAGGGCAACAAAGAACAGAAAATGGC
TTGGGTTGGTCTCCTAC

Obr.1. Sekvence useku genu msp bakteriofiga 936



Obr. 2. Amplifikacni kfivky pribéhu qPCR vyjadiujici zavislost poctu cykli Ct na intenzité

fluorescence.

Obr. 3. Kalibracni kfivka pro kvantifikaci bakteriofaga 936



II. 5. Ovéfeni metody na experimentalni sadé vzorki
Metodika byla aplikovana na vzorky odebrané z mlékamy, pfiCemZ vzorky nékterych
mléénych meziproduktd vykazovaly problémy pti fermentaci. Seznam vzorkd je uveden v
tabulce 1. Vzorky spolu nijak nesouvisi a byly vybrany pouze pro demonstraci fungovani
metodiky. Jako negativni kontrolni vzorek byl pouZit kmen Lactobacillus helveticus 66, nebot
tento druh neni hostitelem pro bakteriofadga 936. Dal$im negativni kontrolu pfedstavoval kmen
Lactococcus lactis 731, u kterého nebyl metodou PCR detekovan bakteriofag 936. Jako
pozitivni kontrola byl do testovani metodiky zafazen kmen Lactococcus lactis 416, u kterého
byl metodou klasické PCR detekovéan pozitivni signal pro bakteriofaga 936, avSak kmen
vykazoval normalni fermenta¢ni aktivitu, bakteriofag 936 tedy byl ve formé& profédga. Ze vzorkt
byla izolovana DNA (postup dle bodu II.2), kterd byla podrobena qPCR metod€ za uéelem
kvantifikace faga 936 (postup dle bodu IL.3). VSechny vzorky byly testovany v triplikatech.
Vysledky jsou shruty v tabulce 1.

Tab. 1. Kvantifikace bakteriofaga 936 ve vybranych vzorcich

Cislo Popis Koncentrace Pocet kopii faga Pocet kopii faga 936/ng
vzorku vzorku DNA [ng/pl] 936/pl DNA vzorku DNA vzorku
Lh 66 Lactobacillus helveticus 173,5 8,35.10! 4.81.10"
L1731 Lactococcus lactis 66,8 2,1.103 3,14.101
L1416 Lactococcus lactis 85 3,65.10° 4,3.10*
1172 Syrovdtka tvaroh 3 4,27.10° 1,42.10°
22 Syrovidtka tvaroh 0,6 3,79,107 3,32.107
16 Zakys syr 4.3 1,02.107 2,37.10°
212 Syrovdtka syr 2,1 6,89.10% 3,28.10°
15/1 Syrovitka syr 1,8 7,59.10? 4,22.10?

III. Srovnani novosti postupii a jejich zdtivodnéni

Metodika je zaméfena na kvantifikaci bakteriofaga 936, ktery je nejrozsifendj$im virem ve
vyrobnich provozech (Oliveira a kol. 2017). Novost metodiky spo¢iva v tom, Ze vyuziva
technik molekularni biologie, a je tudiZ nezavisla na kultivaci bakteriofdga. ProtoZe virulentni

mlééné bakteriofagy maji Uzky hostitelsky rozsah, neni praktické pouZivat kultivaéni testy k
jejich detekci v rtznych mléénych vyrobeich a provoznich prostfedich. Navic bakteriofagy

mohou meénit a ztracet infekénost pii odb&ru vzorkli a pfi zpracovani vzorku pro kultivaci.



Inovace a vyhody této metodiky spoéivaji v fad€é aspekti. Metody molekularni biologie
nezavislé na infekénosti bakteriofagl a bakteridlnich hostiteli, mohou byt aplikovany v
kterémkoliv kroku fermentaéniho procesu. MiiZe tak byt v pfipadé problémi zji§t€no ohnisko
infekce, jakoz cesty jejiho $ifeni v mlékarenskych provozech, kde jsou kontaminace zdroje a
trasy Sifeni informaci nesnadno identifikovatelné, a proto je tfeba zkontrolovat n&kolik
kontrolnich bodt. Pfednosti metody je také jeji relativni rychlost, vysledky lze naméfit v ¥adu
hodin, a vysok4 citlivost. Metodika vyuziva ov&fenych primerii 936A-B (del Rio a kol., 2007),
které vSak byly v citované praci pouZity pouze pro detekci bakteriofiga 936 tradi¢nim PCR
postupem, nikoliv pro jeho kvantifikaci. Za uéelem kvantifikace bylo nutno pfipravit sérii
standarddl o zndmé koncentraci bakteriofdga 936 a sestrojit standardni k¥ivku vyjadiujici vztah
Ct hodnoty vzhledem ke vstupni DNA. Kalibradni kiivku naméfenou v této metodice lze
prostfednictvim rovnice kalibraéni pfimky, ktera ma v tomto piipadé tvar Y = -3,143. LOG(X)
+ 35,62, kde X pfedstavuje naméfené hodnoty Cr, pfimo vyuZit pro kvantifikaci bakteriofaga
936, aniZ by bylo nutno znovu provadét gPCR s bakteriofagem 936. U vysledkii uvedenych v
tabulce 1 je ziejmé, Ze kvantifikace bakteriofaga zavisi na koncentraci DNA, potazmo tedy na
mnoZstvi bakterii ve vzorku. Jako detekéni limit 1ze povaZovat pocet kopii bakteriofaga ve
vzorku, které nepfesdhnou hodnoty 10° - 10* Tyto hodnoty upozoriiuji na piitomnost
bakteriofaga, avSak neindikuji jeho infekénost. Hodnoty nad timto limitem pak lze povaZovat
za indikaci infek¢nosti bakteriofiga. Virulentni bakteriofag 936 bakterii mlé¢ného kvaseni stale
pfedstavuje vaznou hrozbu pro priimyslové fermentace. Pies fadu opatieni, ktera provadi kazdy
vyrobni provoz za uUfelem omezeni tohoto problému, se bakteriofagy vyvijeji, dochazi k
mutacim a objevuji se stale nové varianty. Proto tato metodika miZe nalézt vyznamné uplatnéni

ve fermenta¢nich provozech a véasné identifikovat moZné problémy.

IV. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je uréena pro monitoring vyskytu bakteriofdga 936 v mlékarenskych vzorcich, a to
jak v surovinach, meziproduktech a finalnich vyrobcich (fermentovanych mlé&énych vyrobcich,
syrech, syrovatkovych napojich apod.), tak v zakysovych kulturach (mate¢né kultury, ready-to-
use kultury, DVS kultury, provozni zakysy apod.), stejné tak jako v prostfedi mlékarenskych
provozu (povrchy pomticek a technologickych zafizeni, ovzdusi, odpadni vody apod.). Nalezne
tedy uplatnéni jak na mlékarenskych provozech, tak u vyrobcli zdkysovych kultur. Vzhledem
k tomu, Ze ne vSichni tito uZivatelé disponuji vybavenim pro provadéni PCR analyz, oéekavat

lze, Ze si toto analyzy budou zadavat v poradenskych laboratofich, ktera toto vybaveni maji.



Proto byl jako modelovy uzivatel vybran uZivatel MILCOM a.s., kterému byla tato metodika
predana na zakladé smlouvy o uplatnéni metodiky. MILCOM a.s. mj. poskytuje poradenstvi a
sluzby mlékarenskym podnikim a vyrdbi zadkysové kultury a pomocné latky pro oblast

mlékarenstvi.

V. Ekonomické aspekty
Pro laboratof vybavenou pro provadéni PCR analyz se naklady na zavedeni této metodiky
pohybuji v fadu stovek az tisicti korun, a to na nakup primert, standardd, aj. reagencii. Pokud
se jednd o laboratof, ktera tyto analyzy poskytne formou sluzby, jsou jeji trzby odhadovany
v fadu desitek tisic korun ro¢né. Napf. pfi analyze 50 vzorka roéné jsou trzby odhadovany na
50 tis. K& za rok a zisk na 5 tis. K¢ za rok. Za pét let to ¢ini trzby cca 250 tis. K¢ a zisk cca 25
tis. K¢&.
Vyznamnéj$i ekonomicky pfinos se tyka koncovych uzivateld, tj. vyrobnich podniki. Jestlize
vyuZziti metodiky pfispéje k nalezeni a nasledné eliminaci zdroje bakteriofaga v mlékarenském
provoze, zamezi se tim ztratdm v dusledku nutnosti likvidace neprokysavajicich vyrobnich
Sarzi. V ramci CR pouZiti této metodiky zamezi nutnosti likvidace vyrobnich $ari z odhadem
30 vyrobnich dni roén¢ a z toho plynouci ztraté trzeb cca 30 mil. K&, resp. ztraté€ zisku cca 1,5
mil. K¢ roén€. Za bilan¢ni obdobi 5 let to ¢ini odhadem zamezeni ztraté trzeb 150 mil. K&,
resp. ztrate zisku 7,5 mil. K¢&.
Pro vyrobce zakysovych kultur vyuZiti této metodiky pfisp&je k zamezeni ztratdm v disledku
ztraty divéry mlékarenskych podnikd, a to jak opravnéné (kontaminace kultury bakteriofagem
u vyrobce kultury), tak neopravnéné (kontaminace bakteriofigem aZ na provoze mlékamy).
Hrubym odhadem to miZe pro vyrobce kultury znamenat zamezeni ztratam trzeb 1,5 mil. K& a
zamezeni ztratam zisku 75 tis. K¢ ro¢n€. To za bilan¢ni obdobi 5 let obnasi zamezeni piibliZznym
ztratam 7,5 mil K& z trzeb a 375 tis. K¢ ze zisku. Tento odhad vychdzi z primémé ceny
zakysové kultury 1 tis. K¢ pro nao¢kovani 5 tis. litr mléka.
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