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byl A log KTJ/ml max. 0,29. Lze tedy konstatovat, Ze
rozdilné podminky skladovani v rozmezi 2-6 °C a délka
skladovani 24 a 48 hodin neovlivnily denzitu mikroorga-
nismu. Rozdily se pohybovaly v chybé mikrobiologické
metody.

Déle byl sledovan vliv neSetrného zachazeni s mlékem na
denzitu mikroorganismd. Cast vzorkii byla po piipravé
tfepana po dobu 5 minut na laboratorni tfepacce a po té
skladovana po dobu 24 a 48 hodin pfi teploté 6 °C.
U vzorkll obsahujicich kmen Stz. aureus v denzité¢ 10*
(tab. ¢. 1) byla zjistén nartist o cca 1 tad, ale aZ po 48 hodi-
novém skladovéni. U ostatnich vzorkd nebyl zjistén rozdil
vétsi nez 0,37 log. Nartst denzity u vzorku E. coli s denzi-
tou 10* pfi klasickém stanoveni nebyl pii opakovani
potvrzen. Vliv nesetrného zachdzeni s mlékem u kmene
St. aureus 1ze zduvodnit morfologii tohoto rodu. Koagu-
lazopozitivni stafylokoky se v syrovém mléce vyskytuji,
ale vétSinou nikoli jako dominantni mikrofldra, proto by se
tento jev v syrovém mléce, pfi zastoupeni riiznych druh,
nepromitl do celkového poctu mikroorganismd.

Byl testovan vliv pouZitého konzervaéniho Ccinidla -
Heschenova cinidla a Azidiolu na denzitu mikroorganismi
pri 6 °C/24 hodin. Byly zjistény vétsi rozdily mezi konzer-
vanty, u nékterych vzorku i o vice nez jeden rad, ale jelikoZ
vykyvy denzity byly v kladnych i zapornych hodnotach,
nelze to pric¢itat vlivu konzervacniho ¢inidla.
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Indication of bacteriophage in high-risk
operations and possibilities of minimize losses

Abstrakt

Bakteriofagova kontaminace zejména v technologii
vyroby syru, ale i pfi vyrobé fermentovanych vyrobk, je
zavazny problém, ktery muZe zplsobit, dle rozsahu
napadeni fagem, v lepSim piipadé prodlouZeni technolo-
gického procesu vyroby, v horS§im pripadé veliké
ekonomické ztraty. Vzhledem k aktudlnosti, byla této
problematice vénovdna pozornost a v ramci feSeni
vyzkumného zdméru MSM 2672286101 byla vypracovana
certifikovana metodika s cilem podat ucelené shrnuti metod
zjistovani bakteriofdga a upozornit na kriticka mista v tech-
nologiich vyroby syri, tvaroht i fermentovanych vyrobki.
V metodice jsou doporuceny kroky, které je tieba v pri-
béhu technologie udélat tak, aby ekonomické ztraty a zdra-
votni riziko pfi prukazu bakteriofdga bylo minimalni.

Klicova slova: bakteriofag, sanitace, fagorezistentni kul-
tura, rotace kultur

Abstract

Bacteriophage contamination could cause serious prob-
lems in fermented products processing and especially, during
cheese ripening. The consequence could be prolongation of
technological procedure or also economic losses depending
on the extent of phage attack. This problem is a topical issue
nowadays and due to this reason, problem of bacteriophage
contamination was a target also in dealing with research
project MSM No. 2672286101. Within above mentioned
project, a certified methodology was developed. The aim of
this methodology was to point out some of the most critical
places in cheese, quark and fermented products processing
and to give comprehensive information about the methods of
phage determination. In the methodology, important steps to
avoid phage contamination during processing in order to
minimize economic losses are included.

Key words: bacteriophage, sanitation, phage-resistant
culture, rotation of cultures

Uvod

Pfitomnost fagh byla zjiSténa v nejriznéjSich odvetvich
primyslu od potravinafského, chemického, farmaceutic-
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kého, krmivarského a dalSich (Emond a Moineau, 2004),
nicméné v mlékarenském pramyslu je vyskyt faga nejvice
namné ovliviujicich kvalitu zakysovych kultur a tim znac-
nou cast mlékarenskych technologii (syrafstvi, vyroba
tvarohu a fermentovanych vyrobkill) je pravé pfitomnost
bakteriofaga.

Termin bakteriofdg pochazi z feckého prekladu "vir,
ktery miZe infikovat bakterie". JiZ z nazvu je patrné, Ze
hostitelem nejsou vys$si eukaryotni organismy, nybrz
prokaryotni bakterie. Jednou z kli¢ovych roli fagh je vyrov-
nat bakteridlni populaci v daném prostfedi a umoznit tak

Jedna se o nukleoproteinové Castice, které nesou gene-
tickou informaci, ale nemaji enzymové vybaveni pro
zajisténi zakladnich Zivotnich funkci. Jsou vSak schopny
infikovat vhodnou hostitelskou burtiku, jsou tedy obligitni
parazité, prendSi dovnitf buiiky nukleovou kyselinu
a vyuzivaji hostitelova enzymového systému pro svou rep-
likaci (Silhankova, 1995). Po vpraveni genetické informace
mohou nastat 2 moznosti. Bud se fagova DNA zacleni do
bakteridlniho chromozému jako tzv. profag a je replikova-
na spoleéné s bunécnou DNA, geneticky materidl faga je
tedy prenasen do dcefinych bunék. Tento cyklus se nazyva
lysogenni, nedochazi prfi ném k lysi bunék. Druhou
moznosti je cyklus lyticky, po infekci fagem dochazi uvnitt
buriky k vzniku virovych komponent. Po biosyntéze se jed-
notlivé fagové komponenty kompletuji za vzniku velkého
mnoZzstvi fagl, které se po lyzi buiiky uvoliuji a stavaji se
infekénimi. Nejriznéjsi bakteridlni stresové faktory jako
jsou napt. vysoka teplota, vysoka koncentrace soli, ptitom-
nost antimikrobialnich latek, nedostatek zivin ¢i UV zareni,
mohou indukovat profiga a lysogenni cyklus se pfeméni na
lyticky (Lunde a kol., 2005; Madera a kol., 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 mlécné
kvaseni je vhodné preferovat ve startovacich kulturach bak-
terie odolné vuci fagim, jejichz odolnost byla prezkousena
(Coffey a Ross, 2002).

Je prokdzano, Ze témét vSechny pouZivané druhy bakte-
rii mohou slouzit jako hostitelé jednoho nebo nékolika
druhid bakteriofaga. Mlékarenské zavody se i pres dusled-
nou sanitaci opakované potykaji v pribéhu technologic-
kého zpracovani s kontaminaci bakteriofigem. Mnohdy se
jedna o loziskové zdroje kontaminace. Tato fokusova kon-
taminace je zpusobena pritomnosti biofilmu, a to zejména
v provozech pouzivajicich tvrdou vodu.

VyuZivani syrovatky nebo koncentratu syrovatkovych
bilkovin do nékterych vyrobkt v pribéhu vyroby, muze
znamenat kontaminaci fagem pravé prostiednictvim téchto
komponent (Chopin, 1980).

V syrarské technologii se z divodu vytéZnosti a s ohle-
dem na konzistenci béZné pouziva pasteracni teplota
74 nebo 85 °C. Z toho divodu je riziko bakteriofagové
kontaminace o to vétsi, protoze bakteriofdg je zcela inhi-
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bovan az teplotou vyssi nez 92 °C. Mensi riziko fagové
kontaminace je v technologii fermentovanych vyrobka,
kde je pro zlepseni konzistence pouzivana pasteracni
teplota 95 °C.

Popis metodiky

Indikace mozné pritomnosti bakteriofdga
v provoznich zdkysech a jeho eliminace

MIléko na provozni zakys je nezbytné nutné pasterovat pii
teploté 95 °C s vydrzi 30 minut. Musi byt negativni na
rezidua inhibi¢nich latek.

Pfi napadeni kultury fagem dochazi k prodlouzeni doby
kultivace zdkysu specifikované vyrobcem v technickém
listu, prodluzuje se cas nutny k dosazeni optimalni
kyselosti pfi dodrzeni kultivacnich podminek (ockovaci
davka, kultivaéni teplota, délka kultivace). Kyselost
provozniho zakysu muze kolisat v zavislosti na sloZeni
mléka, mensi rozdily v kyselosti (A SH = 10 SH, nebo
A pH 0,4) tak nedetekuji pritomnost bakteriofaga.

Pokud ma provozni zdkys nizkou kyselost (< 25 SH
mezofilni kultura) a musi byt na vyrobu syri pouzit, je
nezbytné nutné volit vyssi inokulac¢ni davku o 50 az 100 %
oproti bézné ockovaci davce a novy provozni zakys pak
pripravit z jiné kultury. Je vhodnéjsi, pokud se rotace kultur
nepouziva jen pii problémech, ale stane se zavedenou praxi.

V provozech vyuzivajicich tvrdou vodu, kde je zvySené
riziko tvorby biofilmi, je nezbytné nutné po bézné sanitaci
dané HACCP (louh, kyselina) pouzit cyklus kyseliny cit-
rénové (2 % roztok o teploté min. 55 °C, doba pusobeni
alespont 30 minut) a tak minimalizovat riziko loZiskové
kontaminace bakteriofagem. Pfi podezifeni na pritomnost
fagové kontaminace je dulezitym krokem po ukonceni
daného sanitacniho reZimu zarazeni dezinfekénich
pripravkl na bazi aktivniho chléru.

Pfi napadeni zdkysu bakteriofagem, dochazi k prod-
louZeni technologického procesu v prubéhu lisovani syra.
Pfi Spatném prokyséni ziistava vysoky obsah zbytkové lak-
tozy, ktera slouzi jako potencialni zdroj Zivin pro nezZadouci
mikroorganismy jako jsou koliformni bakterie, E. coli
a kvasinky. S vyssi denzitou téchto skupin mikroorganismu
se vyskytuji konzisten¢ni vady syra. Proto je nutné dodrZet
kyselost syra dle technologického postupu pied vloZenim
do solné lazné.

Indikace mozné kontaminace v technologii vyroby
fermentovanych vyrobku

Pfi podezfeni na pfitomnost bakteriofiga dochazi
k prodlouzeni doby fermentace findlnich vyrobku pfi
dodrzeni stejné kultivacni teploty a davky inokula.
V pribéhu kyselého srazeni zptisobeného ¢innosti kultury
probihd také sladké srdzeni cinnosti termostabilnich
enzymu. Finalni produkt ma hrubou - piscitou az hrud-
kovitou konzistenci, netypickou a necistou chut. Pfi
vysokém titru bakteriofdga (vysokd denzita bakteriofaga)
muZe dojit az k uplnému zastaveni fermentac¢niho procesu
a znehodnoceni vyroby. Pokud dojde k mechanickému
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poruseni koaguldtu pfi pH okolo izoelektrického bodu
kaseinu tzn. pri pH 4,60 - 4,65, bude finalni produkt fidky,
bude se uvoliiovat plazma a v chladu jiZz nedojde
k obnoveni konzistence. V tomto piipadé je nutné
okamZité realizovat vyménu kultury predepsanou sys-
témem rotace kultur a po béZné sanitaci zaradit navic cile-
nou desinfekci chlorovymi preparaty. Jestlize nedojde ke
zlepSeni prokysavani, je nezbytné nutné nechat surovinu
vySetfit na pritomnost bakteriofaga.

Metody zjisteni pritomnosti bakteriofdga

Existuje celd fada metod pro zjisténi pfitomnosti bakte-
riofaga v suroviné. Jejich vyuzitelnost v praxi je ddna
predevsim dostupnosti vybaveni. Metody vyuZivajici jako
kriterium kysaci aktivitu a indikatorové testy jsou
jednoduché a vyuzitelné v jakékoli mlékarenské laboratofi.
Nékteré metody, vyZadujici specidlni vybaveni, napf.
metody spektrofotometrické, impedanc¢ni, konduktomet-
rické, PCR apod., jsou vhodné pro specializovand praco-
visté. Zde je uveden vycet nékterych metod:

- metoda inhibice mlééného kysani je pfi Setfeni na
mlékarenskych zdvodech nejpouzivanéjs$i, metodou
zjistime nejen pfitomnost faga, ale mame moZnost
vybéru jiné fagorezistentni kultury bez dalsi Casové
prodlevy, tim se snizi ekonomické ztraty. Lze rozliSit
inhibici zpusobenou figem a pfitomnosti rezidui
inhibi¢nich latek (dale RIL). Metoda je pouZzitelnd také
pro stanoveni titru bakteriofaga.
indikatorovd metoda (orientacni metoda) detekuje
oslabeni bakteridlnich mlécnych kultur, ale neumoziiuje
rozliSeni pri¢in inhibice tj. inhibici zptisobenou bakte-
riofdgem nebo pfitomnosti RIL. Metoda také
neumoziuje vybér fagorezistentni kultury.
zjisténi pfitomnosti bakteriofaga elektronovym
mikroskopem umoziuje faga detekovat a navic rozliSit
jeho mozné morfologické variace, ale opét nelze otesto-
vat fagorezistenci kultur. Metoda se vyuziva pouze pro
vyzkumné ucely vzhledem k financni nékladnosti
zarizeni (Svensson a Christiansson, 1991)

PCR, snadnd metoda vyuZivand pro taxonomické
zarazeni mlékarenskych fagt (Dupont a kol., 2005; del
Rio a kol., 2007)

impedanc¢ni a konduktometrické metody zjistuji zménu
vodivosti resp. impedance, tyto parametry jsou
ovliviiovany mnoZstvim metabolitd produkovanych
burikou

V metodice je detailné popsan postup stanoveni metodou
inhibice mlééného kysani a indikatorovou metodou.

Rizikovd mista v mlékdrenské technologii

Je velice dulezité striktné dodrzovat oddélené
syrovatkové hospodarstvi a nezaménovat cisterny na mléko
a na syrovatku. U cisteren jsou rizikova mista vika a venti-
ly. Déle jsou to zasobni tanky, ohfivak mléka, michadlo na
vyrobniku, lisovaci vany-perfory, vypusti lisovacich van,
palety na syry, solné lazné, homogenizator, termizacni
zafizeni a fermentacni tanky.

Zavér

Metodika by méla slouzit mlékarenskym provozim
zaméfenym na vyrobu fermentovanych vyrobku, tvarohii
a syrt. Pouzitim chlorovych preparatd, po bézné sanitaci
louhem a kyselinou, a v pfipad€ provozu s tvrdou vodou
jesté zarazenim cyklu kyseliny citronové, je moZzné mini-
malizovat riziko bakteriofaga na technologicky tnosnou
mez. Titr bakteriofdga 107, je b&Zné zjisfovana hodnota, ve
vét§iné pripadli pfi dodrZeni technologickych parametrii
nedojde k problémiim ve vyrob&. Hodnota titru 10* se
povazuje za zvySenou a rizikovou, jiZz dochazi
k prodlouzeni technologického rezimu, coz je signal pro
provedeni napravnych opatfeni (cilend sanitace, rotace kul-
tur), aby se situace nezhorsila zvySujici se denzitou bakte-
riofdga. Pfi titru bakteriofdga 10° a vys3i se provozni zékys
nesrazi, vymeéna kultury je nezbytnd, vhodné je pouZiti kul-
tury k pfimému ockovani a opakovana cilend sanitace
chlorovymi preparaty.

Soucasti metodiky je vycet vytipovanych rizikovych mist
v technologii fermentovanych vyrobki, syri a tvarohd.
Ekonomické ztraty jsou dané mirou napadeni fagem (pro-
dlouzeni technologického procesu vyrobu nebo zastaveni
prokysani), ale lze fici, Ze se u stfedné velkych mlékaren
pohybuji fadové v 100 tis. K&, proto je dalezité vcasné
rozpoznani pri¢iny problému.

Metodika je k dispozici u autorii.
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