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Abstrakt

Virulentni bakteriofagy stale predstavuji vaZznou hrozbu
pro pramyslové fermentace mléka, a to i pfi casté dezin-
fekci a sterilizaci vSech zafizeni v mlékarenskych
provozech. Proto je spolehlivi metoda monitorovani pii-
tomnosti bakteriofagt, ale zejména jejich kvantifikace, nut-
nou soucasti boje proti virové infekci. Tato prace popisuje
kvantifikaci laktokokového bakteriofaga 936 pomoci poly-
merazové fetézové reakce (qPCR) a aplikaci tohoto
postupu na vzorky provoznich zékysu a syrovatek. Metoda
je zalozena na amplifikaci a fluorescen¢ni detekci narastu
poctu kopii tseku genu pro hlavni strukturalni protein faga
936 a je tudiZ nezavisla na kultivaci bakteriofaga. Metoda
gPCR je rychla, citlivd, umoZziuje kvantifikaci bakteriofaga
936 v malych objemech primyslovych vzorkd a v kteréko-
liv fazi fermentacniho procesu.

Klicova slova: bakteriofag; infekce; kvantifikace; gPCR;
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Abstract

Virulent bacteriophages are still a serious threat to
industrial fermentation of milk even with frequent
disinfection and sterilization of dairy plants. Therefore,
a reliable method for monitoring the presence of bacterio-
phages, but especially their quantification, is a necessary
part of the fight against viral infection. This paper
describes the procedure for the quantification of lacto-
coccal bacteriophage 936 by polymerase chain reaction
(qPCR) and application of this method to samples of bulks
and whey. The method described herein is based on the
amplification and fluorescence detection of the number of
copies of the gene segment for the major structural protein
of phage 936 and is therefore independent of bacterio-
phage cultivation. This method of qPCR is fast, sensitive,
allows the quantification of bacteriophage 936 in small
volumes of industrial samples and at any stage of the fer-
mentation process.

Key words: bacteriophage; infection; quantification;
qPCR; Lactococcus

Uvod

Mlékarensky prumysl vyuziva bakterialni kultury rodu
Lactococcus jako zakladni kultury pri vyrobé ruznych
fermentovanych mlécnych vyrobkid a zejména syri. Tyto
bakterie dodavaji produktim texturni, organoleptické
a konzervacni vlastnosti, které mohou vyloucit i rlst
nékterych patogenti, av§ak mohou byt nachylné k napadeni
viry. Tyto viry, zvané bakteriofagy, jsou nukleoproteinové
castice, které nesou genetickou informaci, ale nemaji enzy-
mové vybaveni pro zajisténi zakladnich Zivotnich funkei.
Jsou vsak schopny infikovat vhodnou hostitelskou buriku
a vyuzit jeji enzymaticky systém pro svou replikaci
(Silhdnkova, 1995). Po vniknuti genetické informace bak-
teriofaga do hostitele mize nastat bud varianta lysogenni
nebo lyticka. Pfi lysogennim cyklu se DNA bakteriofaga
zacleni do bakteridlniho chromozému jako tzv. profag, rep-
likuje se soucasné s bunécnou DNA, geneticky materidl
bakteriofaga se tedy prenadsi do dcefinych bunék, avSak
nedochazi k lyze hostitelskych bunék. Druhou variantu
predstavuje cyklus lyticky, kdy po vniknuti bakteriofdga do
hostitele dochézi uvnitt buiiky ke vzniku virovych kompo-
nent, ty se kompletuji a vznika velky pocet bakteriofagu,
které zpusobi lyzu buiiky. Ze zlyzované buiky se pak bak-
teriofagy uvoliuji, napadaji dalsi buniky a stavaji se
infekénimi. Bakteriofagy, které infikuji kmeny mléénych
bakterii, zpomaluji fermentaci, negativné ovliviiuji kvalitu,
bezpecnost a hodnotu fermentovanych produkti a mohou
zpusobit az tplnou ztratu fermentacni kapacity. To nasled-
né mize vést k vyznamnym hospodarskym ztratdm
(Mahony a kol., 2012). Nékteré odhady predpokladaji, Ze
virulentni fagy jsou pfimo zodpovédné za nejvétsi eko-
nomické ztraty v mlékarenskych provozech, protoze nega-
tivné ovliviuji az 10% veskeré fermentace mléka (Emond
a Moineau, 2007). Studiu téchto bakteriofdgi se proto
vénuje mimotradna pozornost a vyrazny pokrok v moleku-
larné biologickych metodach v poslednich letech postupné
odhaluje diverzitu a genetické procesy zivotnich cykla bak-
teriofagli a umoznuje pochopeni interakci mezi bakteriofa-
gy a hostitelem (Kleppen a kol., 2011; Fliegerova a kol.,
2017). Metody molekuldrni biologie se také uplatiiuji jako
diagnostické néstroje a umoZnuji rychlou a spolehlivou
detekci bakteriofagl (del Rio a kol., 2007). Nékolik studii
ukazalo, Ze bakteriofagy skupiny 936 (fad Caudovirales,
¢eled Siphoviridae) jsou nejvice endemické a problema-
tické skupiny laktokokovych bakteriofagii ve fermen-
tacnich zafizenich (Mahony a kol., 2012; Murphy a kol.,
2016). Detekce pritomnosti bakteriofaga 936 v mlékéren-
skych a syrafskych provozech vSak jest¢ neznamend, Ze
bude negativné ovlivnén vlastni fermentacni proces.
K problémim dochazi az v pfipadé, Ze nastane lyticky cyk-
lus a bakteriofag se zacne mnoZit. Pro indikaci tohoto pro-
cesu pak nestaci pouhd detekce bakteriofaga 936, ale musi
se provést jeho kvantifikace.

Klasické mikrobiologické metody pouZivané k testovani
pritomnosti bakteriofagli, kterymi jsou hlavné plakové
testy a testy turbidity (Atamer a kol., 2009), jsou zaloZeny
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na inhibi¢nim ucinku bakteriofagli na rast hostitelského
kmene. Ackoli jsou tyto metody detekce ekonomicky
dostupné, maji fadu nevyhod, zejména dlouhou dobu zpra-
covani, problémy souvisejici se specificitou bakteriofagt
a riziko faleSné negativnich/pozitivnich vysledkd. Tyto
metody mohou byt nahrazeny rychlejsi a presnéjSi metodou
genetickou, jako je polymerazova fetézova reakce (PCR).
Jedna se o specifickou a citlivou technologii pouzivanou
k detekci, identifikaci (tradi¢ni PCR) a také kvantifikaci
(kvantitativni PCR) mnozstvi bakteriofigové DNA ve
vzorcich z mlékarenskych provozi. PCR detekce bakte-
riofaga 936 je dobre zavedenou metodou (del Rio a kol.
2007), avSak postup umoziiujici jeho kvantifikaci je
metodou novou, kterd si rychle nachdzi uplatnéni v labora-
tofich mlééného primyslu. V této praci jsme se zaméfili na
kvantifikaci bakteriofdga 936 ve vzorcich odebranych
z provozu, kde se potykali se zpomalenou fermentaci, pfi-
¢emz jsme aplikovali pravé tuto moderni molekuldrné bio-
logickou metodu zvanou real time PCR nebo téZ gPCR.

Material a metody

Testované vzorky

Vzorky syrovitek a provoznich zakyst byly odebrany
v mlékarenském provozu, zamrazeny pii teploté -20 °C
a ve zmraZeném stavu transportovany do Ustavu Zivocisné
fyziologie a genetiky. Seznam vzorku je uveden v tabulce
¢. 1. Jako kontrolni kmeny byly pouzity Lactobacillus
helveticus CCDM 66, Lactococcus lactis CCDM 731
a Lactococcus lactis CCDM 416 (Laktoflora®, MILCOM

a.s., CR).

Izolace DNA a PCR primery

Ze vzorkl odebranych z mlékéarny a z kontrolnich ¢istych
bakteridlnich kmenti byla izolovana genomickda DNA
pomoci komer¢niho setu DNeasy UltraClean Microbial Kit
(Qiagen, Némecko) podle instrukei vyrobce. Koncentrace
DNA byla métena na piistroji NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific). Pro amplifikaci a kvantifikaci bakteriofaga byly
pouZzity primery 936A - 936B o sekvenci

5’-ATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAAGCGG-3’
a 5’-GTTGCTTCTGCTGTTGGTGTCAAATGAGGA-3’,

které amplifikuji fragment genu pro hlavni strukturdlni
protein (major structural protein) msp bakteriofdga 936
(del Rio a kol., 2007).

PCR kvantifikace

Pro kvantifikaci faga 936 byl pouzit pfistroj Mx3005P
(Stratagene, USA), reakéni smés qPCR 2x SYBR Master
mix (Top-Bio, CR) a vyse

94 °C (45 s), nasedani primert (annealing) pri 58 °C
(1 min) a syntéza DNA pfi 72 °C (1 min). Na konci syntézy
DNA byla v kaZzdém cyklu zmétena fluorescence barviv
SYBR Green. Poslednim krokem byla prodlouZena poly-
merazova reakce pfi 72°C (5 min). Srovnani rychlosti
gPCR reakce (vyjadfené parametrem C; "treshold cycle")
neznamého vzorku a standardu (odecet z kalibra¢ni kiivky)
umoznilo stanoveni mnozstvi bakteriofaga 936 v testo-
vaném vzorku. Pro qPCR byl pouzit vzdy 1 pul DNA
a vSechny vzorky byly méfeny v triplikatech.

Kalibracni krivka

Pro sestrojeni standardni kalibracni kfivky byl pouzit
ptimo bakteriofag 936 (DSM 10 567, izolat PO0S). Pro jeho
namnozeni byl pouZit kmen Lactococcus lactis subsp. lac-
tis DSM 4366. PomnoZeni a izolace probehla dle protokolu
némecké sbirky mikroorganismit DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).
Kalibrac¢ni kfivka byla méfena v triplikatech s pouZitim
vySe uvedenych primerd a metod a sériové naredéného
bakteriofaga 936.

Vysledky

Sestrojeni kalibracni krivky

Ze znamé DNA koncentrace bakteriofaga, ktera Cinila
90,6 ng/ul, a zndmého poctu bazi cileného genu, ktery Cini
179 pb (viz obr. 1), byl vypocitan pocet kopii v nefedéném
standardu podle nésledujiciho vzorce:

X ng . 6,0221 . 10® molekul/mol
N.660 g/mol.1.10°ng/g

Pocet kopii =

kde X je mnozstvi amplikonu (ng), N je délka DNA
amplikonu a hodnota 660 g/mol predstavuje primérnou
hmotnost jedné baze dvouretézcové DNA. S pouzitim toho-
to vzorce bylo spocitino, Ze nefedény standard obsahuje
4,71 . 10" kopii genu msp bakteriofdga 936. Standardni
kiivka vznikla sériovym natfedénim bakteriofagové DNA
v rozmezi 10" az 10°. Pro kaZdé fedéni byla provedena
gPCR a hodnoty Cr (treshhold cycle) byly vyneseny proti
poctu kopii genu msp. Smérnice (sklon) kiivky méla pro
primery 936A-B hodnotu -3,143. Uspé&snost amplifikace
byla v testovaném rozsahu fedéni 108 %. Koeficient deter-
minace (R2) mél hodnotu 0,995, coz ukazuje na velmi
maly rozptyl bodu kalibracni pfimky, jak je ukdzédno na
obr. 2. Kalibra¢ni kfivku naméfenou v této metodice lze
prostfednictvim rovnice kalibracni pfimky, ktera ma
v tomto pfipadé tvar Y = -3,143. LOG(X) + 35,62, kde X
predstavuje naméfené hodnoty CT, pfimo vyuZit pro kvan-

uvedené primery v celkovém
reakénim objemu 20 pl.
Teplotni reZzim reakce byl
nasledujici: pocatecni dena-

TCAATGGAAGACCAAGCGGAGACTAACAGCTATCCAGCTGATGACGTGCCAGA
CCATGGAGTGAAAAAAGGTGCTACCTTACTTCAAGGCGAAATGGTATTCATTCAA
ACAGACCAAGCACTTAAAGAGGATATGCTAGGGCAACAAAGAACAGAAAATGGC
TTGGGTTGGTCTCCTAC

turace pfi 94 °C (5 min),
35 cykld denaturace pfi

Obr. 1 Sekvence useku genu msp bakteriofaga 936 pouZita pro sestrojeni kalibracni kfivky
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SYBR Standards RSq 0.995
SYBR Y=-3.143*LOG(X)+35.62
Eff=108.0%

Ct (dR)

—— —— ——
Initial Quantity (copies)

metodou PCR detegovan viditelny
signdl pro bakteriofaga 936. Jako pozi-
tivni kontrola byl do experimentu
zatazen kmen Lactococcus lactis
CCDM 416, u kterého byl tradi¢ni
metodou PCR detegovan pozitivni
signal pro bakteriofaga 936, avSak
kmen vykazoval normélni fermentacni
aktivitu, bakteriofag 936 tedy byl ve
formé profaga. Vysledky ukazuji
vyznamné rozdily pro tyto dva kmeny,
_ : které dokladuji citlivost metody. Na
150 Gioe jejich zakladé muze byt jako limitni
pocet kopii bakteriofaga 936 ve vzorku,

Obr. 2 Kalibracni kfivka pro kvantifikaci bakteriofdga 936 namérena na pfistroji

Mx3005P

tifikaci bakteriofdga 936, aniZ by bylo nutno znovu pro-
vadét qPCR s bakteriofagem 936.

Kvantifikace bakteriofdga 936 ve vzorcich

Vysledky kvantifikace bakteriofiga metodou qPCR ve
vzorcich syrovatky a provoznich zakyst jsou uvedeny
v tabulce 1, ktera uvadi pocet kopii bakteriofaga 936 dete-
govaného v 1 ul roztoku DNA vzorku a také hodnotu pfe-
pocitanou na 1 ng DNA, nebot kvantifikace bakteriofaga
zavisi na koncentraci DNA ve vzorku, potazmo tedy na
koncentraci hostitelskych bakterii ve vzorku. Jako nega-
tivni kontrolni vzorek byl pouZzit kmen Lactobacillus hel-
veticus CCDM 66, nebot tento druh neni hostitelem pro
bakteriofdga 936, a méfeni vykazuje velmi nizké hodnoty,
které se pti vztazeni na 1 ng DNA dostavaji do zapornych
hodnot. Dals§i negativni kontrolu pfedstavoval kmen
Lactococcus lactis CCDM 731, u kterého nebyl tradi¢ni

Tab. 1 Kvantifikace bakteriofaga metodou qPCR ve vzorcich syrovatky

a provoznich zakyst

Popis Koncentrace Pocet kopii faga
vzorku
Lh 66 | Lactobacillus helveticus 173,5 8,35.10'
LI 731 | Lactococcus lactis 66,8 2,1.10°
LI 416 | Lactococcus lactis 85 3,65.10°
2/2 | Sladkd syrovétka - vyrobnik 2,1 6,89.102
3/2 | Provozni zakys 2,6 3,01.10°
4/2 | Smésnd sladkd syrovatka 0,4 7,40.10°
- tank
11/2 | Kyseld syrovatka 3 4,27.10°
15 Sladka syrovatka - vyrobnik 2,61 3,34.10°
15/1 | Pasterovana sladka syrovatka 1,8 7,59.107
15/2 | Pasterovand sladkd syrovdtka 1 1,54.10°
16 Provozni zakys 43 1,02.10
16/1 | Provozni zakys 0,8 8,95.10°
17 Smésna sladkd syrovétka 7 9,46.10°
- tank
17/1 | Smésnd sladkd syrovatka 0,6 1,41.10°
- tank
20/1 | Pasterovand sladkd syrovatka 0,7 2,87.10°
22 | Provozni zakys 0,6 3,79.10°

DNA [ng/ul] 936/l DNA vzorku 936/ng DNA vzorku

ktery neovlivni negativné fermentaci,
stanoven na hodnotu 10° kopii faga/ul
DNA vzorku. Tato hodnota upozoriiuje
na pfitomnost bakteriofaga, avSak neindikuje jeho
infek¢énost. Hodnoty nad timto limitem pak lze povazovat
za indikaci infekcnosti bakteriofdga. Takové hodnoty byly
naméfeny pouze u dvou vzorkldl provoznich zakyst (viz
tab. 1) a indikuji, Ze fermentacni proces mize byt zpoma-
len v duisledku bakteriofdgové infekce. Pokud hodnoty
vztdhneme na koncentraci DNA, pak se limitni mnozstvi
bakteriofdga, které neovlivni fermentaci, snizi na 10* kopii
faga/ng DNA vzorku, a tyto hodnoty byly naméfeny
u sedmi testovanych vzorkd.

Diskuze

I pres fadu opatfeni, kterd provadi kazdy vyrobni provoz,
jako je rotace kultur, sanitarni strategie a pouZiti kment
mléénych bakterii rezistentnich na bakteriofagy, je konta-
minace bakteriofigem béhem vyroby produktt stale hlavni
pricinou netdspéSnych nebo zpozdé-
nych fermentaci. Pretrvavani tohoto
problému je dano tim, Ze mléko
a syrovatka jsou stilymi rezervoary
pro kontaminaci bakteriofagy, a to

Pocet kopii faga

4.81.10° zejména v pripade nesterilnich fermen-
3,14.10' tacnich substrati a lysogennich starto-
4,3.10* vacich kultur (Emond a Moineau,
3,28.102 2007). Navic se bakteriofagy vyvijeji
7,73.10° a v dusledku mutaci a rekombinaci se
1,85.10¢ objevuji nové varianty, které jsou rezis-
tentni vici virovému obrannému systé-
142.10° mu hostitelskych bakterii mlééného
1‘28'102 kvaseni (Coffey a Ross, 2002). V¢asna
4,22.10 kvantifikace bakteriofaga 936 metodou
1253‘;1123 qPOCR ve fermentovan}'/cp vyrobcich
1’12.106 muze byt velkym ekonomickym piino-
1’ 35.10° sem. V budoucnu by méla byt zacleng-
' na do rutiny mlékarenského pramyslu
235108 k monitorovani bakteriofagl a zahrnu-
ta do preventivni strategie kontroly
410.10° kontaminace.
3,32.107
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Zaver

Virulentni laktokokovy bakteriofag 936 predstavuje
vazny problém mlékarenského primyslu a vyrobci vedou
neustaly boj proti tomuto viru, aby jej udrZeli pod kon-
trolou. Kvantifikace tohoto bakteriofdga postupy moleku-
larni biologie miZe byt velmi uc¢innou soucasti prevence,
nebot nabizi rychlou a citlivou metodu kvantifikace
nezéavislou na kultivaci viru. Kvantitativni PCR (qPCR) je
technologii zaloZenou na tradi¢ni PCR, avSak vykazuje

vvvvv

kvantifikace poctu kopii cilové DNA, v tomto pripadé bak-
teriofaga v mléénych produktech. Navic gPCR shromaz-
duje data v redlném Case v celém rozsahu reakce a nikoliv
jen v koncovém bodé jako konvencni PCR. Tato metoda
proto muze byt vyraznym pomocnikem pro véasnou iden-
tifikaci moZnych problému ve fermentacnich provozech.
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VYVOJ SOFTWAROVEHO
NASTROJE (PMCIS) PRO PREDIKCI
MLECNYCH SLOZEK POMOCI
SPEKTRALNICH DAT IMPEDANCE
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2 \lyzkumny Ustav mlékérensky s.r.o., Praha

Development of the software tool
for prediction of milk components
by impedance spectral data (PMCIS)

Abstrakt

Meéfteni impedancniho spektra (pfipadné spektra posunu
faze stfidavého proudu) je Siroce pouzivanou metodou pro
predikci fyzikdlné-chemickych parametri vzorkd Zivo-
¢iSného ptvodu. Tato prace predstavuje software PMCIS
(Prediction of Milk Components by Impedance Spectral
Data), ktery obsahuje souhrn predikénich modeld pro fadu
parametrii sloZeni mlécnych vzorki na zakladé impe-
dan¢niho spektra a spektra posunu faze. Modely byly
vytvoreny s pouzitim PLS kalibraci a mohou byt integro-
vany do méficich feSeni. NejlepSich vysledki bylo
dosazeno pro predikci poctu somatickych bun€k, obsahu
bilkovin a laktézy. Aplikace SW s vhodnym méficim
zafizenim predstavuje vhodné screeningové feSeni pro
predikci mlécnych slozek.

Klicova slova: vzorek mléka, tuk, bilkoviny, lakt6za,
pocet somatickych bun¢k, impedancni spektroskopie

Abstract

Impedance and phase shift measurement represent videly
used methods for prediction of physical and chemical pro-
perties of biological samples. PMCIS (Prediction of Milk
Components by Impedance Spectral Data) software incor-
porates prediction models for milk components parameters
based on impedance and phase shift spectra. Models are
created by using PLS calibration and they can be incorpo-
rated into different technology based measuring devices.
The best results have been obtained for somatic cell count,
protein and lactose content in the milk samples. SW appli-
cation together with corresponding technology could be used
as screening solution for prediction of milk components.

Keywords: milk sample, fat, protein, lactose, somatic
cell count, impedance spectroscopy

Uvod

Meéfeni impedance (bioimpedance) je metoda Siroce
pouzivana pro charakterizaci vzorkd zivocisného ptvodu
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