Bakterie kwasu mlekowego (Slajd 2)

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) stanowia réznorodng grupg mikroorganizméw zwigzanych z
ro$linami, migsem i nabiatem. LAB sg rowniez wazne w handlu, w przetworstwie migs, produkcji
napojow alkoholowych i warzyw. Sg one wykorzystywane w przemysle mleczarskim, do
wytworzenia takich produktow jak mleko, jogurty, maslanki i sery.

Interakcje bakteriofag - gospodarz (Slajd 3)

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) zawieraja rdzne grupy drobnoustrojow takich rodzajow jak
Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella, jak réwniez gatunki z
rodzajow o znaczeniu ,,przemystowym”, jak na przyktad Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Pediococcus i Leuconostoc. Rodzaj Lactococcus jest najlepiej scharakteryzowanym w przemysle
spozywczym mikroorganizmem nalezacym do LAB. Szczepy laktokokow sg w stanie namnazaé si¢ w
mleku i przeksztalcaja laktoze do kwasu mlekowego. Sg powszechnie stosowane w kulturach
startowych fermentacji do produkcji sera na skale przemystowa [1]. Pierwszy negatywny wplyw
bakteriofagdw na fermentacje mleka odnotowano w potowie lat 30-tych 20 wieku [2]. Niezaleznie od
przestrzegania sanitarnych zalecen, rotacji w szczepach startowych oraz statego wprowadzania nowych
szczepéw opornych na fagi, bakteriofagi pozostaja jednym z gltéwnych i ekonomicznie
najpowazniejszych zrodet niepowodzen procesu fermentacji prowadzonego przez szczepy LAB. Fagi
wywotuja liz¢ komoérek bakteryjnych, co skutkuje zatrzymaniem lub zwolnieniem procesu fermentaciji,
zmniejszeniem wytwarzania kwasu mlekowego i obnizeniem jakosci produktéw mlecznych, co w
konsekwencji powoduje powazne straty ekonomiczne [3].

Koszmary producentéw seréw (Slajd 4):

Przyktad nagranego w mikroskopie optycznym filmu, w ktorym klatka po klatce wizualizowany jest,
zachodzacy podczas procesu fermentacji, szkodliwy efekt bakteriofagéw. Zakazenie Lactococcus lactis
wirulentnymi fagami moze powodowac lizg i $mier¢ komorek juz w ciagu 1-ej godziny od infekcji.

Fagi LAB (Slajd 5)

Fagi laktokokdw sa obecnie sklasyfikowane w dziesigciu grupach w oparciu morfologie i podobienstwo
genetyczne. W przemysle mleczarskim najczesciej izolowane s trzy gtdéwne gatunki: 936, P335 1 C2.
Fagi 936 i C2 charakteryzuja si¢ cyklem litycznym, podczas gdy P335 moze namnaza¢ si¢ w cyklu
litycznym lub integrowa¢ z genomem gospodarza i powiela¢ si¢ razem z jego chromosomem.
Scenariusz ten okresla si¢ jako lizogeni¢ a fagi okresla jako fagi fagodne [4].

Mechanizmy opornosci na fagi (Slajd 6)

Bakterie kwasu mlekowego oraz inne bakterie rozwingly systemy obronne przeciwko bakteriofagom,
ktore pozwalaja im przetrwa¢ w srodowisku pelnym drapieznikéw (fagow). Systemy anty-fagowe
zostaly zorganizowane w grupy w zaleznos$ci od sposobu, w jaki dziataja. Niektore z tych systemow
obejmuja:

(i) Hamowanie przylaczania/adsorpcji fagow

(ii) Blokowanie wstrzykiwania fagowego DNA
(iii) Systemy restrykcji i modyfikacji

(iv) Systemy fagowej infekcji poronnej/abortywnej
Bakteriofagi w mleczarni (Slajd 7)

Wazne jest zidentyfikowanie potencjalnych zrodet zanieczyszczen fagami i ograniczenie ich
wprowadzenia do procesu fermentacji. Zrédta zanieczyszczen fagowych to:



Surowe mleko

Surowe mleko jest najbardziej prawdopodobnym zroédiem naturalnie wystepujacych fagéw litycznych
w mianach tak niskich jak 10!-10®° PFU ml-1 i stanowi ciagle zrodlo zanieczyszczenia zaktadow
mleczarskich [5,6]. Stezenie fagow w mleku surowym zalezy rowniez od warunkow prawidtowego
doju, przetadunku i przechowywania mleka przez dostawce (gospodarstwo rolne), transportu do
mleczarni oraz obstugi mleka w samej mleczarni. Wazne jest réwniez, aby pamietaé, ze
bior6znorodno$¢ fagdw zwiecksza si¢ przez zlewanie mleka pochodzacego z réznych gospodarstw, a
liczba ta moze by¢ nawet wyzsza w pdzniej przetworzonym mleku.

Koncentrat bialek serwatkowych

Biatka serwatki stosuje si¢ do standaryzacji mleka przed procesem fermentacji lub polepszenia smaku
i tekstury oraz wartosci odzywczej produktu koncowego. Koncentraty biatek serwatkowych moga by¢
zrodtami fagow opornych na wysoka temperaturg 1 mogg wptywacé na jakosé produktu koncowego
[7.,8].

Kultury poczatkowe/startowe

Sama kultura startowa moze by¢ zrodtem fagow, gdy szczepy bakteryjne sa lizogenne. Fagi tagodne
wbudowuja si¢ do chromosomu bakteryjnego, a ich genom replikuje razem z genomem gospodarza.
Profagi znajduja sie w wielu szczepach LAB [9,10] i mogg by¢ indukowane w trakcie produkcji z
postaci profaga do postaci litycznej poprzez wysoka temperature, sole, kwasowos¢, bakteriocyny,
glodowanie hodowli lub promieniowanie UV [11,12]. Hodowla seryjna fagow tagodnych w mleku
moze spowodowac ich zastapienie przez mutanta wirulentnego. Indukcja profagow ze szczepéw
starterowych posiadajacych wiele profagdéw moze potencjalnie wplywaé na fermentacj¢. Gloéwnym
zrodtem szczepow lizogennych sa niezdefiniowane kultury, z dwéch gtdéwnych powodow: i) nieznana
jest doktadna kompozycja szczepu startowego; ii) eliminacja szczepdw lizogennych z
niezdefiniowanej kultury jest bardzo trudna.

Wyposazenie/powietrze

Fagi sa powszechnie obecne na powierzchniach roboczych i1 zazwyczaj potrzebuja obecnosci
bakteryjnych gospodarzy. Z tego powodu sa zwykle spotykane w miejscach, w ktorych warunki
rozwoju LAB sa korzystne, takie jak zawory, szczeliny, konce linii produkcyjnych (miejsca trudne do
czyszczenia i dezynfekcji). Przemystowe przetwarzanie mleka surowego i serwatki w otwartych
beczkach moze prowadzi¢ do rozprzestrzeniania si¢ fagow w powietrzu. Fagi lityczne moga krazy¢ w
powietrzu rowniez z dala od ich Zrodta ze wzglgdu na zdolno$¢ wigzania si¢ z matymi czastkami (<2,1

um) [13].
Strategia kontroli rozprzestrzeniania fagéw

Czyszczenie i dezynfekcja

Podstawowe czynno$ci czyszczenia i dezynfekcji sa istotng cze$cig procesu przetwarzania mleka.
Procedury dezynfekcji w miejscu pracy sa zwykle stosowane na liniach produkcyjnych mleka [14]. W
procesach czyszczenia mozna wyeliminowa¢ 90% lub wigcej mikroorganizméw zwigzanych z
powierzchnig, niestety nie mozna ich wyeliminowac catkowicie. Obecnos¢ LAB wsrdd nieusunigtych
drobnoustrojow zwigksza prawdopodobienstwo zanieczyszczenia bakteriofagami.

Projektowanie systemu rotacji kultur startowych w oparciu o kontrole zanieczyszczen fagowych

Kultury poczatkowe sg kluczowym czynnikiem wptywajacym na réznorodno$¢ populacji fagow w
mleczarni. Zastosowanie nieokreslonych wielogatunkowych i wieloszczepowych kultur startowych
byto gléwna strategia pokonania problemow produkcyjnych zwigzanych z fagami w wielu fabrykach
w przesztosci. Strategia rotacji okreslonych hodowli wymaga wyboru szczepdw bakteryjnych



opornych na szeroka game fagow, ktore moglyby zastapi¢ szczepy zainfekowane bakteriofagi.
Ponadto ciagta rotacja szczepdw podczas proceséw fermentacji ma wpltyw na koewolucj¢ fagow, co
okazato si¢ zwigksza¢ ich r6znorodnos¢ oraz liczebnos¢ w srodowisku mleczarni [15]. System
rotacyjny wymaga takze ciggtego doboru szczepow starterowych o specyficznych whasciwosciach
fermentacyjnych. Alternatywa jest zastosowanie jedynego, wysoce wyspecjalizowanego szczepu
opornego na fagi i jego wariantow zawierajacych plazmidy opornosci na fagi uzyskane z naturalnie
opornych szczepow.

Organizacja produkcji

Waznym elementem redukujacym rozprzestrzenianie si¢ fagéw w mleczarni jest organizacja
produkcji. Kontrola ryzyka wystgpienia fagow w mleczarniach polega na opracowaniu i wdrozeniu
roéznych procedur, takich jak techniki aseptyczne, zamkniete kadzie, media hamujace fagi i
wprowadzenie obrobki cieplnej medidw startowych.

Uwagi koncowe

Bakteriofagi stanowig state zagrozenie i powoduja powazne straty w przemysle mleczarskim. W
wyniku tego mikrobiolodzy prébowali przez prawie 80 lat wyeliminowa¢ lub, co najmniej,
kontrolowa¢ bakteriofagi, ktore zaburzaja produkcje fermentowanych produktow mlecznych. Fagi
szybko rozprzestrzeniajg si¢ w srodowisku mleczarni i sg trudne do wyeliminowania. Dlatego wazne
jest, aby zrozumiec¢ relacje fag - gospodarz w nadziei na znalezienie trwatych rozwigzan biezacego
problemu napotykanego w przemysle mleczarskim.
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