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Розроблено рот аційну ант иф агову сист ему S. therm ophilus д ля  виробницт ва  
ряж анки. Проведено скрин інг ш т ам ів S. therm ophilus за  маркером фагорезистент- 
ност і до в ір улен т н и х  фагів, вид ілених  за пром ислових умов. Дослідж ено лізиген- 
н и х  ст ан бакт ерій з використ анням  т ехн іки  ін д укц ії хлороформом. Відібрано та 
запропоновано залучат и  до складу закваш увальних  ком позицій  д ля  ряж анки у ро­
т ац іях фагост ійкі ш т ам и Streptococcus therm ophilus, я к і не м іст ят ь індуцибель- 
н и х  профагів.
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З а  останні роки в ітчизняна молочна промисловість зіткн улася зі зростанням 
фагової проблеми, пов’язаної з ураж енням  бактерій  виду Streptococcus therm ophilus. 
Р ідкість антифагових бар’єрів, я к  плазмідного так  і хромосомного розташ ування, 
роби ть  с к л а д н іш и м  за в д а н н я  р озроб ки  с т р а т е г ій  д л я  ф агового  ко н тр о л ю  у
S. therm ophilus. Загалом фаговий контроль полягає у застосуванні р ізних п рактич­
них засобів: удосконаленні санітарних умов (окремі прим іщ ення, адекватна венти­
л я ц ія  і т .д .), розробці спеціальних середовищ для культивування закваски  (наприк­
лад, з агентами котролю фагів), використанні фагорезистентних культур тощо. М ож­
ливою  ал ь тер н ати в о ю  є п е р е н ес ен н я  ан ти ф аго в и х  м ех ан ізм ів  L a c to c o cc u s  у 
S. therm ophilus. Т ак, нещодавно було продемонстровано експресію  R /M  системи 
Lactococcus у S. therm ophilus. Ц я  генетична м одиф ікація надає сильної резистент­
ності проти двох основних груп ф агів, я к і атакую ть S. therm ophilus. Щ е одним мето­
дом контролю бактеріофагів може бути зам іна ш тамів S. therm ophilus  у закваш у- 
вальній  композиції інш им и молочнокислими бактеріям и. Так, ш тами Pediococcus, 
генетично модифіковані для ферментації лактози , були запропоновані для зам іни 
S. therm ophilus  (Патент США № 5677166) [4].

Розроблено антифагову стратегію , що базується на ротації ізогенних ш тамів. 
Вони створю ю ться ш ляхом  внесення р ізних антиф агових систем (як і кодую ться 
плазмідами) у ті ж  вихідні ш тами [5]. П рисутня різноманітність антифагових бар’єрів 
серед ізогенних ш тамів має, теоретично, л ім ітувати  небезпеку появи нових фагів, 
обмежити різном анітність фагової популяц ії на виробництві, чим забезпечить пост­
ійну як ість  продукту. Отже, ротаційні схеми, базовані на чергуванні механізмів фа- 
гостійкості в м еж ах одного хазя їн а  — щ е одна концепція, як у  м ож на застосувати до 
програм селекції комерційних стартових культур.

Одним із пош иреніш их способів, я к і використовую ть для обмеження фагово­
го розвитку на виробництві, є ротації закваш увальних ш тамів на основі їх  фаговидо- 
вої чутливості [3]. Труднощі ідентиф ікац ії істинних ф агостійких ш там ів, поряд з 
нерівномірною ферментацією  через варіативність цих ш тамів є проблемами, що асо­
ц ійовані з ротаційними програмами. В икористання великої к ількості ш тамів також  
опосередковує виникнення гетерологічної фагової популяції.
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О скільки багато фагів S. therm ophilus  має обмежене коло х азя їв , традиційні 
ротаційні системи заквасок та створення ф агостійких м утантних ш тамів (коли це 
можливо) — є методами, що ш ироко використовую ться у біотехнологіях молочної 
промисловості.

Метою роботи було розробити ротаційну антифагову систему S. therm ophilus  
для виробництва ряж ан ки .

М атеріали і методи: Виділення з природних джерел та титрування фагів прово­
дили на твердому поживному середовищі — агаризованому гідролізованому молоці, 
використовуючи техніку двох ш арів [2]. Проби обробляли хлороформом та центрифу­
гували для вилучення б ілка та присутньої мікрофлори. Реєстрували наявність чи 
відсутність зон лізису тест-культури — так  званих негативних колоній (НК). Визна­
чення титру фагів проводили за кількістю  негативних колоній у см3 та вираж али у 
бляшкоутворю вальних одиницях БУО /см3. Стійкість культур до бактеріофагів визна­
чали ш ляхом нанесення лізатів бактеріофагів на чаш ку П етрі з твердим поживним 
середовищем на основі гідролізованого молока та досліджуваною культурою в лога­
рифмічній фазі росту. Ч утливими вваж али ті ш тами, на газонах як и х  у м ісцях нане­
сення фаголізату спостерігали наявність зони лізису. Дослідж ення бактерій на лізо- 
генність — ш ляхом  обробки хлороформом (1:10) упродовж 30 хв. Оброблені клітини 
витримували у термостаті за 37 °С упродовж 1,5 год, потім вилучали бактеріальні 
клітини  центрифугуванням і досліджували центрифугат на наявність фагів.

Результати та їх  обговорення. Було про­
аналізовано 20 ш тамів молочнокислих бактерій 
S. therm ophilus з колекц ії відділу біотехнології 
Т ехнологічного ін сти туту  м олока та  м ’яса  
НААН за фагостійкістю. Д ля визначення фа- 
гочутливості культур в роботі використовува­
ли 34 фагові ізоляти, з колекції промислових 
вірулентних фагів ТІММ.

Л ітичну активн ість фагів було п ідтвер­
джено на індикаторних культурах, на бакте­
ріальному газоні тест-культури у м ісці нане­
сення ф аголізату  утворю вались характерн і 
зони лізису, приклад (рис. 1). Титр фагів на 
відповідній тест-культурі становив не менше 
107 БУ О /см 3.

З а  результатами досліджень обрахову­
вали  індекс ф агочутливості культур , як и й  
відповідав частці бактеріофагів, я к і лізую ть 
даний ш там.

Встановлено, що досліджувані ш тами S. therm ophilus характеризувались різним 
ступенем фагочутливості.

Я к показано у табл. 1, стійким и до фагів були 45 % від загальної к ількості 
проаналізованих культур.

Таблиця 1. Відбір фагостійких промислових штамів S. thermophilus

Група Фаги вірулентні, шт. Штами, % від заг. Індекс фагочутливості, %

I — 45 —
II 1 35 2,9

III 4 15 11,8

IV 6 5 17,6

Рис. 1. Зона лізису S. therm ophilus 
під впливом фага fO1 «метод 

збігаючої краплі»
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Необхідно зауваж ити, що використання у виробництві ш тамів, я к і мають індекс 
фагочутливості більше 10 % , є недоцільним. Такі ш тами здатні підтримувати репро­
дукцію  великої к ількості фагів і, таким  чином, сприятимуть інф ікуванню  виробниц­
тва різними бактеріофагами. Вірогідність лізису цих ш тамів досить висока, оскільки 
вони є чутливими до значної кількості фагів. Крім  того, всі ш тами з високим індек­
сом фагочутливості подібні м іж  собою за фаготипом. Тому закваш увальна культура, 
я к а  буде складатись із таких ш тамів, може бути лізована навіть одним бактеріофагом.

О тримані дані дозволили відібрати ф агостійкі ш там и S. therm ophilus. Д ля 
п ідтвердж ення цих результатів було проведено серію експериментів. В ідібрані ш та­
ми S. therm ophilus  інф ікували  видоспецифічними вірулентним и фагами, що харак ­
теризувались високою інф екційністю . Д ослідж ували динам іку росту ш тамів у зне­
жиреному стерильному молоці з та без додавання фага. Контролем росту фагів слу­
гували ф агочутливі тест-культури S. therm ophilus.

Встановлено, що упродовж культивування інф ікованої тест-культури вміст 
гомологічного до неї фага поступово збільш увався і на 6 год його титр становив 
м аксим альне значення — (8 ,6 ± 0 ,5 )1 0 8 БУ О / см3 (приклад, рис. 2).

П очинаю чи з 2,5-ої години ріст кл ітин  припинявся і на 4 год п ісля  інф ікуван­
н я  відбувався масований лізис кл ітин  фагочутливої культури. Таким чином було 
підтвердж ено високу ступінь інф екційності відібраних до колекц ії фагів.

Дослідження динаміки росту фагостійких штамів S. thermophilus (попередньо 
відібраних за фагостійкістю методом «збігаючої» краплі) показало, що навіть за умови 
враж ення тим чи інш им фагом вони розвивались поступово за класичними законами 
росту у періодичній культурі — тобто були дійсно фагорезистентними (див. рис. 2).

Другим етапом відбору ш тамів для ротації є встановлення лізогенного стану 
бактерій, оскільки  так і культури є потенційно небезпечними для застосування у 
біотехнологіях кисломолочних продуктів. Відомо, що хлороформ руйнує оболонки 
кл іти н , це в свою чергу сприяє вивільненню  профагів. Тому наявн ість лізогенного 
стану лактобактерій  дослідж ували, застосовуючи техн іку  індукц ії хлороформом.

Встановлено, що 16 % від загальної к ількості проаналізованих ш тамів за такої 
обробки вивільняли  профаги (табл. 2).

Аналогічні результати отримано інш ими науковцями [1], лізогенний стан було 
встановлено у 20 % досліджених штамів лактобактерій після обробки їх  хлороформом.
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Рис. 2. Динаміка вмісту фагостійкої, фагочутливої (тест-культури) культури, фага 
1 — досліджувана культура; 2 — тест-культура; 3 — титр фага на тест-культурі
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В иявлення лізогенних бактерій  має дуж е важ ливе значення. Якщ о до складу 
комплексної закваш увальної культури входить лізогенний ш там, то ймовірність того, 
що вивільнені ним профаги будуть інф ікувати  той чи інш ий чутливий до них ш там 
закваски  є дуж е високою. У результаті буде порушено співвіднош ення м іж  компо­
нентами закваски , або взагалі втрачено якусь чутливу культуру, і, я к  наслідок, фер­
м ентаційний процес буде мати неконтрольований характер. Тому так і лізогенні ш та­
ми лактобактерій  рекомендовано вилучати з ротаційних програм. Крім  того нами 
встановлено, що нелізогенні культури не завж ди є стійким и до фагів (див. табл. 2).

Таблиця 2. Відбір промислових штамів S. therm ophilus  за лізогенністю 
та спектром фагостійкості

№
штаму

Лізоген-
ний

статус*

Стійкість до бактеріофагу**

4Ф 5Ф 6Ф 7Ф 8Ф 9Ф 12Ф 16Ф

2177 нл + + + + + - + +
2103 нл + + + + + - + +
2163 нл + + + - - - - нд
2171 нл + + + + + - + +
2138 нл + + + + + + + +
2170 л + + + - - - - нд
2164 нл + + + - - - - нд
2100 л - нд - нд - - нд нд
2102 л - нд - нд - - - -
2196 нл + + + + + - + +
2168 нл + + + + + + + +
2169 нл + + + + + - + +
2161 нл + + + + + - + +
381 нл + + + + + + + +

2120 нл + + + + + + + +
2178 нл + + + + + + + +
2193 нл + + + + + + + +
2192 нл + + + + + + + +
2184 нл + + + + + - + +
2185 нл + + + + + + + +

П р и м і т к и .  * нл- нелізогенна культура; л- лізогенна культура; ** + — фагостійка куль­
тура, — чутлива до бактеріофага.

В исновки . Розроблено ротаційну антифагову систему S. therm ophilus  для ви ­
робництва ряж ан к и , я к а  передбачає:

-  скринінг ш тамів S. therm ophilus  за м аркерами фагорезистентності до в іру­
лентних ф агів, виділених за промислових умов. В икористання у складі закваш у- 
вальних культур таких  фагорезистентних ш тамів дозволяє стабілізувати молочно­
кислий  процес і в значн ій  м ірі знизити  вірогідність фаголізису навіть в умовах 
фагової інф екції.

-  застосування принципу залучення ш тамів із різним  фаготипом: необхідно 
враховувати специфічність впливу фагу і створювати закваш увальн і культури та­
ким  чином, щоб у разі інф ікування одного ш таму, процес ф ерментації не сповільню ­
вався за рахунок розвитку інш их ш тамів — стійких до цього фагу.

-  виявлення лізогенного стану ш тамів S. therm ophilus. Рекомендовано залуча­
ти до закваш увальних культур нелізогенні ш тами, тобто я к і не м істять помірні фаги
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(профаги мож уть за певних умов переходити до літичного циклу розвитку та ін ф іку ­
вати інш і ш тами закваски).
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Р азработк а  ротационной антиф аговой  системы  для производства ряж ен ки
Разработ ана рот ационная ант иф аговая сист ема S. therm ophilus д ля  произ­

водст ва ряж енки. П роведен скрининг ш т аммов S. therm ophilus по м аркеру фагоре­
зист ент ност и к  вирулент ны м  фагам, вы деленны м  в пром ы ш ленны х условиях. 
И зучено  лизогенное сост ояние бакт ерий с использованием  т ехни ки  индукции  хл о ­
роформом. Отобрано и рекомендовано вводить в склад  заквасочны х ком позиций  
д ля  ряж енки в рот ациях фагоустойчивые ш т аммы Streptococcus therm ophilus, ко­
торые не содержат индуцибельны х профагов.
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D evelopm ent o f ro ta t io n a l an tip h ag e  system  fo r p roduction  of ry az h an k a
R ota tiona l anti-phage system  S. therm ophilus fo r  the production  o f ryazhenka  

( sour m ilk ) is developed. A  screening o f S . therm ophilus stra ins is done by the m arker o f  
phage-resistance to v iru len t phages, selected in  an industria l environm ent. Lysogenic 
s ta te  o f bacteria is s tud ied  u sing  the technique o f induction  w ith  chloroform . I t  is 
selected and  suggested to a ttra c t to s ta r te r  cu ltures com position fo r  rya zh a n ka  in  
ro ta tions phage-resistant s tra in s o f Streptococcus therm ophilus, which do not contain  
inducible prophages.

K e y  words: besteriopphoses, phageresistan t, lysogenes, rotational.
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