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Abstract

BURDYCHOVA, R., SLADKOVA, P.: Detection of Clostridium tyrobutyricum using cultivation and
biochemical methods and polymerase chain reaction. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2007,
LV, No. 5, pp. 23-28

Anaerobic spore-forming bacteria of the genus Clostridium are commonly present in raw milk and some
milk products. Their spores can survive pasteurization and can provoke so called late blowing defect in
cheese caused by butyric acid fermentation. The only species of the genus Clostridium that is able to
provoke late blowing is Clostridium tyrobutyricum.

In this work, two cultivation methods for detection of butyric acid producing clostridia in raw and pas-
teurized milk and in cheese samples were compared. The results show that tube method is suitable for
route identification (in concentration 10> CFU/ml or /g) of clostridia in milk and cheese. The standard
cultivation technique is suitable for more sensitive identification (10 CFU/ml or /g). All presumptive
colonies grown anaerobically on selective RCM agar with polymyxine B (500 pg/ml) were classified to
be of species Clostridium tyrobutyricum using PCR only. The confirmation using API tests were diffe-
rent in 50 % cases. The results show, that described PCR method is suitable for rapid screening of the
presence of Clostridium tyrobutyricum in milk and cheese. PCR from one colony is possible to use for

the analysis.

Clostridium tyrobutyricum, raw and pasteurized milk, cheese, species-specific PCR

Bakterie maselného kvaseni rodu Clostridium
se podileji na znehodnoceni nékterych mlécnych
vyrobkt, pfedevsim mléka a syrd. Do mléka se bak-
terie maselného kvaseni dostavaji s neCistotami (pre-
vazné z vykald) a zkrmovanim nevhodnych krmiv
(Spatn¢ prokysana kvasend krmiva a silaze, zkazena
nebo zneCisténd primyslova a pfirozena krmiva).
Pasterace mléka pted vlastni vyrobou syrd neinakti-
vuje spory sporotvornych mikroorganismi, které lze
zni€it pouze teplotami vyssimi nez 120 °C. Pii dlou-
hodobém zrani polotvrdych syrtt dochazi k poklesu
mnozstvi laktézy vlivem fermentacni aktivity bakterii
mlééného kvaseni. Tvoii se kyselina mlééna a laktat
vapenaty, zvySuje se pH syrl a tim vznikaji vhodné
podminky pro vykli¢eni spor sporotvornych mikro-
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organismi. Vykliceni spor muze trvat fadové i tydny,
podle podminek prostfedi uvniti zrajicich syra (pH,
aktivita vody, redoxni potencial, obsah NaCl). Meta-
bolickou aktivitou sporotvornych organismt vznika
kyselina maselnd, vodik a oxid uhliity; dochazi
k tvorbé vétsich 1 mensich dutinek oddélenych od
sebe tenkou blanou a syry ziskavaji palivou chut’ po
zvétralém masle. Tato vada se oznacuje jako pozdni
dufeni syrt (BERGLE a SIVELA, 1990). Pozdni
dufeni syru je pfipisovano druhu Clostridium tyrobu-
tyricum. Bakterie druhu C. tyrobutyricum byly poprvé
izolovany a popsany VAN BEYNUMEM a PETTEM
v roce 1935 a byly pojmenovany podle feckého slova
,,tyros® (syr).
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Vétsina metod zabyvajicich se detekci piitom-
nosti bakterii maselného kvaseni v mléce a mlécnych
vyrobceich je proto zamétena na identifikaci a kvanti-
fikaci druhu C. tyrobutyricum.

Identifikace bakterialniho rodu Clostridium kulti-
vacnimi mikrobiologickymi metodami neni obtizna
a vychazi ze skutecnosti, ze tento rod tvoii endospory,
je obligatn¢ anaerobni a Gram pozitivni. Pro stano-
veni klostridii se pouziva fada kultivaénich médii.
Hojné pouzivanym je obohacené médium (reinfor-
ced clostridial medium, RCM), které je urceno pro
stanoveni celkového poctu sporotvornych klostridii
v pasterovanych vzorcich potravin.

Stanoveni druhti klostridii maselného kvaseni
v ramci rodu je klasickymi mikrobiologickymi meto-
dami obtizné a kombinuje se s metodami bioche-
mickymi. Casté je pouziti API testd (Biomerieux,
Francie), které se opiraji o fenotypové vlastnosti mik-
roorganismi. Vzhledem k tomu, Ze rtzné terénni
kmeny C. tyrobutyricum mohou mit ponékud odlisné
fenotypové vlastnosti nez kmeny sbirkové, pro které
jsou tyto testy obvykle definovany, byva laboratorni
diagnostika s aplikaci téchto metod Casto nejedno-
znacnd.

Z duvodu neptesnosti v diagnostice druhu C. tyrobu-
tyricum pomoci API testli a jejich pomérné vysoké
finan¢ni naro¢nosti byly vypracovany metody, vycha-
zejici z analyzy genomové DNA, které vynikaji vyso-
kou piesnosti a citlivosti (HERMAN a kol., 1995).

Cilem této prace bylo porovnat dv¢é kultivacni
metody pro detekci bakterialniho druhu C. tyrobuty-
ricum v realnych vzorcich syrového a pasterovaného
mléka a v polotvrdych syrech. Dal§im tkolem bylo
konfirmovat pfitomnost C. tyrobutyricum pomoci API
testd a pomoci druhové specifické PCR a obé tyto
metody porovnat.

MATERIAL A METODY
Bakterialni kmeny a jejich ristové podminky

Bakterialni kmen Clostridium tyrobutyricum 112
byl ziskan od Ing. Draba (Vyzkumny ustav mléka-
rensky MILCOM, a. s., pobocka Téabor). Bunky byly
kultivovany na RCM agaru s neutralni ¢erveni (MIL-
COM, a.s.) pii 37 °C pét dni za anaerobnich podmi-
nek. Kmen byl pouzit jako pozitivni kontrola pro zku-
mavkovou, kultivaéni a biochemickou identifikaci
a pro PCR.

Izolace mikroorganismi z mléka a syri

Vzorky mléka (nepasterované a pasterované) a syrt
(polotvrdé syry s viditelnou vadou pozdniho dufeni)
byly odebrany dle CSN ISO 707 pro odbér vzorki
mléka a mlécnych vyrobkd. Vzorky byly zpraco-

vany dle CSN ISO 8261. Pro inaktivaci nesporulu-
jici mikroflory byly vzorky zahfaty ve vodni lazni pii
85 °C 15 min. 1 ml pfislusného fedéni byl pipetovan
na Petriho misky a zalit pidou RCM s neutralni Cer-
veni (MILCOM, CR) a polymyxinem B (500 mg/l
roztoku). Misky byly kultivovany pii 37 °C pét dni
v anaerobnich podminkach.

Pfi zkumavkové metodé byl napipetovan 1 ml pfi-
slusného fedéni vzorku po inaktivaci do sterilni zku-
mavky a do zkumavky bylo pfidano 9 ml RCM média.
Obsah zkumavky byl Setrné promichan a po mir-
ném zchladnuti zalit sterilnim parafinovym voskem
z divodu zajisténi anaerobniho prostiedi. Zkumavky
byly inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu jed-
noho az péti dni.

Izolace DNA a PCR

Lyze bunék sbirkové kultury, izolace DNA, jeji
purifikace a zplsob stanoveni koncentrace a Cistoty
byly provedeny dle SAMBROOKA a kol. (2001)
a AUSUBELA a kol. (1994). Pro amplifikaci speci-
fické DNA sekvence C. tyrobutyricum byla pouzita
,hnizdova“ PCR a dvé dvojice specifickych oli-
gonukleotidovych primeri (Ct1F/CtIR a Ct2F/Ct2R;
HERMA a kol.,, 1995). Specifické primery byly
navrzeny pro amplifikaci 16S-23S rRNA mezerniku
DNA C. tyrobutyricum (Eislo v genové bance L08062;
HERMAN a kol., 1995). PCR reakce byla provedena
v termocykleru PTC 130 (MJ Research, Waltham,
MA, USA) v celkovém objemu 25 ul a obsahovala
10 ng purifikované DNA v prvnim PCR cyklu a 5 pl
PCR produktu v druhém cyklu, 10 pmol kazdého pri-
meru, 1U HotStar 7ag DNA polymerazy a ptislusné
mnozstvi HotStar 7ag Master Mixu (Qiagen, Hilden,
Némecko). Templatové DNA byly nejprve denaturo-
vany inkubaci pii 95 °C 15 min. DNA byla ampli-
fikovana ve 30 cyklech (denaturace pii 95 °C/45 s,
hybridizace primert pii 55 °C/45 s a syntéza komple-
mentarniho DNA fetézce pii 72 °C/75 s). V poslednim
amplifika¢nim cyklu byla teplota 72 °C prodlouzena
na 10 min. Jako pozitivni kontrola PCR byla pouzita
DNA izolovana z bunék kontrolniho kmene Clostri-
dium tyrobutyricum 112. Jako negativni kontrola PCR
byly pouzity komponenty PCR bez DNA. Pii identifi-
kaci vykultivovanych kolonii z analyzovanych vzorkt
mléka a syrit byla do PCR reakce jako DNA templat
pouzita bakteridlni kolonie narostla na RCM agaru
s polymyxinem B. PCR produkty o velikosti 173 bp
byly detekovany pomoci agarosové gelové elektro-
forézy na pfistroji Easy, model B1 (Owl Scientific,
USA) a vizualizovany na UV transluminatoru (EB-
20E Ultralum, USA) po nabarveni ethidium bromi-
dem (0,5 pg/ml).
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VYSLEDKY

Odebrano bylo celkem deset vzorkd smésného syro-
vého mléka (¢. 1-10, viz Tab. I) od riznych produ-
centt, deset vzork t¢hoz mléka po pasteraci (€. 11-20,
viz Tab. I) a dva vzorky polotvrdych syra s viditel-
nou vadou pozdniho dufeni (€. 21 a 22, viz Tab. I).
Zkumavkova metoda byla v této praci vyuzita k ori-
entacnimu stanoveni pfitomnosti anaerobnich klostri-
dii. Tato metoda je nejnovéji doporucena k rychlému
stanoveni druht Clostridium sp. produkujicich kyse-
liny a plyn v mléku (NEMECKOVA a kol., 2006).

Jiz po 24 hodinach kultivace byly zaznamenany pozi-
tivni reakce, koneéné vysledky byly odecteny po 48
hodinach. Vlivem tvofici se kyseliny maselné, octové
amlééné dochazelo ke zméné barvy média z Cerveno-
fialové na zlutohnédou. Tvorbou vodiku a oxidu uhli-
¢itého byla parafinova zatka vyrazena smérem vzhtiru
a agar ve zkumavce byl na n¢kolika mistech potrhan.
Pozitivni reakci poskytly dva vzorky nepasterova-
ného mléka (¢. 1 a 6, Tab. I), jeden vzorek pastero-
vaného mléka (C. 11, Tab. I) a oba vzorky syra (¢. 21
a 22, Tab. I). Tti vzorky poskytly falesné negativni
reakci (€. 5, 15 a 16, Tab. I).

I: Srovnani vysledki stanoveni anaerobnich klostridii a druhu C. tyrobutyricum zkumavkovou metodou, kulti-
vacni metodou na pevném agaru, biochemickou identifikaci a identifikaci pomoci PCR

Kultivacni metody Konfirmace
Vzorek Cisf ;(Eiz/;jlfé\é; kultivac? na plotnéch’
vzorku (48 hod (KTJ/ml mlfzka, KTJ/ g syra), API test PCR
Kultivace) 5 dni kultivace

1 + (2,40 £ 0,02) x 10? C. butyricum | C. tyrobutyricum

2 — — — —

3 — — — —

4 — — — —
nepasterované 5 -3 (5,20 £0,07) x 10! C. tyrobutyricum | C. tyrobutyricum
mléko 6 + (6,40 +0,07) x 10! C. sporogenes | C. tyrobutyricum

7 — — — —

8 — — — —

9 — — — —

10 - - - -

11 + (5,80 +0,11) x 10* C. butyricum | C. tyrobutyricum

12 - - - -

13 - - - -

14 - - - -
pasterované 15 -9 (1,80 £ 0,11) x 10! C. tyrobutyricum | C. tyrobutyricum
mléko 16 -9 (2,20 £ 0,11) x 10! C. sporogenes | C. tyrobutyricum

17 - - - -

18 - - - -

19 - - - -

20 - - - -

; 21 + (1,00 £0,11) x 10? C. tyrobutyricum | C. tyrobutyricum
Y 22 + (5,50 +0,23) x 102 C. tyrobutyricum | C. tyrobutyricum

+ rust bakterialni kultury a bakterialnich kolonii pozitivni
— rust bakterialni kultury a bakteridlnich kolonii negativni

9 fale$né negativni vysledek
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Stanoveni poétt C. tyrobutyricum ve vzorcich
mléka a syrt bylo provedeno plotnovou kultivaéni
metodou. Klostridia byly detekovany ve tiech vzor-
cich nepasterovaného mléka (¢. 1, 5, 6, Tab. I) a tfech
vzorcich pasterovaného mléka (€. 11, 15, 16, Tab. I)
a v obou vzorcich syra (¢. 21 a 22, Tab. I) ristem
specifickych, velkych ¢ockovitych zlutych kolonii.
Cichem bylo mozné zaznamenat zapach po kyseling
maselné, coz ukazovalo na rast C. tyrobutyricum.
Tvorba vodiku byla patrna potrhanim agaru. Tab. 1
uvadi pocty mikroorganismi KTJ/ml mléka nebo
KTJ/g syra v jednotlivych vzorcich, vysledky jsou
statisticky zpracovany na hladiné vyznamnosti o =
0,05. Uvedené vysledky potvrzuji, Ze je zkumavkova
metoda vhodna k rychlému orientaénimu stanoveni
klostridii v mléku (v koncentraci 10*ml), k citlivéj-
§imu prikazu (10'/ml) ptitomnosti klostridii v analy-
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tivacni metoda.

Zatazeni do druhu C. tyrobutyricum byl provadéno
pomoci API testu API 50 CHB (BioM¢érieux, Fran-
cie) a pomoci druhové specifické PCR. Pii identifi-
kaci pomoci biochemickych API testi byl identifi-
kovan druh C. tyrobutyricum ve 4 vzorcich (Tab. I,
vzorek €. 5, 15, 21 a 22), zatimco ve 4 vzorcich byl
identifikovan jiny druh (C. butyricum, C. sporogenes,
Tab. I, vzorek ¢. 1, 6, 11 a 16). Pouzitim druhové spe-
cifické PCR z 1 bakterialni kolonie byl bakterialni
druh C. tyrobutyricum jednozna¢né identifikovan ve
vsech vzorcich. Detekce specifickych PCR produkti
o délce 173 bp ziskanych amplifikaci z DNA bakteri-
alnich kolonii narostlych ze vzorki nepasterovaného
a pasterované¢ho mléka je uvedena na Obr. 1.

DISKUSE

Pfed vlastni vyrobou syrti je vhodné vzhledem
k jejich kvalité stanovit pocet sporotvornych mik-
roorganismu C. tyrobutyricum v mléce, protoze tyto
bakterie jsou ve formé& spor schopny piezivat paste-
racni teplotu a zptisobovat vadu pozdniho dufeni pfi
zrani syri. Mnozstvi spor, které pozdni dufeni zptso-
buje, se pohybuje v Sirokém rozmezi; bylo popséano,
ze minimalni mnozstvi je jiz pét spor na litr mléka
(HERMAN a kol., 1995). Pocet spor, které zpiso-
buje pozdni dufeni syri, je zavislé také na velikosti
a tvaru syra. Jsou znamy i pfipady, kdy kontaminace
jednou endosporou C. tyrobutyricum zpusobila vadu
pozdniho dufeni u syru Gouda (CHENG a INGHAM,
1999). HERMAN akol. (1995) optimalizovali metodu
stanoveni poctu spor C. tyrobutyricum v mléku urce-
ném pro vyrobu polotvrdych syrid. Tato metoda je
velmi rychla, vysledky stanoveni mohou byt znamy
do 24 hod a autofi ji doporucuji pro skrining mléka
pred vlastni vyrobou syrt.

1 23 4 M

1: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti
(173 bp) amplifikovanych z bakterialnich kolonii nar-
ostlych ze vzorkit nepasterovaného a pasterovaného
mléka.

Beh ¢. 1 a 2: kolonie narostla ze vzorku nepastero-
vaného (Tab. I, vzorek ¢. 1) a pasterovaného mléka
(Tab. I, vzorek ¢. 11), béh ¢. 3: pozitivni PCR kontrola
(C. tyrobutyricum 112, 10 ng DNA), béh ¢. 4: nega-
tivni PCR kontrola, M: 100 bp ladder (New England
Biolabs, Anglie)

KLIIN a kol. (1995) ve své studii uvadéji, ze i pres
pomérné vysoky pocet spor C. tyrobutyricum v mléku
nedochazelo u vyroben¢ho syra k vadé pozdniho
dufeni. Spory zifejmé mély snizenou schopnost germi-
nace. Bylo také popsano, zZe spory riznych terénnich
kment C. tyrobutyricum nemusi vynikat schopnosti
tvorit ve vyznamnych koncentracich kyselinu masel-
nou a vodik (KLIJN a kol., 1995).

Zvéazenim uvedenych skutecnosti byly v této praci
pouzity kultivaéni metody detekce vegetativniho sta-
dia C. tyrobutyricum v mléku a v syrech. Stanove-
nim poctu vegetativnich bunék C. tyrobutyricum se
zabyvaly i jiné prace (STADHOUDERS a kol., 1985;
NIEUWENHOF a kol., 1994). Pro konfirmaci pfi-
tomnosti C. tyrobutyricum autofi pouzivali bioche-
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mické testy. Z literatury je znamo, ze jsou vysledky
testd, které vychazeji z fenotypovych vlastnosti bak-
terii ¢asto nejednoznacné a vedou k mylnym interpre-
tacim, protoze se vlastnosti terénnich kmend mohou
znaéné lisit od vlastnosti kmend sbirkovych, pomoci
nichz jsou biochemické testy definovany (FAC-
KLAM a COLLINS, 1989). C. tyrobutyricum je navic
pomérné naro¢né odlisit béznymi kultivacnimi a bio-
chemickymi metodami od jinych druhti rodu Clostri-
dium, které se v mléku a syrech také ¢asto objevuji, ale
vadu pozdniho dufeni syrti nezpusobuji. MOCQUOT
(1979) nebo GUERICKE (1993) pfedpokladali, Ze se
na nezadoucim pozdnim dufeni syrd podileji i druhy
C. beijerinckii, C. butyricum a C. sporogenes. Tento
predpoklad byl vyvracen zavedenim molekularné-bio-
logickych detekénich metod v laboratorni diagnostice
mikroorganismt.. V praci KLIJNA a kol. (1995), ve
které byly analyzovany syry s vadou pozdniho dufeni,
byla detekovana pouze DNA Clostridium tyrobutyri-
cum.

Pro PCR detekci bunék piimo v analyzovaném
vzorku je nutné vychazet z predpokladu, ze v 1 (5) ul
vzorku pro PCR musi byt alespon 1 cilova bakterie (tj.
103/ml). Vzhledem k tomu, Ze pro vznik vady pozd-
niho dufeni sta¢i mnohem mens$i mnoZstvi bunék,

byl volen postup vyuzivajici nejprve kultivace a poté
PCR identifikace. S vyuzitim zkumavkové metody
a PCR bylo mozno velmi rychle (do 48 hod) analy-
zovat ty vzorky, které obsahovaly vétsi mnozstvi cilo-
vych bunék (10%/ml).

V této praci prokazujeme, ze druh C. tyrobutyri-
cum byl pomoci PCR detekovan ve vSech pozitivnich
vzorcich nepasterovaného a pasterovaného mléka,
stejné jako ve vzorcich syrd, i kdyz byly vysledky
prukazu tohoto druhu pouzitim biochemickych testd
v 50 % ptipadi odlisné (Tab. I).

Vyuziti druhové specifické PCR pii detekci bakterii
C. tyrobutyricum vyznamné usnadiiuje jejich sprav-
nou identifikaci. Popsana metoda vyuziva kultivace
klostidii na diferencia¢nim médiu a naslednou PCR,
ktera umoznuje pomé&rné rychle identifikovat pfitom-
nost C. tyrobutyricum v mléku a syrech. Umozni tak
snizit moznost vzniku vady pozdniho dufeni syru,
pfipadné vzniku vad Selestu ¢i nadouvani tavenych
syru. I kdyZ je doba potiebna pro spravnou identifi-
kaci C. tyrobutyricum vzhledem k dob¢ potfebné pro
zpracovani mléka na syry pomérné dlouha (2-5 dni),
po odhaleni jeho nezadouci ptitomnosti 1ze syry vyro-
bené z kontaminované¢ho mléka vyfadit a nec¢ekat tak
na projev nezadouci vady pozdniho dufeni.

SOUHRN

V syrovém mléku mohou byt pfitomny anaerobni sporotvorné bakterie rodu Clostridium. Spory téch-
to mikroorganismti mohou pfezivat pasteraci a byt pfi¢inou tzv. pozdniho dufeni syri. Za ptivodce této
vady syrt byl v nejnovéjsich studiich oznacen jediny bakterialni druh, Clostridium tyrobutyricum.

V této praci byly srovnany dv¢ kultivacni metody detekce klostridii maselného kvaseni v realnych vzor-
cich syrového a pasterovaného mléka a v polotvrdych syrech. Vysledky ukazaly, ze je zkumavkova
metoda vhodna k rychlému orienta¢nimu stanoveni klostridii v mléku a syrech (v koncentraci 10 KTJ/
ml nebo /g), k citlivéj§imu prikazu (10" KTJ/ml nebo /g) ptitomnosti klostridii v analyzovaném vzorku

vvvvvvvv

Pomoci druhové specifické PCR byly vSechny presumptivni kolonie narostlé anaerobné na selektiv-
nim RCM agaru s polymyxinem B (500 pg/ml) identifikovany jako druh C. fyrobutyricum. Konfirma-
ce pomoci API testll byla v 50 % piipadi odlisna. Vysledky prokazaly, ze je PCR metoda vhodna pro
rychly prikaz ptitomnosti C. tyrobutyricum v mléku a syrech. Lze vyuzit i PCR z jedné bakterialni
kolonie.

Clostridium tyrobutyricum, syrové a pasterované mléko, syr, druhové specificka PCR
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