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Sérologickd metoda pro dikaz kuiturnich
a divokych kvasinek

ANNA KOCKOVA-KRATOCHVILOVA a JOZEF SANDULA,

663,12/.13

Chemicky tstav SAV, Ceskoslovenska akademie v&d, Bratislava

PFi biologické kontrole piva a jeho vyrobniho po-
stupu se musi velmi €asto ovéfit pFfitomnost ,,divo-
kych® kvasinek, tj. téch, které kontaminuji a zne-
hodnocuji vyrobek mnebo meziprodukty vyroby.
Obvykle to byva proto, Ze se tvorl na povrchu kfisy
{Candida mycoderma, Candida krusei, Pichia mem-
branaefaciens), Ze se zakaluje tekutina (Saccharo-
myces pastorianus, Saccharomyces turbidans, Sac-
charomyces oviformis, Saccharomyces willianus
apod.) a pritom tyto kvasinky dale zkva3uji zbylé
cukry (Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces
bayanus, Saccharomyces oviformis, Saccharomyces
rouxii) a metabolizuji je jinak neZli kvasinky kul-
turni. Produkty jejich metabolismu dodéavaji potom
vyrobku rozmanité neZadouci pachuti. Kvasinky k¥i-
sové, rozmdhajicl se na povrchu tekutin, se snadno
zjistuji a také prifina kontaminace se vysvétli pfi-
stupem vzduchu. AvSak divoké kvasinky zdkalo-
tvorné nebo sedimentujici (spodni) se t&Zko roz-
liSuji od kulturnich, protoZe se jim kultury bioche-
micky i vzhledem podobaji. Také tvarové se téZko
rozliSuji, nebot to byvaji kmeny velmi plastické,
s velkou morfologickou variabilitou. V jedné nasi
star§i prdci [1] jsme zjistili, Ze mnohé z nich se
za urc¢itych kultiva¢nich podminek shoduji i tvarem
bungk s kulturnimi kvasinkami [Saccharomyces
carlsbergensis a Saccharomyces cerevisiae). Ze-
jména obtizné se urcuji v pivnich sedimentech, pro-
toZe v mich i nasadni kvasnice mivaji k nepoznani
protahlé buiiky. Dikaz divokych kvasinek odedavna
zaméstndval pivovarskou bisclogickou kontrolu, jak
o tom sv&dei starSi i soudobd literatura.

V podstatd miiZeme metody na stanoveni divo-
kych kvasinek rozdgélit do Ctyf skupin:

1. Diikaz spor je u divokych kvasinek snagnéjsi
neZli u kulturnich, které tvofl spory jen zfidka, a
proto se pouzZivd takovych metodickych postupd,
které tvorbu spor podporuji. Nejfastéji se k tomu
pouZivd 2 aZ 4% roztoku kyseliny vinné. Windisch
[2] sledoval citlivost riiznych kvasinek ke kyseliné
vinné a zjistil, Ze spodni kulturni kvasinky jsou

obvykle velmi citlivé, svrchni snaseji i 2% roztok,
avsak lihovarské i vice neZ 2%. Doporuduje [3] pfi-
davat 2% kyselinu vinnou k slading a predpoklada,
#e v tomto prostfedi se budou rozmnoZovat jen di-
voké kvasinky. AvSak sam autor upozoriiuje na to,

e také nékteré divoké kvasinky, jako napf. Sac-

charomyces pastorianus, Saccharomyces validus
nebo Saccharomyces rouxii, $patné rostou v pii-
tomnosti kyseliny vinné. Naproti tomu nékteré
druhy rodu Candida snadeji i 6 aZ 7% roztok, Sac-
charomyces ellipsoideus a Saccharomyces exiguus
3 az 5% i 10% a Pichia membranaefaciens 3%.
Moller-Christensen [4] doporufuje dokazovat spo-
rulaci divokych kvasinek na filtratnim papife, na-
vlhéeném 0,5% roztokem octanu sodného.

2. Mnoho pracovnikii pouZivd metody, kterou se
zkousi asimilovatelnost lysinu jako jediného zdro-
je dusiku [5, 6]. Divoké kvasinky lysin asimiluji,
kulturni ne. Av3ak i tato metoda je kritizovdna [7].

3. Lund a Thygsen [7] doporucuji suspendovat
zkoumané vzorky 20 min v destilované vodé 50°C
teplé. V t&chto podminkach mifiZe preZit jen 0,05 aZ
0,6 % pivovarskych kvasinek. Divoké kvasinky proti
tomu snaSenji zvysenou teplotu lépe. Také Délisle
a Phaff [8] doporufuji tuto i pfedeSlou metodu.

4. V posledni dob& se zalina doporucovat také
sérologickd metoda, pfedevSim ta, ktera pracuje
s fluorescentnim antisérem [9, 10]. Antisérum se
pripravuje z kulturni kvasinky. Buiiky kulturnich
kvasinek davaji na sklitku fluoreskujici komplex
antigenu s antildtkou, ¢im se daji mikroskopicky
rozlisit kulturni kvasinky od divokych, u nichZ ten-
to komplex nefluoreskuje.

Sérologické identifikatni metody jsou b&Zné v 18-
kafské mikreobiologii. AvSak do mikrobiologie kva-
sinkovitych mikroorganismfi pronikly teprve s roz-
vojem t&chto mikroorganismi jako pivodefi chorob
lidi a zvirfat. Tyto choroby se znaéné roz3ifily po
zavedeni 1é¢by infekénich chorob antibiotiky. Proto
také uplatiiovani sérologickych metod v mikrobio-
logii kvasinek se rozsifuje hlavné v poslednich de-
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seti létech tak, Ze dnes nabyvd i praktického vy-
Znamu.

Davno je znamo, Ze Clovék, ktery pieZil infekini
chorobu, se stdva odolnym vi¢i mikroorganismiim,
které ji vyvolaly. KdyZ se zkoumaly pfi€iny této
odolnosti, zjistilo se, Ze je to zplsobeno schopnosti
krevniho séra specificky aglutinovat nebo roz-
poustét tyto Skodici mikroorganismy a zvy3ovat je-
jich citlivost vici fagocytim. Ehrlich zjistil, Ze
v krevnim séru se nachdazeji specifické latky, tzv.
protilatky (antilatky) a latky, které vyvolaly jejich
tvorbu v krvi nazval antigeny. UZ v r. 1897 Kraus
dokazal, Ze jako antigeny mohou vystupovat nejen
mikrobni buiiky, ale také latky méné sloZité, do-
konce i latky rozpustné. Proto také na povrchu
bunék mikroorganismii neni jeden, ale vice anti-
gen, které dohromady predstavuji celkovy antigen.
Drive se meélo za to, Ze antigeny jsou Cisté bilko-
vinné povahy, av3ak dnes se pripisuje tato vlastnost
také povrchovym polysacharidim [11] [obr. 1).

Tyto poznatky se aplikuji p¥i identifikaci bak-
térii jiZ velmi ddvno. Zivo¢idného krevniho séra se
pouZivd k dikazu aglutina®ni reakce antigennich
baktérijnich kultur. Také pfi urcovani kvasinek je
snaha uplatnit tuto metodu [12, 13]. AvSak ukazalo
se, Ze riizné druhy kvasinek a kvasinkovitych mik-
roorganismit maji mnoho antigendi spole&nych, coZ
se projevuje pozitivnim aglutina¢nim testem i u ta-
kovych druhi, které jsou morfologicky a biochemic-
ky odlisné. PouZivani vysycovanych sér ¢ini metod-
dicky postup sloZit&jSim. Dosud se nedospélo k Zad-
nym jednoznaénym vysledkfim.

Uspokojivéjsi vysledky v tomto sméru poskytuje
Ouchterlonyho precipitaéni metoda. P¥i ni se necha
difundovat agarovym gelem sérum s antilatkou a
z druhé strany antigenni substance. Tam, kde se
obe latky setkaji, vytvoli se jeden nebo vice pruhii
sraZeniny, které predstavuji komplexy antigen
s antildtkou. Nechdme-li takto reagovat s jednim
antisérem vice antigennich substanci oddélené,
miiZeme porovnavat sestavu jejich antigenii (obr. 2).
V této prdci se pokusime predvést praktické vy-
sledky s Ouchterlonyho metodou. Krali¢i sérum ob-
sahuje antilatku vyvolanou pivovarskou kvasinkou
Sacharomyces carlsbergensis Hansen.

Pracovni postup
PouZité kmeny
PouZili jsme €&istych kultur kvasinek z na3i sbir-
ky, jejichZ pivody jsou oznaceny v broZure Sloven-
ské disté kultury pivovarské z r. 1960. Ridili jsme
se pfitom posledni typizaci téchto kmentl, kterou

Obr. 1. Komplexy antigenu s antildtkou
A a B jsou rizné determinujici skupiny antigenu A + B, AB je
antigen obsahujici dvé determinujici skupiny A a B, uloZené vedle
sebe [11]
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Obr. 2. Vysvétleni k posuzovdni precipitacnich linii
Ouchterlonyho metodou

A, B = antigeny jsou totoZné, C,D = antigeny jsou pfibuzné,
E, F = antigeny jsou rozlitné

jsme provedli v r. 1962 [14]. K pfipravé antilatky
jsme vybrali jeden z nejtypiCt&jSich kmend s nej-
primérnéjsimi vlastnostmi. Je to kmen ¢&. 48-63,
vedeny v propagacni stanici a v provozu pivovaru
v Bratislavé.

P¥iprava kultury k oékovédni
kralika

Kmen Saccharomyces carlsbergensis €. 48-63 jsme
nechali riist 5 a# 7 dni na sladinovém agaru
v Petriho misce pfi teploté mistnosti. K usmrceni
bunék jsme pouZili merthioldtu sodného ve fyzio-
logickém roztoku v zredéni 1:10000. Timto roz-
tokem jsme splachli kulturu do zkumavky a sus-
penzi jsme denné& né&kolikrdat protrepali. Po tfech
dnech jsme ji odstfedili a kvasinky jsme promyli
fyziologickym roztokem, aby se v3echen merthio-
lat odstranil. K ockovéani krédlika jsme pouZili sus-
penze kvasinek ve fyziologickém roztoku. 1 ml této
suspenze obsahoval 80 aZ 100 mg vlhkych kvasinek.
Tuto suspenzi jsme uchovavali v ledniéce pf¥i 4 °C.

Imunizace krédlika

K pripravé sér pouZivame Sedé kréliky (cincila)
vahy 2 aZ 2,5 kg. Pripravenou suspenzi mrtvych
bunék jsme ockovali do usni Zily trikrat tydneé
v prabghu 3 aZ 4 nedél. Zacinali jsme davkou 1,5 ml
suspenze mrtvych bunék a postupné jsme tuto dav-
ku zvySovali na 2,5 aZ 3 ml. Tyden po poslednim
otkovani jsme odebrali 1 aZ 2 ml krve a aglutina¢ni
metodou jsme prezkouSeli titr séra, ktery ma byt
aspoii 160 aZ 320, tzn. Ze sérum jeSté pri zFedé&nil
160 aZ 320nadsobném aglutinuje Zivé kvasinky,
7z nichZ bylo sérum pf¥ipraveno. Nedosahuje-li titr
séra této vy3ky, je tfeba imunizovat kréalika jeSté
déale 1 aZ 2 tjdny. Potom se kréalik zabije, necha
vykrvacet a z jeho krve pripravené sérum se usklad-
fiuje v chladniéce pfi —15 °C. U¢innost antilatek se
v ném zachovava po dobu 6 aZ 12 mésici.

Aglutina¢ni metoda

Antisérum jsme zFedili fyziologickym roztokem
v poméru 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, atd. K 0,5 ml
zFedéného antiséra jsme pfidali 0,5 ml suspenze
Zivych kvasinek z 2 aZ 3 dni staré kultury. Suspenze
bunék méla hustotu 10® bun&k v ml. Zkumavky jsme
protfepali, nechali 2 hod pfi teplot€ mistnosti a
potom jsme je uloZili do chladnifky o 4 °C. Druhého
dne jsme zjidtovali aglutinaci. U pivovarskych kva-
sinek tuto metodu velmi ztdZuje samovolna agluti-
nace (autoaglutinace). Proto jsme u kaZdého testu
pofizovali také kontrolu kvasinek ve fyziologickém
roztoku bez séra.

Precipitadni metoda

K provedeni této zkousky je zapotfebi- pFipravit
autolyzat z bun&k kvasinek. Builky se s povrchu
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Sikmého sladinového agaru splachnou 3 aZ 4 ml
fyziologického roztoku tak, aby 1 ml obsahoval
piibliZn& 700 aZ 800 miliént bunék. Takovou sus-
penzi jsme autolyzovali v termostat® pfi 56 °C po
dobu 3 dnii. Suspenzi jsme denné dvakrat protie-
pavali a nakonec jsme ji odstfedili. Tekutou Cast
jsme zahustili v exsikdtoru nad kyslicnikem fosfo-
refnym na jednu tfetinu phvodniho objemu. Na
Petriho misku priméru 8 cm jsme vlili 12 ml 1%
Cisténého agaru (znacka ,Kobe“) ve fyziologickém
roztoku s merthiolatem v zied&ni 1:10000. Po
utuhnuti agaru jsme korkovrtem vyfezali krouzky
priiméru 8 mm, jeden v stfedu a 6 okolo ného tak,
aby vzdélenost okrajovych od stfedniho byla 8 aZ
10 mm. Do stfedniho krouZku nakapdvame anti-
sérum a do okolnich jednotlivé autolyzaty. Misky
jsme uloZili do vlhké komory. Pfi teploté mistnosti
se po 2 a¥ 3 dnech zacnou objevovat precipitatni
pruhy a jejich vyvinuti se dokoné¢i asi po tydnu.

Cisténi agaru*)

B&Zn& pouZivany obchodni agar nevyhovuje C&is-
totou pro precipitatni reakce, miZe se vSak po-
mérné jednoduSe pFeistit. OdvaZi se 50 g agaru
,Kobe“ a 10 g kfemeliny, doplni se to do 1000 ml
fyziologickym roztokem s merthioldtem (1 :10000).
Agar se rozvafi, nékolik minut se tfepe a potom za
horka odstfeduje ve vyhfaté kyvetd. Ciry horky
agar se vyleje do velké misky do vySky asi 0,5 aZ
1 cm a po vychladnuti a utuhnuti se rozkraji na
malé kostky, které se potom v kadince 3 dni vy-
luhuji denng vymaiiovanou destilovanou vodou. Tak-
to pFipraveny agarovy gel obsahuje asi 3,5 % agaru.
Uchovava se v prachovnici v chladnitce anebo se
se lyofilizuje. Pfed pouZitim se rozvail s fyziolo-
gickym roztokem s merthioldtem ve vhodné kon-
centraci.

Vysledky pokusii

Predeviim jsme s pfipravenym antisérem kvasin-
ky €. 48-63 otestovali aglutinaéni metodou v3echny
nase kmeny pivovarskych kvasinek, které udrzu-
jeme (tab. 1). Pfitom jsme zjistili, Ze nékteré kme-
ny nedévaji pozitivni reakci (napf. 48-12, 48-14,
48-24, 48-53, 48-39, 48-44 a 48-62). Kmen ¢&. 48-39
jsme {jiZ pfi posledni typizaci vyladili, protoZe ne-
nale¥el vibec do rodu Saccharomyces. Ngkolik
kmentt ddvalo jen velmi slabou aglutinacni reakci
(jako 48-4, 48-19, 48-32 a 48-52), aviak v mnohych
pfipadech byl tento test ruSen samovolnou agluti-
naci. Proti tomu antisérum ,,48-63“ ddvalo pozitivni
aglutina®ni reakci s celou Fadou jinych kvasinek
1I. kvasného typu [15], nap¥. se Saccharomyces
logos, S. cerevisiae (av3ak ne se viemi kmeny), S.
uvarum, S. pastorianus, S. willianus, Torulopsis
colliculosa, Zygosaccharomyces fermentati, Z. flo-
rentinus, Candida robusta apod. (tab. 2). ACkoli
jsme takto aglutinani reakci zjistili vzdjemnou
sérologickou p¥ibuznost riiznych druht II. kvasného
typu, nefikd tato reakce nic o antigenni sklagh&
jednotlivych kmenii. Pro znatnou schopnost kmenil
samovolnd aglutinovat je dokonce nékdy nesnadné
rozhodnout o vysledku testu. Proto jsme pfistoupili
k testovani precipitani metodou.

*) podle osobniho sdéleni inZ. Skvafila z Ustavu sér a otkova-
cich latek, Praha.

Tabulka 1

Aglutinaéni sérologickd reakce kmeni Saccharomyces
carlsbergensis in sensu stricto s antisérem -,,48-63
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+, ++ — pozitivni a silné pozitivni reakce;
(+) — slaba aglutinaéni reakce;
+ — velmi slabd aglutinatni reakce;
— negativni reakce;
N — kmen se neda pouZit v provozu

Nejdfive jsme pfezkouSeli reakci mezi antisérem
,,48-63" a nékterymi nasimi domécimi kmeny. Obr. 3
ukazuje, e celkovy antigen u spodnich pivovar-
skych kvasinek vytvari s antilatkou pét precipitag-
nich pruhfi. Téchto p&t pruhdi je u p&ti kmeni
(48-63, 48-18, 48-1, 48-2 a 48-37) totoZnych, coZ po-
tvrzuje vzdjemné spajeni precipitanich linii auto-
lyzati. Jeding u kmene &. 48-19 chybi jeden vngjsi
precipitaéni pruh. Zajimavé je, Ze tento kmen také
p¥i posledni morfotypizaci [14] zmé&nil svojl polohu
proti prede$lému hodnoceni [16]. Jeho builky se
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Obr. 5
1 — kmen &. 48—63, Bratislava 1958; 2 — kmen ¢, 48—18, Plzei
1950; 3 — kmen £. 48—1, Smichov 1950; 4 — kmen &. 48—2, Smichov
1950; 5 — kmen &. 48—19, Plzefi 1950; 6 — kmen & 48—37, Hole-
Sovice, Praha 1952 (Foto K. Giirth)

Obr. 4
1 — kmen €. 48—22, Ziirich 1950; 2 — kmen ¢&. 48—23, Feidschlés-
schen 1950; 3 — kmen €. 48—24, Spaten 1949; 4 — kmen &. 48—25,
Louisville 1949; 5 — kmen €. 48—860, Ottakring, Wien 1959; 6 — kmen
48—4, Belgie 1948; (Foto K. Giirth)

Obr. 5
1 — kmen €. 48—63; 2 — kmen ¢&. 48—68, kmen Frohberg, CBS;
3 — kmen & z1—1—1, Saccharomyces logos 1943; 4 — kmen C.

21—1—2, Saccharomyces logos CBS; 5 — kmen . 48—73, Saccharo-
myces uvarum; 6 — kmen €. 48—64, izolovany inZ. Minarikem
z tokajské vinohradnické oblasti a jim uréeny jako S. carlsbergensis.
Sipka ukazuje charakteristické antigenni schéma S. carlsbergensis
in sensu striciu
[(Foto K. Giirth)

ukézaly velmi malymi a kulatymi. Obr. 4 ukazuje
porovnani precipitacnich testd u pivovarskych kva-
sinek, které jsme obdrZeli z cizozemskych pivovari.

Tyto kmeny nedavaly jiZz tak jednotny obraz o anti-
genni struktufe, jako kmeny ptrede3lé. Stejnych 5
precipita¢nich pruhii davely kmeny 43-23 a 48-50,
kmeny €. 48-22 a 48-25 mély antigenni schéma jen
0 Ctyfech pruzich, kmen 48-4 mé&l za &tvrtym pru-
hem jeSté jeden novy a kmen & 48-24 daval jen
jednu slabou precipitatni linii, zcela odliZnou od
ostatnich. O tomto kmenu jsme jiZ v nasi prvni mor-
fotypizaci [17] diskutovali s pochybnosti. Pravda-
podobné vibec nejde o pivovarskou kvasinku, o fem
SVEdeI i to, Ze nedplné vyuZivad rafinézu (tab. 3).
Pravdépodobné doSlo tu k zaméné jiZ davno v mi-
nulosti, je3t& drive, neZli jsme kmen obdrZeli.
Dale jsme zkoumali precipitatni testy nékterych
pfibuznych druhfi k druhu Saccharomyces carls-
bergensis, které se uvadsji také v systematikach
jako tento druh v jeho Sirokém pojeti [18]. Obr. 5
ukazuje jejich antigenni schéma v porovnéani s kme-
nem 48-63. Toto charakteristické schéma pro Sac-
charomyces carlsbergensis se zjevné lisi od vSech
ostatnich. Ani jeden z ostatnich kmenii nedava tak
silny vnéjSi precipitacni pruh (vyznaceny Sipkou
obr. 5 a 7). Podle tohoto testu se kmen ,Frohberg®
spiSe podobad Saccharomyces logos, a to zejména
kmeni €. 21-1-2. Kmen ¢. 48-64, ktery uréil inZ.
Mindrik jako Saccharomyces carlsbergensis [14]
se timto testem také odliSuje od tohoto druhu, ma
viak slaby pruh, ktery je obsaZen i v schématu
Saccharomyces uvarum, avsak 1i3i se i od ng&ho.

Tabulka 2

Aglutinatni sérologické reakce ridznych druhid rodu
Saccharomyces s antisérem ,,48-63“

Titr 1 l
Kmen | Cislo kmene
20 l 40 ] 80

Saccharomyces logos e S ++ -+ 21—1—1
Saccharomyces logos + 5 + 21—i—2
Saccharomyces cerevisiae

rasa M + - (+) 21—4—1
S. cerevisiae rasa sake ++ ++ = 21—4—-2
S. cerevisiae Steiner + [+ — 21—4—3
Saccharomyces cerevisiae ++ + + 21—4—4
S. oerevisiae rasa saké -+ ++ = 21—4—5
S. cerevisiae kmen Jo-

hanisberg — - — 21—4—8
S. cerevisae kmen Saaz + +4- (+) 21—4—7
S. pastorianus {+) -+ (+) 21—6—1
S. pastorianus o +) (+] 21—8—2
S. cerevisiae kmen Vorder-

manii + -+ = 21—4—8
S. cerevisiae kmen

turbidans - — + z1—4—9
§S. cerevisiae var. ellipsoideus

kmen valesiacus -+ -+ — 21—4—10
S. cerevisiae kmen

marschalianus =+ —+ - 1 21—4—11
hybrid pekafského drozdi

a rasa XII 4+ 3= k] 21—4=12
S. cerevisiae rasa XII -+ (=] =+ 21—4—13
S. cerevisiae kmen Boinot — — — 21—4—14
S. cerevisiae rasa M [(+) [+1] 4 21—4—-15
S. cerevisiae kmen

Wertheimer =+ i+) i+ 21—4—18
S. cerevisiae rasa IV S ap g zl—4—17
S. cerevisiae, Pirna suifit. ++ - -+ 21—4—18
s. willianus (+) +) t+) 21—15—1
S. uvarum (+] +) [+) 48—73
S. uvarum (+) -+l + 48—74
S. uvarum +} (+) (+) 48—75
S. formosensis — — — 21—291
Candida robusta =+ + [+) 20—14-—3
Candida robusta (+t = o + 29—14—2
Candida robusta + +) n 29—14—3
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Obr. 6 Obr. 7
1 — kmen &. 21—4—9, Saccharomyces cerevisiae var. turbidans, 1 — kmen ¢. 48—63; 2 — kmen ¢, 21—13-1, Saccharomyces bayanus,
CBS; 2 — kmen €. 21—6—1, Saccharomyces pastorianus, CBS; CBS; 3 — kmen & 28—7—3, Torulopsis colliculosa; 4 — kmen
3 — kmen €. 21171, Saccharomyces paradoxus, SBS; 4 — kmen ¢. 21—21—1, Saccharomyces oviformis, CBS; 5 — kmen ¢. 21—6—1,
€. 21—14-1, Saccharomyces cartilaginosus, CBS; 5 — kmen €. 21—28—1, Saccharomyces pastorianus, CBS; 6 — kmen &. z1—6—2, Saccharo-
Saccharomyces odessa, CBS; 6 — kmen ¢&. 21-31-1, Saccharomyces myces pastorianus. Sipka ukazuje charakteristické antigenni schéma
hetrogenicus, CBS ([Foto K. Giirth) S. carlsbergensis in sensu stricto. (Foto K. Giirth)
Tabulka 3 antilatka na jednotlivé sloZky. Rozmanitost sousta-

Kmeny, které jsou zafazeny v nasi sbirce jako pivovarské
kvasinky a nestépi rafinézu nebo jen Cdsteiné

Cisla kmeni
f

Stépici rafinGzu ¢astetné
(zanechéavajici v prostredi
rafinézy melibiozu

nestépicich rafindzu

48—25 48—11 48—41
48—39 48—14 48—42
48—24 453—43
48—27 48—44
48—28 48—51
48—29 48—56
48—40 48—62

_ ZkouSka byla provedena papirovou chromatografii kvasné teku-
tiny po tydnu kultivace v 2% roztoku rafinozy s 5% kvasniénou
vodou.

Porovnavali jsme i nékteré vzdalen&jsi druhy, vy-
skytujici se jako divoké kvasinky. Obr. 6 ukazuje
antigenni schémata druhdi Saccharomyces cere-
visiae var. turbidans, S. pastorianus, S. paradoxus,
S. cartilaginosus, S. odessa, S. heterogenicus. Pie-
devSim se ukazuje, Ze S. cartilaginosus dava nega-
tivni reakci a S. odessa slabou. Podobné se zdaji
pruhy pro S. paradoxus a S. heterogenicus. PFitom
musime poznamenat, Ze nas kmen S. paradoxus
kvasi slab& také maltézu, ackoli tento znak v pii-
vodnim popise drubu chybi. Neni tedy mezi nim a
druhem S. heterogenicus, ktery kvasi maltozu i sa-
charézu slabg, wvelkého rozdilu v biochemickych
vlastnostech. NejbliZsi se jevil antigenni strukturou
k S. carlsbergensis druh S. cerevisiae var. turbidans,
aviak nema vyrazny ten nejcharakteristiCt&jsi
vneéjsi pruh. Obr. 7 ukazuje antigenni strukturu
jesté nékterych daldich divokych kvasinek v porov-
nani s kmenem 48-63. Toto schéma wvelmi dobfe
ukazuje jaky je rozdil v antigenni struktufe kultur-
nich pivovarskych kvasinek a kvasinek divokych.

Zavér Sl 1
Popsali jsme zde postup pro sérologické rozliseni
’Saccharomyces carlsbergensis Hansen, jako spodni
pivovarské kvasinky, od ostatnich, biochemicky
blizkych druhf@i rodu Saccharomyces. Zde popsané
upravend precipitacni Ouchterlonyho metoda po-
skytuje moZnost rozdélit celkovy komplex antigen—

vy precipitatnich pruhfi ukazZe tak citlivé rozdily,
Ze se projevi i mezi samymi produkénimi kmeny
spodnich pivovarskych kvasinek [obr. 3). NaSe do-
maci kmeny se zdaji byt pomérné vyrovnane
v antigenni skladb&, aZ na nékolik vyjimek, zato
v3ak kmeny cizozemského pivodu jevi podstatné&jsi
rozdily. UZ jednou jsme ukézali na vyrovnanost na-
Sich domaécich kmenti, kdyZ jsme hodnotili jejich
hloubku prokva3ovédni podle chromatografickych
rozborti cukrii v mladinach a v pivé [19].

Rozdil v antigenni struktufe, ktery ukazuje kmen
¢. 48-19 upozoriiuje na to, Ze p¥i vyb&ru kmene pro
piipravu antiséra je zapotiebi postupovat velmi
uvaZené. Pro tento ti¢el jsme provedli novou typi-
zaci [14] maSich kment, abychom z nich mohli vy-
tFidit opravdu kmen primérnych vlastnosti. Z nej-
pramérngjsich kmeni jsme vybrali takovy, ktery se
u nas péstuje také v provozu. Jeho Cista kultura,
udrZovand v na3i sbirce, je tu vedena od jeho prvni-
ho zavedeni v bratislavském zdvod&. Piivodné& byl
odvozen od nasadnich kvasnic, vedenych v hole3o-
vickém zavodé& v Praze a méa proto spole¢ny pivod
s kmenem ¢&. 48-37. Patfi k jedném z nejrozsifenéj-
§ich néasadnich kvasnic u nés. Z tohoto divodu po-
kladame za nejvhodn&j3i pro hodnoceni sérotypi-
zace nasich produkénich kmenfi-na zavodech a pro
ditkaz divokych kvasinek, aby se pouZivalo jednot-
ného antiséra, pripraveného centrdlné. Tim by se
také metoda velmi zjednodu$ila, nebot by se elimi-
novala pom&rné& sloZitd imunizace kralik a pfipra-
va antiséra a zarucila by se jeho standardnost. Zdd
se, Ze metoda je tak citlivd, Ze miZe prokazat
i zmény ve funké&nich vlastnostech kmenil. V3echny
kmeny, které jsme p¥i biochemické a morfologické
typizaci [14] oznatCili za nepouZitelné pro vyrobu,
ukézaly se také rozdilnymi v antigenni struktuie
a dokonce nékteré ani nedévaly aglutinatni reakci.

Jak jsme se jiZ dfive zminili [20] pFi klasifikaci
kmenti a velmi blizkych druhti Saccharomyces
carlsbergensis Hansen, mozno tento druh chapat ve
smyslu uZsim (in sensu stricto) a ve smyslu Sirsim
(in sensu lato). V Sir8im slova smyslu jsou dnes
v systematikdch [21] k nému pfifazovany nékteré
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dfive samostatné druhy, jako napf. S. monacensis,
S. validus nebo kmen Frohberg. Biochemicky i mor-
fologicky nejbliZsimi druhy jsou S. logos a S. uva-
rum [18, 21]. Podle antigenni struktury se jevi tyto
druhy a kmeny sice velmi pfibuznymi, aviak piece
jen odliSnymi. Tak napf. kmen Frohberg se vice
podobéa S. logos neZli S. carlsbergensis. Mezi vemi
témito druhy a kmeny se jevi fylogeneticky vztah
velmi Gzky a v jejich progresivnim v§voji stoji
Saccharomyces carlsbergensis in sensu stricto na
mejvySSim stupni. Vysycovdnim jeho séra antigeny
nejblizSich druht bude moZno ziskat izolovany pre-
cipitatni pruh (jeden nebo vice), ktery by sérolo-
gicky charakterizoval druh Saccharomyces carls-
bergensis in sensu stricto.

Podobngé jako u zéastupci skupiny Saccharomyces
carlsbergensis in sensu lato a nejpiibuzn&jsich [nebo
snad synonymnich) druhi, také u ostatnich zastup-
clt rodu Saccharomyces 11. kvasného typu, se jevi
vzdjemna pribuznost nejen po strdnce biochemic-
kého metabolismu a tvarové variability, ale také po
strance antigenni struktury. Jak obr. 5—7 ukazuji,
maji tyto druhy mékteré antigeny spole&né, aviak
celkové se li8i jak od druhu S. carlsbergensis, tak
I mezi sebou. Tuto rozdilnost v antigenni struktufe,
jak se projevi precipitatni metodou, jsme pravé vy-
uZili kK moZnosti rozli3it divoké kvasinky od kul-
turnich.
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CBIBOPOTOYHBIM METO],
OIMPENEJIEHHS KYJIbTYPHBIX
H ITHUKHUX OPOKIKEV

ABTOpHI PacCMaTPHBAIOT BOAMOMKHOCTh
ONpeJesiTh PasJHuUUg MeXAY KyJAbTyp-
HEIMK, H IUKHMH JPOMIKAMH C IIOMOIILLIO
CBIBOPOTOUHOTO OCAAHTEJNLHOTO MeTo1a
¢ aBofiHOH nubby3neii B arapoBoM
rexe. B cratee oGpamaerca BHMMaHHe
Ha paanduds CyNIeCTBYIOIIHE MEXAY
OTHeJbHEIMH IliTaMMaMH Saccharomy-
ces carlsbergensis in sensu stricto
a TakmKe MeXIy IITAMMAMH JIPYTHX
BHIOB (EPMEHTHDYIOUIHX KaK MaJbTo-
3y, Tak u caxapo3dy. OnucuBaeMblll Me-
TOA MO¥KeT OHTb YCOBEPLIEHCTBOBAH
IyTeM MNpHMeHeHHS CHIBODOTOK HACH-
LIEHHBIX CPOACTBEHHBIMH THTIAMH.

SEROLOGISCHE METHODE FUR DEN
NACHWEIS DER KULTURHEFEN UND
DER WILDEN HEFEN

Die Autoren behandeln die Moglich-
keit der Ermittlung der Unterschiede
zwischen wilden Hefen und Kultur-
hefen mittels einer serologischen Pre-
zipitationsmethode, die mit doppelter
Diffusion in Agargel arbeitet. Es wird
auch auf die Unterschiede zwischen
den Spezies des zweiten Géartyps
(Maltose- sowie auch Saccharosever-
gédrend) hingewiesen, weiter auch auf
die Unterschiede zwischen den Stim-
men Saccharomyces carlsbergensis in
sensu stricto. Die Methode konnte
noch verbessert werden bei Verwen-
dung von Sera, die mit verwandten
Arten geséttigt wéren.

' SEROLOGICAL METHOD
OF DISTINGUISHING CULTURE
AND WILD YEASTS

The authors describe practical
application of a serological precipita-
tion method based on a two-stage
difusion in agar-agar gel for ascertain-
ing the differences between culture
and wild vyeasts. Some specific
features characterizing various strains
of Saccharomyces carlshergensis in
sensu stricto as well as strains of
stems fermenting both maltose and
saccharose are discussed in detail.
The suggested method can be further
perfected by employing sera saturated
with affine sorts.



