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K otazce rozliSovani koliformnich baktérii*)

OLGA BENDOVA, VERA KURZOVA, Vyzkumny tistav pivovarsky a sladafsky, Praha

V tomto sdéleni chceme &Gtenafe seznamit s mektery-
mi pohledy na otazku diferenciace koliformnich baktérii.
Jak znamo, je vyskyt zastupcll této skupiny v pivovar-
skych provozech pfedmétem fady diskusi a snah vy-
feSit tuto, do znaéné miry pro pivovary nepfijemnou
otazku. O vysledcich maZeho Zetfeni v rozsahu vyskyiu
téchto mikroorganismii v jednotlivgch fazich provozu
a o nékferych vlastnostech téchto baktérii, zejména se
zietelem k jejich schopnosti vyvijet se mebo pfezivat
v mladiné a v pivé jsme informovali jiZ na strankéch
tasopisu Kvasny priamysl [1, 2].

Pfi sledovani mnoZstvi koliformnich baktérii ¥ réznych
vzorcich odebranych z provczu se zjisténé zdrodky za-
roveii bliZe identifikovaly, Z celkového mnoZstvi kolon’i
na Endoagaru se namétkov& vybiraly nékteré kolonie,
které jsme hodnotili podle jejich morfologického vzhle-
du (velikosti, tvaru, kovového lesku, konzistence, zbar-
veni).- Sledovali jsme, zda je zavislost mezi t€mito zna-
ky a rodovou prisludnosti. Z naSich poznatkil vyplynulo,
Ze nelze doporuéit jakoukoli, byt pfibliZnou identifikaci
koliformnich baktérii pouze mna zdkladé morfologickych
znakld. Baktérie zastupujici jednotlivé rody, popf. druhy,
projevily znatnou morfclogickou nejednotnost a dokonce
ani kovovy lesk kolonii nebyl charakteristicky pouze pro
E.coli jak se ¢asto uvadi. V dalSich zkouSkich se po-
tvrdilo, Ze p¥i diagnostickém vy3etfovani jednotlivych
kolonii se nelze spoléhat na to, Ze jedina kolonie pfed-
stavuje populaci pomnozienou z jediné buliky. Mize jit
o smés baktérii a tudiZ vysledky biochemickych testd
mohou byt protichiidné a neocdpovidaji pak ukazatelam
stanovenym pro jednotlivé rody nepo druhy. Tim si lze
rovnéz vysveétlit, prof morfologicky shodn& wvyhliZejici
kolonie nemusi byt zdstupcl téhoZ druhu. Jde-li o smés
zarodkd, zéleZi 1 na kultivatnich podminkach, ktery
druh nabude pfevahy. Proto je bezpodmineZnd tfeba pra-
covat pfi identifikatnich testech s Cistymi kulturami, zis-
kanymi n8kolikerym stfidavym pasdZovanim pfes bujon
a masopeptonovy agar a rozizolovani kolonii. S takto
ziskanymi Cistymi kulturami lze poté provést biochemic-
ké testy. Chceme vSak upozornit, Ze kratkd pestrd fFada
(MCT, VP-reakce, citratovy a indolovy test) je pro pies-
nou identifikaci nedostaCujici, a Ze je tfeba ji roz8ifit
0 né&které dalidi testy. Tato kratka Fada je zaloZena na
zndmé skutefnosti, Ze E.co!i tvo¥i proti Aerobacter aero-
genes vice Kyselin, a to kyselinu octovou a mraventi,
a tudiZ se vice sniZuje pH kultivaniho prostfedi, zatim-
co Aerobacler aerogenes produkuje z glukodzy, pTitomné
v Zivném médiu, acetoin. Tento metabolicky d&j plsobi
pak jako meutralizalni mechanismus v té fazi rastu, kdy
se prostfedi oxyseluje a je podkladem dvou diagnostic-
kych zkoudek, a to metylferveiiového testu (MCT) a Vo-
ges-Proskauerovy reakce. VP-reakce je zkoufka na tvor-
bu acetylmetylkarbinolu. Mikroorganismy s pozitivni re-
akcl [Aerobacter] tvofi jako jeden zplsob pFemdny ky-
seliny pyrohroznové acetylmetylkarbinol {aceton], kterf
se na vzduchu oxiduje na’ diacetyl. Pozitivni VP-reakce
Je barevna reakce mezl diacetylem a derivdty guan nu,
pfitomnymi v peptoni. E.coli nedovede tvofit acetoin, a
proto dava negativni VP-reakci. U metylierveiiového tes-
tu. jde o barevnou zmeénu indikdtoru pH, pfidaného

*] Uvetreinéno ve zkrdcené formé& v bulletinu Vyzkumného dstavu
pivovarského a sladafského — v tisku —,

k Zivne phdé&, obohacené pfi kultivaci vytvoFenymi ky-
selinami (u E.coli pozitivni, u Aerobactera negativni
MCT]. Citratovd zkouska je zaloZena na rozdilné schop-
nostl asimilovat citrat jako jediny zdroj uhliku (pozitiv-
ni u Aerobactera, negativni u E.coli). Testem na tvorbu
indolu se dokazuje jeho pfitomnost v kulturdch E.coli,
kdy indol vznikd za tfasti enzymového systému z tryp-
tofanu, pFitomného v kultivaénim prostiedi.

Jak jiZ byloe uvedeno, je v3ak tfeba kromé t&chto za-
kladnich zkouSek Fady dalSich testli, jmenovitd jde
0 zkvaSovani glukdzy, laktdézy a manitolu, o asimilaci
KCN, 0 enzymovou &innost pfi 5tépeni mofoviny, amino-
kyselin fenylalaninu, lyzinu, ornitinu a argininu a
v neposledni fadé& i o dikaz tworby sirovodiku z cys-
teinu. Kromé& Cramovy reakce je tfeba sledovat
i pohyblivost vySetfované kultury. Touto rozsifenou fa-
dou testdt jsme vyhodnotili 70 izolovanych kolonif a zjis-
tili jsme, Ze se ve vzorcich odebranych v rlznych fézich
pivovarského provozu nejcastéji vyskytuji pfisludnici ro-
du Enterobacter (diivéjsi oznaceni Aerobacter), a to asi
v 50 % =zastoupeni a dile pak E.coli ve 30 % celkového
pottu. Ostatni zjisténé poféty patfily rodiim Serratia, Ci-
trobacter, Klebsiella, Providentia aj. zastupclm &eledi
Enterobacteriaceae.

Ani v jediném pFipadé nebyl identifikovan vyslovends
patogenni mikroorganismus, nap¥?. Salmonella nebo Shi-
gella. Presto viak je tfeba mit na zfeteli, ¥e podmin&nd
patogenita zjist€nych mikroorganismi je v meposledni
fad® ddna jejich poCtem a sérotypem. Jak jiZ bylo uve-
deno, 5lo pfi t&chto zkoudkdch o namétkovy vybér izo-
lovanych kolonii, u nichZ se provedla diagnosticka dife-
renciace fadou zmin&nych biochemickych testd. Chce-
me-1i v3ak v pivé stanovit procentudlni podil zdrodk(
E.coli, tj. typickych zistupci mikroflory fekalniho pi-
vodu, je tfeba identifikovat vEechny jednotlivé kolonie,
které se vyvinuly na Zivné piidé (na Endo-agaru). Lze
si snadno pfedstavit, Ze zde jde o nérofnou praci pri
nezbytné nutném poftu testd,

Zetkdvame se se snahou mit k dispozici metodu, kte-
rou by bylo moZno tuto identifikaci rychle provadét. Na
tomto mist& je tfeba predevdim uvést zkousSku podle
Ejkmana, ktery ziistil, Ze koliformni baktérie pochéze-
jici z fekalil teplokrevnych Zivodichd rostou a tvo¥i plyn
v glukézovéem médiu p¥i 46 °C, zatimco koliformni zirod-
ky ze studenokrevnych ZivoCicha tuto vlastnost nemaji.
Od té doby byla popsdna Fada modifikaci tohoto pii-
vodniho testu, tykajicich se pouZivaného média i kulti-
vatni teploty. Mimoto se nyni doporuduje pouZivat MGT-
testu (Mackenzie-Gilbert-Tayloriiv test), zaloZeného na
kultivaci vzorku ve specidlni Zivné pfidé se Zlufovymi
solemi a briliantovou zeleni pfi 44 °C za soudasného
sledovani tworby plynu v této pGdé a tvorby indolu
v peptanoveé vodé.

Abychom ovéfili tyto udaje a zjistili zphsob, jakym
by -se tato rychld identifikace mohla p#i potieb& pro-

‘vadét, porovndval jsme rlst a tvorbu plynu u kultur

riznych kmenid koliformnich baktérii v peptonové vadé
s glukozou, laktézou a v pidé podle Mackenzieho. Zjis-
tili jsme, Ze pfi 44 °C tvofi plyn nejen E. coli, nybri
i Enterobacter a Citrobacter, a to kmeny jak sbirkovs,
tak i izolované z piva, pop¥. z fekalii (E. coli). Tento
zpiisob nevede Ke spolehlivym vysledkGm identifikace,
aniZ by se provedl test na tvorbu indolu. RovnéZ je tieba
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povaZovat pouze za orlentadni vysledky, ziskané sou-
b&¥nou kultivaci vzorkli na Simonsové citratovem aga-
ru a ma Endové phdé.

P této zkouSce vychdzime ze zndmé zkufenosti, Ze
ze zdstupcl &eledi Enterobacteriaceae je to prakticky
pouze E. coli, kterd na této plidé neroste, protoZe ne-
asimiluje citrat jako jediny zdroj uhliku. Pochopitelng
zde vylufujeme moZnost vyskytu Shigelly jako dalsiho
citrétnegativniho zdstupce této Celedi, Z rozdilu mezi
podtem kolonii vyrostlych na Endo-agaru a na Simmon-
sovd citratovém agaru lze zhruba orientadnd zjistit pofet
téchto citrdtnegativnich zdrodki, I zde by vSak bylo
tfeba pofitat pouze s priblinymi vysledky, protoZe by
mohly byt zkresleny piftomnosti nkterych citrdtpozi-
tivnich forem, které podle n&kterych nizord mohou za
uréitych podminek vznikat z citrdtnegativnich forem a
zastupovat kontaminanty, které vySetfovany vzorek in-
fikovaly pfed deldi dobou. Uvé&di se totiZ, Ze zmnény
antigenni struktury a kvasnych vlastnosti mohou nastat
i u E. coli izolované z fekalii pacientl ktefi prod&lali
dysenterii nebo tyfus a déle pak i vlivem subbakteri-
cidnfch davek sulfonamidii a antibiotik a konetng
i chlorované vody, kdy vzriistd procentovy podil citrét-
pozitivnich forem.

Zavérem k této pracovni etapd lze zcela oprdvnEng
vyslovit nézor, Ze pi vyskytu koliformnich baktérif
v pivovarské vyrobd neni podstatné, zda pivo obsahuje
nebo neobsahuje E. coli a v jakém procentovém zastou-
penf, protoZe pFitomnost i ostatnich zdstupcd této sku-
piny je ne¥adouci. Pfitom nejde jen vyhradn& o epide-
miologické hledisko, nebot patogenni mohou byt nejen
nikteré sérotypy E. coli, nybrZ i Enterobactera a Citro-
bactera, jejich# uplatnéni by pak zdviselo na velikosti
infek&ni davky a na vnimavosti lidského organismu.
Jde tu viak pfedeviim o to, Ze masovy vyskyt infekci
koliformnich zarodkd celkové indikuje nedostateiny
stav sanitatnich praci ve vyrobé.

Tabulka 1
Riist a tvorba plynu u koliformnich baktérii pFi 44°C

]
Glu- | mamesss

Kmen | Piida podle
| kbza ! Mackenzieho
| | !

E. coli — fekdlniho

pavodu XX XXXXX HUNX—T
E. coli — izolat z piva KX OHARHKX XRXXX
E. coli — izoldt z piva KX HXKKX XXXXX

E. coli — sbirkovy

Enterobacter —

izoldt z piva XX XHRRXAHKX XX++

izoldt z piva KK WH XK K KX +-+

Enterobacter —

shirkovy XX XHXHXXX XXXX+

Citrobacter — izoldt

z piva e e I o e

Citrobacter —

shirkovy XX XAXXX XXXXH+
-+ =rhst, X = rusts tvorbou plynu
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K BOITPOCY PA3JIMHEHHI
BAKTEPHM TPVIIIIDI
KHIIEYHOM TIAJIOUKH

BACIERIA

DISCRIMINATION OF COLIFORM

ZUR FRAGE DER UNTERSCHEIDUNG
DER COLIFORMEN BAKTERIEN

Ecnu nHB0 3apameH0 OGakTepHUsSIMH
rpynnbl KHIIEYHOH NafoykH, TO IpH-
cyTcTBHE HJH oTcyTcTBHe E. coli, HH
€r0 KOHIEHTPAUHIO HeJb3® CUMTATh
eMHCTEEHHLIM KDHTEpHEM OUEHKH K-
yecTBA TNPOLNYKTA, TaK KaK Hexela-
TeNbHBIM SBJsieTcsl TaKKe MNpPHCYT-
CTBHE JPYIHX BHI0B, BXOAALIHX B 9TY
rpynny. OueHKy He cJAelyeT IPOH3BO-
JAUTh MCKJIOUHTENbEO C 3MHIAeMHOJOTH-
yecKO# TOYKH 3DeHHf, TaK KAaK MaTo-
TeHHHMH MOTYT OHITB HE TOJbKO
onpenenenxsle ceporunsl E. coli HO
u Enterobactera u Citrobactera. HMx
thaKTHUECKOE BJIMAHHA 3aBHCHT Kak
OT WX uHcla B I[HIIEBAPHTENbLHBIX
Oprauax, TaKk H OT YYBCTBHTEJNLHOCTH
WHAMBHAYAJBHBIX Juil. MaccoBule 3a-
GoMeBanHs, BH3blBaeMEie OaKTepaaMu
TPYNNBL KHIIEYHOH NaJOUKH, HOKA3BI-
BAIOT, 4YTO 3aBOJ He ylIeJsder IOJXK-
HOTO BHUMAHHA CAHHTAPHO-THTHEHH-
YeCKHM YCJOBHSM INPOH3BOJCTBA,

If the beer is infested with coli-
form bacteria, the presence of ab-
sence of E. coli and ifs concentra-
tion cannot be taken as an omnly
criterion for evaluating the micro-
biological conditon of the product,
since other representatives of the
coliform group can be harmful, too.
The problem should not be reduced
to epidemiologie point of view, as
Enterobactera and Citrobactera must
be considered pathogenic mno less
than certain serotypes of E. coli
Their influence depends on the con-
centration in alimemntary organs and
susceptibility of individuals. Gene-
rally any large-scale infestation with
colifofm bacteria is a symptom of
very poor sanitary cond tions gt bre-
weries in question.

Bei dem Vorkommen der colifor-
men Bakterien im Prozess der Bier-
herstellung ist nicht die Frage we-
sentlich, ob das Bier E. coli enthdlt

_dder micht enthdlt und in welchem

Prozentsatz, denn auch d'e Anwe-
senhe’t anderer Bakterien dieser
Gruppe ist unerwiinscht. Dabel
handelt es sich nicht ausschliesslich
um den epidemiologischen Gesichts-
punkt, weil n'cht nur einige Sero-
type E. coli, sondern auch Entero-
bactera und Citrobactera patogen
sein kdnnen; ihre Durchsetzung
wiirde dann von der Grosse der In-
fektionsdosis und der Empfénglich-
ket des menschlichen Organismus
abh#ngen. Das Hauptproblem liegt
darin, dass ein massenwelses Vor-
kommen von Infektionen coliformer
Bakterien den ungenfigenden Ge-
samtstand der Sanitationsarbeiten in
der Produktion indiziert.



