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Elektivhi puda pro zjisténi kvasinkovité infekce v drozdaistvi

BOZENA BURES0QVA, PAVEL RACH

Vyzkumny tustav kvasného prumyslu, Praha

Pouzivani ¢&istych kultur kvasinek pfi vyrobé
drozdi usnadfiuje vyrobni proces a ovliviiuje pfizni-
vé jakost vyrobku. Proto i nevelké mnoZstvi kon-
taminaénich mikroorganismi, jez se dostane do
kvasné kadd a Casto se rychleji pomnoZi nez kul-
turni kvasinky, zhor§uje jakost vyrobku.

Kvasinkovité mikroorganismy infikujici drozd'a¥-
ské kvaSeni patii ke sporogennim i k asporogennim
kvasinkam, jeZ dosud se v technické praxi sothriing
oznaduji jako ,divoké kvasinky”. Ze sporogennich
kvasinek jsou to rody Pichia ( P. membranaefaciens),
Hansenula (H. anomeala), a z asporogennich rody
Candida (C. mycoderma), Torulopsis (T. colliculo-
sa), Klickera (K. apiculata). Cukr z melasy dobte
vyuZivaji Candida, Torulopsis a Hansenula, pii temz
se rozmnozuji tak, Ze nesnizuji vytéZek kvasni¢né
hmoty. Jsou Skodlivé zejména tim, Ze zhorSuji mo-
hutnost kynuti a kvasivost drozdi a ovliviuji ne-
priznivé jeho trvanlivost.

Abychom zaruCili standardni jakost vyrobkid, je
nutné znat podminky biologické ¢cistoty provoznich
kultur drozdafskych ras Saccharomyces cerevisice
Hansen.

Problémern detekce a identifikace kontaminaénich
mikroorganismi a vypracovanim vhodnych metodik
zabyvalo se jiZ mnoho autorf [1, 2, 3, 4], ale pfesto
neni znadma jednoduchi metodika pro spolehlivé
stanoveni biologické éistoty provoznich kultur droz-
dafskych kvasinek. K rozliseni kvasinkovité infekce
od kulturnich kvasinek a k vyjadieni pomérného
pottu se pouziva téchto metod:

a) Mikroskopické pozorovdni. — Touto metodou
zkueny pracovnik rychle, ale zato nedokonale
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zjisti povahu a mnoZstvi infikujicich mikrobf
v kultuie nebo ve vzorku z provozniho kvaseni.
Poc¢itaji se jednotlivé buriky infekénich mikro-
organismii v zorném poli nebo v potitaci ko-
miirce. Tatc metoda jiZ ndm nevyhovuje a neni
spolehlivd pfi zjisténi druhového slozeni infekee,
zvlastd jde-li o pFitomnost nezidoucich druhil
kvasinek, z nichZ nékteré se tézko vzajemné
morfologicky odlisuji pro velkou wvariabilitu a
polymorfii. Lodderovd (5) napf. u druhu Candida
mycoderma uvadi, Ze vytvari tfi druhy bunék
ligici se od sebe tvarem i velikosti. Mikrosko-
pickd metoda byvad nékdy dopliovana rhznou
barviei technikou pro zjisténi mnozZstvi infikuji-
cich mikroorganismd, hlavné bakterif.

b) Pocitdni a rozlifeni kolonit na Petriho miskdch
je presnéjsi neZ metoda mikroskopicks; pfed-
pokladem pro UspéSné zjiSténi mmnozZstvi a po-
vahy bakteridlni a kvasinkovité infekce je vhodny
substrat, na némz by nerostly kulturni kvasinky
nebo aby jejich rist byl omczen na minimum.
Splnéni tohoto poZadavku neni nesnadné, poné-
vadZ naroky kulturnich kvasinek na Ziviny
jsou pfiblizné stejné jako kontaminujicich
mikrcorganism.

—

Rast kulturnich kvasinek se potla¢uje vhodnymi
elektivnimi antibiotiky nebo antiseptiky, ¢imz se
usnadfiuje rast ostatnich mikroorganismt, nebo se
vyuziva rozdilné asimilace C latek u ,divokych” &
zulturnich kvasinek. Whiffenovd ve svych pracichk
[6, 7] upozornila na inhibi¢ni ucinek actidionu,
antibiotika ziskaného z uréitého kmene Strepto-
myces griseus pii vyrobé streptomycinu. Actidion
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tlumi rést kulturnich kvasinek jiZ v nizkjch kon-
centracich, aniZz ovlivni rist bakterii. M4 viak vliv
i na rist asporogennich druh@ kvasinek, jak uvadi
Whiffenova [7], a na rdst Saccharomyces cerevisiae;
napf. Candida utilis je inhibovana stejnou davkou
actidionu, tj. 10 ug/ml.

Bockelmann [8] zjistoval sekundéarni infekei nasad-
nich pivovarskych kvasnic metodou tzv. ,potlaéu-
jici kultivace” (forcing test), kdy se ke standardni-
mu mediu pridaval actidion pro potlageni riistu kul-
turnich kvasinek a polymyxin s penicilinem pro
potladeni bakterialni infekce. -
Beech a Carr [9] zkouSeli inhibi¢ni Géinek 26 anti-
biotik a 24 antiseptik na 23 riiznych sporogennich
1 nesporogennich druzich kvasinek a zjistili rozlié-
nou resistenci.

Elektivni antibiotika a antiseptika piidavali
autofi [6—9] ke standardnim Zivnym ptdam a vy-
sevovou metodou na Petriho miskich zjistovali
jakost i mnoZstvi infekce.

Elektivni asimilace C ldtek: Vhodny biochemicky
test pro rozliSovani jednotlivych druhd kulturnich
a divokych kvasinek, pouZitelny téZ pro pritkaz kva-
sinkové infekce, je asimilace uréitych C latek. Jako
uhlikatych latek pouZivali autofi k asimilaénim
testim pouze glukosu, fruktosu, mannosu, galak-
tosu, maltosu, sacharosu, laktosu a metylalkohol;
pozdéji Wickerham a Burton [10] polysacharidy, or-
ganické kyseliny, vy$si alkoholy a podle vysledkd
je rozdélili do nékolika skupin.

Wiles [11] vyuZil rozdilné asimilace uhlikatych
sloufenin k prikazu divokych kvasinek v kultufe
pivovarskych kvasinek.

Lodderovd a Kreger van Rijovd [5] stanovuji u kva-
sinkovitych mikroorganismt asimilaci riiznych
uhlohydratd (mono- i disaccharidi) modifikovanych
auxanografickym testem podle Beijerincka [13] a
metodou Wickerhamovou [12] na tekutych substra-
tech.

White [14] doporu¢uje k priikazu bakterialni a kva-
sinkovité infekce pfi drozdatském kvasgeni substrat,
kde zdrojem C jsou tzv. ,nezkvasitelné cukry” (ra-
finosa, laktosa), dile mannitol a glycerol. Principem
tohoto testu je, Ze suspense kvasinek je zaotkovana
do media, jeZ obsahuje rafinosu popt. laktosu a
mannitol s glycerolem, tj. vesmés latky, které kul-
turni kvasinky nedovedou asimilovat, ale jeZz jsou
vyhovujicimi Zivinami pro riist bakterii a infekce
ikvasinkovych mikroorganismi.

Levi [15] zjitoval infekéni mikroorganismy pekaf-
ského droZdi na dvon substratech, které obsahovaly
jako zdroj C latek xylosu (Xylose-Mineral Salts
Agar-XMSA) nebo jantaran amonny (Ammonium
Succinate-Mineral Salts Agar-ASMSA). Na druhé
pidé (ASMSA) lépe rostly divoké kvasinky z rodu
“andida, Torulopsis, Trichosporon ne? kulturni
kvasinky.

Pokusna metodika

L3

Na zakladé zkuSenosti ziskanych pri identifikaci
kvasinkovitych mikroorganismi infikujicich droz-
dafské kvaseni a praci s antibiotiky, zvlasté s acti-
dionem (dosud nepublikovino) jsme pristoupili

Seznam mikroorganismi k testovdni elektivni pidy

Oznafeni kultury Plvod
Kvasinky:
Celed Endomyfcetaceae
Saccharomyces cerevisiae Hansen Drozdarna
Liban
Saccharomyces cerevisiae Hansen, V E B Back-
rasa Union I hefe-Leipzig -
Saccharomyces cerevisiae Hansen, Ovécadsky
rasa Ja } lihovar SSSR
Saccharomyces sp. Fleischmann,

rasa 7754 ATCC -
Saccharomyces sp. Tanner,

rasa 2631 ATCC -
Saccharomyces carlsbergensis,

Tanner, rasa 2345 ATCC -
Saccharomyces exiguus Hansen CBS -
Saccharomyces fragilis Joérgensen VSCHT

(Dr. Rach)
Saccharomyces lactis 1 Dombrowski | Shirka prof.
: Niethamme-
! rové -
Saccharomyces willianus Saccardo CBS
Saccharomyces oviformis Oster-

walder CBS
Saccharomyces chodati Steiner CBS
Saccharomyces uvarum RBeijerinck CBS
Pichia sp., rasa 19 VSCHT

Pichia sp., rasa 20

Pichia membranaefaciens Hansen,
rasa 21

Pichia fermentans Lodder

Pichia membranaefaciens Hansen,
rasa 25

Pichia polymorpha Klicker

Pichia membranaefaciens Hansen,
rasa 26

Hansenula anomala Hansen
et E’r Sydow

Celed Cryptococcaceae
Candida utilis Henneberg, rasa 8/V

Candida utilis Henneberg, rasa 31

Cand’da mycoderma Rees,
rasa 179/3
Cand'da mycoderma’ Bees, rasa 1
Candida guillermondi{ Langeron
et Guerra 7~
Candida catenulata Diddens
et Lodder
Candida intermedia Langeron
et Guerra
Cand’da pelliculosa var. cylindrica
Cand‘da pelliculosa Redaelli
Candida pulcherrima (Lindner)
Windisch
Candida tropicalis (Cast.) Berkhout

Candida pseudotropicalis, rasa W.

Candida pseudotropicalis var.
lactosa

Torulopsis colliculosa (Hartmann)
Saccardo

Rhodotorula rubra Lodder

(prof. Satava) -
Kolachov, USA
CBS

CBS

CBS
Carlsberg -
Kodarn
Carlsberg -
Kodan
VSCHT
(Dr. Rach)

Vyroba toruly -
Uniov

Sbirka prof.
Niethamme-
rové

VUKP
VUKP

B. U, CsAv
B. U. CsAv

B. 0. CsAV
B.U. CSAV
B. 0. CsAV

B.U.CsAvV
Laboratof prof.
E. A. Plevako -
Moskva
Zellstoffwerk
Witenberge,
NDR

B. U. CsAvV

CBS -
VUKP -

Pokraé. tab. na str. 62
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Testy elektivni pudy .
Oznafeni kultury Plvod
b s ast
Bakterie: o Néazev kultury 48—72 7
Celed Bacillaceae hod fetng
Bacillus subtilis U.E. M.
Bacillus megatherium U.E. M. b 1
Bacillus cereus U.E. M. Cisté kultury:
Bacillus cereus var, mycoides U.E.M. Saccharomyces cerevisiae Union I — —
Saccharomyces cerevisiae Libafi = —
Tabulka 1 Saccharomyces cerevisiae, Ja — —
[ Saccharomyces sp., rasa 7754 o —
Vysvétlivky: Saccharomyces sp., rasa 2631 —
ATCC — American Type Culture Collection, Washington, Saigtslgrgéz%ces Carisherpetig il 2l
USA : = .
CBI-Slsl— (c:lentralbureau voor Schimmelcultures, Baarn, ggggﬁggﬁ;ggﬁ ff;gﬁ;‘ss & i
an: 115 — e
VE‘EC?{EL‘ — Vysok4 Ekola chemicko-technologickd, Praha ggggﬁzigggggz g’é%f;;fs = =
VUKP_— Vyzkumny Ustav kvasného prumysly, Praha Saccharomyces chodati = =
B.El:J. (lisaAV Z_ Ustiedni biologicky Gstav Cs. akademie vé&d, Saccharomyces uvarum o —_
0. EEaM. — Ustav epidemiologie a mikrobiologie, Praha E‘éﬁii zg’ iizz %g i = i %
5> — = Pichia membranaefaciens, rasa 21 'i 4
*: vypracovani nové plidy vhodné pro kontrolu bio | BGLS PO LNl ens, rasa 25 |+ +
logické é&istoty drozdaiskych kultur a kvaSeni. Pichia polymorpha — —
Mikroorganismy: K vyzkoufeni nové pady byly Pichia membranaefaciens, rasa 26 £ ik
pouZity rizné druhy ascosporogennich i anasco- Hansenula anomala =+ &
sporogennich kvasinek a nékteré druhy bakterii, jeZ gangiga Ut!ﬁﬁ 8/V. - i :,t
se vyskytuji ¢asto v melasovych drozdarskych za- Ciﬁd}d‘; ‘:j;éi’dgi?ac'rasa 179/1 o Lap
parach. Seznam mikroorganismt je v tabulce 1. Candida mycoderma’l + +
Candida guilliermondii .+
Priprava elektivni pidy k rozliSeni rodu Saccharo- Candida intermedia =it
myces od rodu Pichia a Hansenula a Eeledi Candida mesenterica s I = i
Cryptococcaceae S T
Pri piezkouseni elektivnich agarovych pld Levi- Candida pulcherrima i I i
ho [15] s xylosou, popf. jantaranem amonnym jako gﬁ%‘é’g&rﬂﬁuf&gz?mahs wax, gt + o+
zdroji C jsme zjistili, Ze nedochazi k potlageni ristu Candida tropicalis + +
rodu Saccharomyces, takZe elektivita pid je sporna. Candida pseudotropicalis + +
Vzhledem k tomu, e jsme i na pouhém’ vodnim Bacillus subtilis T EE e
agaru (2,5 %) pozorovali pomaly, ale pfesto zfetel- g‘;z:ﬁﬁz gggighe”“m o o
ny rist kvasinek rodu Saccharomyces, pouZivali Bacillus cereus var. mycoides — -
jsme nadale kfemititého gelu jako ztuZovaciho pro-
stfedku. Do tohoto gelu jsme pak piidavali uhlikaté Smési kultur:
a dusikaté latky, o nichZ je znamo, Ze nejsou rodem -l iy,
Saccharomyces asimilovany nebo jsou asimilovany Jagehargryoes. cerevisias Liban S e
r i S : Candida mycoderma + 4+ + +
Jea po d9131v§1£i'apta01. . . o T Saccharomyces cerevisiae Libaf —_ — = 3
Nejvhodn&j§i byla kyselina jantarovd (popf. jeji Candida tropicalis LIS L
anhyrid) a betain (hydrochlorid). MnozZstvi betaino- saccharomyces cerevisiae Libf e i
vého dusiku v Zivné plidé odpovidd mnozstvi ob- " candida pseudotropicalis + + + + ]
sazeného v normalni melasové droZdaiské zapate. Saccharomyces cerevisiae Libafi e |
Pfiprave kiemiéitého gelu: Ke Kkyseliné solné Rhodotorula rubra + £ | ¥ K |
(h. 1,08 aZ 1,10) se pfid4va za promichévani stejné Saccharomyces- cerevisiae Ja —— | == |
mno¥stvi vodniho skla (h. 1,06 aZz 1,08). Smeés se Candida mycoderma + + |+ F ]
povaii k vypuzeni COz a rozléva po 20 ml do steril- iamh.ammyces venevisiae 1A SN .
: : : . g SR andida pseudotropicalis i +
nich Petriho misek. Misky se po naliti nechaji né- Sioharotireel Cioarinee B 7 e 1
kolik hodin stat, smés ztuhne v gel. Kdyz je gel Candida tropicalis ++ |+ +
dostateénd tuhy, ulo? se misky do’ fisté nadoby a Saccharomyces cerevisiae Ja SUTEE R i
promyvajl vodovodni vodou 2 aZ 3 dny. Po té se Rhodotorula rubra + + + + |
promyji horkou destilovanou vodou, lehce osusi Candida utilis, rasa 8/V + + + + 1
v thermostatu a nasycuji pfislusnym roztokem. Candida pseudotropicalis + 4+ [ + i
Dusikaté #iviny (N amonny, N asparaginovy) Candida utilis, rasa 8/V + + |+ %
b&snd pouZivané jinymi autory [11—15] byly na- Candida tropicalis ++ | il
hrazeny betainem, ktery neni asimilovan kulturni- i %
mi kvasinkami, ¢im? se zvysila elektivni Géinnost —=
plidy. Tabulka 2 i
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Koneéné sloZeni elektivni puady

Anhydrid kyseliny jantarové 60 g
Betainhydrochlorid Sl S0 TAg
JCRGRO L. F L0 Tt (eI ERe Sy s o
B O T O Bl f s e el i 5 (B
Destilovana voda . 100 ml

Pida se steriluje 1X v pafe po 40.minut, pH
pudy 5,5.

Detekéni zkouSka: Petriho misky s 20 ml osuse-
ného gelu se pieliji 4 ml uvedeného sterilniho
roztoku, ktery se nechd volné difundovat, pfebytek
vody se odpafi vloZenim pootevienych misek do
thermostatu pfi teploté 50 az 55°C na dobu 3 aZ
4 hod; thermostat byl pfedem desinfikovan. Misky
se pak uzaviou-a Garkovou nebo vysevovou meto-
dou zao¢kuji zkouSenou suspensi mikroorganism®f.
Kremiéity gel pfi inkubaci snadno vysycha a proto
je nutné vlozit jej do vétSich sklenénych uzavienych
Petriho misek se sterilni vatou pfesycenou sterilni
vodou. Kultivaéni doba je 48 aZ 72 hod, pfipadné
aZz 7 dna, teplota pfi kultivaci je 28—29°C.

Hodnoceni vysledka zkouSek

Celkem bylo taktoc vySetfeno 23 druhl sporogen-
nich kvasinek z c¢eledi Endomycetaceae, 14 druhii

Candida mycoderma, rasa 1

Pichia membranaefaciens, rasa 26

Candida pseudotropicalis, rasa W

asporogennich kvasinek z c¢eledi Cryptococcaceae a
4 druhy bakterii z ¢eledi Bacillaceae. Kvasinky byly
zkoudeny v ¢istych kulturach i ve smésich dvou
kultur v poméru 1 :1, vysledky vyjadfené negativ-
nim nebo positivnim ruastem zkouSenych kvasinek
jsou uvedeny v tabulce 2. Priklady rastu nékterych
druhti jsou zfejmy z pfipojenych snimk.

Z vysledkt v tabulce 2 wvyplyva, Ze kvasinky
z rodu Saccharomyces nerostou na této padé, takze
jejich rtst nemusi byt tlumen Zadnym jinym in-
hibitorem, coZ je pPednosti nové pldy. Kvasinky
z dalSich zkouSenych roddG (Pichia, Candida atd.)
rostly na této pidé vétsinou dobfe, vyjma nékterych
druhg, jeZ se méné ¢asto vyskytuji pfi kontaminaci
provozniho kvaseni. '

Ve smésich kultur rodu Saccharomyces a rodi
Pichia, Hansenula a ¢eledi Cryptococcaceae nerostly
kulturni kvasinky Saccharomyces.

Ve zkouSeni inhibice ristu dalsich druht bakterii
se bude jeSté pokracovat. S novou pudou bylo do-
sazeno dobrych vysledki pii biologické kontrole
provozu droZzd'aren v Koliné, Plzni a Krasném Brez-
nu, po zkouSkach v dalSich zavodech bude podana
souhrnna zpravas.

/ Souhrn

Byla pripravena nova elektivni pida pro zjisténi
kontaminace v droZd'aistvi rody Candida, Torulop-
sis, Hansenula, Pichia, Rhodotorula. RGst rodu
Saccharomyces je touto padou inhibovan. Do pro-
stfedi neni tfeba pridavat inhibujici latky. Rust
bakterii.- je touto plidou tlumen. Elektivni pida
s anhydridem kyseliny jantarové, betainem a an-
organickymi solemi je vhodna pro zkouseni ¢istych
i smésnych kultur mikrorganism@ a kvasicich
tekutin odebranych z vyroby.
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BBIBOABL

Bilna NDHCOTOBIEHA HOBAf SIEKTHBHAsd CPena JJIA OIpenete-
HpZ KOHTAMHHALNH B JPOKIKEBOM ITDOHIBOJCTEE POAOM Candida,
Torulopsis, Hansenula, Pichia, Rhodotorulas.

Poer poja Saccharomyces 3Tof cpenoll mHTHONPYeTcd. K cpene
He Hajmo HpudABASTHE MHTHOMDYIOINHE BeINECTBa, Pocr GaxTepHit
aToit cpemoif moAaBiagercd. DJEKTHEHAL cpeda ¢ aHTHIAPHIOM

ANTApEOA ENCIOTHI, OETAMHOM M HEOPTAHNYECKHMH COJISIMH NpH-
roqHMa A5 MCCJAENOBAHHS YHCTHIX KYIBTYP M CMeCeH MHEDOOD-
raHH3MOB H OpOISINHX HHIKOCTEH B3ATBIL B IPOH3BOACTBE.

SUMMARY

New elective medium is described which has been pre-
pared for detecting contamination of yeasts by geni
Candida, Torulopsis, Hansenula, Pichia, Rhodotorula. Pro-
pagation of genus Saccharomyces in the new medium is
effectively inhibited. No inhibitive additives are therefore
necessary. Propagation of germs is restricted and sup-
pressed. The medium based upon the succinic acid an-
hydride, betein and anorganic salts is suitable for testing
pure culture, determining admixed microbes and checking
samples of fermenting liquids.

Ve 2. Gisle dasopisu Kvasny primysl na str. 43 byl uve-
Fejnén Elanek Moskevskd droZddrna, jehoZ autorkou byla
technickgm nedopatienim oznatena H. A. Dustinova.
Sprivné md znit A. D. Ustinova, coZ si &tendaf lask. opravi.
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