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Pida k specifickému prilkazu a stanoveni laktobacili

Ing. JAN SAVEL, Jihoteské pivovary, n. p., Ceské Bud&jovice

Ovod

Prikaz a stanoveni laktobacildi je jednim z nejdileZi-
t&jSich a nejtast&j¥ich rozbor pivovarské mikrobiologie.
K tomuto dlelu se pouZiva riznych phd, jejichZ zékla-
dem je Zivné prostiedi, v némZ se tyto baktérie dobfe
pomnoZuji. Casto se k plidam pridavaji dalsi latky, slou-
zici k potlaCeni ostatni mikrobidlni kontaminace, napr.
g-fenyletanol, ktery potlatuje riist gramnegativnich
baktérii.

Kromé laktobacilli rostou zpravidla na téchto pldach
i pediokoky, které se s nimi €asto vyskytuji. K rozli-
Seni se jednotlivé kolonie mikroskopuji, coZ je zdlouha-
vé a pracné. Dosud neni znam vhodny inhibitor, ktery
by potlatoval rist pediokokii, ale nebranil v rozvoji
laktobacild.

V predeslé praci (Savel a Prokopovd, 1974) jsme pro-
kéazali, Z= piidavek vhodného mnoZstvi chloridu kadem-
natého k plidé z prokvasené sladiny potlacuje rist riz-
nych kmenfi pediokokil, zatimco laktobacily na této pi-
dé dobfe rostou. Minimalni inhibi¢ni koncentrace CdCl, .
. 2,5 H,0 pro laktobacily se pohybovala v rozmezi 200
az 1400 mg/l, pro pediokoky v rozmezi 1,6 aZ 100 mg/l.

V této prdci jsme se pokusili vyuZit rozdilného inhi-
bi¢niho G¢inku chloridu kademnatého k sestaveni pidy
pro specifické stanoveni laktobacilii.

Material a metody

Plivod rGznych kmenl laktobacili a pediokokd, pfi-
prava zdkladni Zivné pidy B— pro jejich kultivaci, zpi-
sob kultivace, pouZité chemikalie a ostatni metody po-
pisuje pFedeslé sdéleni [Savel a Prokopovd, 1974).

Pida B- s pridavkem @-fenyletanolu (B+). Pfed roz
levanim na misky se k pid& B— ochlazené na 50 °C pfii-
dal g-fenyletanol (0,3 % obj.).

Pida B+ s pridavkem chloridu kademnatého. Soutas-
né s pridavkem g-fenyletanolu se pridal sterilni roztok
chloridu kademnatého v takovém mnoZstvi, aby se do-
sdhlo poZadované koncentrace.
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O&kovdni suspenzi baktérii na pevné pihdy. 0,1 ml
suspenze baktérii (zfedéné podle potiFeby sterilni vo-
dou) se pe pipetovéni na plotny piid B—, B+ a na tyto
pidy s chloridem kademnatym, rozetfelo sklen&nou ty-
Cinkou. Stejné se oCkovaly vzorky piva, mladiny a kvas-
nic. Kromé toho se podle potreby ockovaly baktérie
oCkovaci jehlou na plotny ztuZenych pd (viz dalsi text).

Postup priace a vysledky

a) Stanoveni minimdlni inhibiéni koncentrace chlori-
du kademnatého v pladé B— s pridavkem {-fenyletanolu

Na plotny pidy B+ s chloridem kademnatym se otko-
vaci jehlou oCkovaly kmeny mlé&ng¢ch baktérii. Po kul-
tivaci se cdeCetla hodnota nejniZ3i koncentrace chloridu
kademnatého, pfi niZ byl riist jednotlivych kmeni dplné
potlaten. Tyto hodnoty spolu s hodnotami zjisténymi
s plidou B- (Savel a Prokopovd, 1974) uvadi tabulka 1.

Tabulka i. Minimdlni inhibiéni koncentrace CdCl, . 2,5
H,0 v puddch B- a B+

Minimilni inhibiéni koncentrace
. (MIC) Cd C1,. 2,5 H,0 (mg/l) MIC (B™)
v pudé e
— MIC(B )
B ‘ B
L. brevis 200 200 1,0
L. buchneri 200 200 1,0
L. casei 400 100 4,0
L. plantarum 200 100 2,0
L 21 800 400 2,0
L 26 1400 800 1.8
L 33 400 400 1.0
L 36 1 000 800 13
P. cerevisiae 50 25 2,0
P 25 12,5 20
P2 31 0.8 39
P3 1.6 1.6 Lo
P17 100 50 2,0
P8 100 100 1,0
P 10 3,1 0.8 39
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Na obou piiddch bez chloridu kademnatého (B— i B*)
rostly vSechny zkou3ené kmeny.

b) Orientaéni stanoveni laktobacilii a pediokokid v pro-
voznich vzorcich na puddch s chloridem kademnatgm

Na plotny piid B~ a B+ a na tyto stejné pady s chlo-
ridem kademnatym se oCkovaly (roztérem) riizné vzor-
ky z pivovarského provozu (kalova mladina, zakvasena
mladina, vareéné kvasnice, pivo z leZackych tankil a
sedliny piv zkaZzenych mléénymi baktériemi).

Podle vysledkt predeslé prace (Savel, Prokopouvd,
1974) i zhodnoceni vlivu g-fenyletanolu na MIC CdCl, se
volila koncentrace 100 mg/l CdCl, . 2,5 H,0 v pidé B-
a 50 mg/l CdCl, . 25 H,0 v ptdé B+. Po Kkultivaci se
porovnéaval pocet laktobacilli a pediokokil zjistény mikro-
skopovanim (a barvenim podle Grama) kolonii narost-
1ych na téchto pidach. Vysledky uvédi tabulka 2.

Tabulka 2. Fritkazy laktobacilli a pediokoki ve vzoreich
z pincvarského provozu

| x o
Cdk'ovy | fipeor ‘ Laktobacily
poiet Pida e Tk Senes o E e ediakinle
vzorkit l [ laktobacily | pediokoky |~ P Y
- r :
20 B 6 ‘ 3 11
20 B— + C4Q, 17 0 0
20 B+ 9 2 8
20 B+ + Cdal, 17 0 0
|

Potet kolonii laktobacili byl vSak zpravidla vyssi na
plotndch pGd B- a B+ neZ na plotndch s chloridem
kademnatym. PFi¢inou miZe byt vy3Si citlivost nékte-
rgch kmenii laktobacilit (vyskytujicich se v provoznich
vzorcich) k chloridu kademnatému, nebo Castetné po-
tladeni riistu otkovanych laktobacil, které neni pfi vel-
kém inokulu (nétér) patrno.

c) Vliv velikosti inokula na inhibi¢ni aéinek chloridu
kademnatého

Plotny piid B— s riznym obsahem chloridu kademna-
tého se zaolCkovaly roztérem riizné ziedénymi supenze-
mi €istych kmeni L. plantarum, L 26 a erstvou sedlinou
zkaZeného piva, obsahujici pouze laktobacily. Soutasn&
se tyto plidy zaoCkovaly nefedénymi supenzemi stejnych
vzorkil (n&tér otkovaci jehlou), stejnym zplsobem jako
pii stanoveni minimalni inhibi¢ni kencentrace CdCl;.

Vysledky uvadi tabulka 3a,b.
inhibiéni uéinek

Tabulka 3a. Vliv velikosti inokula na

cdcl,
Poéet kolonii na pudé
| s CdQl,. 2,5 H,0
= T e 1 = 53 =
g e catl, 25 | B - | -8B =] B
g T | H,0 | +10 | o ¢ +50 | o + 100 9
M| = [ meg/l | mg/l | mg/l |
g | ] | |
g ‘ 1 2 260 ‘22301100.9'2240\ 99,1 ‘lssol 60,2
EE- 2 605 708 | 1170 | 552 912 | 29 18,9
E i 3=t 146 | 121 | 828 101|692 | 6l i 41,8
= | | | | I
1 |
= 1 6000 5800 | 96,7 | 5680 | 947 | 600 | 10,0
= 2 1600 | 1710 1068 | 1120 | 70,0 183 | 11,4
= 3 987 | 980 i 993 | 754 | 76,4 100 | 100,1
| | |
) | | [ |
<% 1 ‘l 4000 \4270 1068 | 2000 30,0 = 950 | 238
£3 2 1549 1267 | 81,8 1250 | 80,7 ‘ 350 | 22,6
2 3 976 832 | 852 | 643 | 659 | 112 | 115
= \ | \

*y porovnani s po¢tem kolonii na pidé B

d) Stanoveni laktobacilii v provoznich vzorcich na pi-
ddek. s pridavkem chloridu kademnatého

Podle vy§sledkii, uvedenych v predeSlych odstavcich
jsme pro stanoveni laktobacild ve vzorcich s inokulem

Tabulka 3b. Riist laktobacilii na pidé s ruznym obsahem
CdCl, (ndteér oékovaci iehlou)

| Intenzita ristu na padé

s CdCl, . 2;5]|:(n
B— +50 | B
mg/l |

L. plantarum | ++++ | ++++
L 26 Mg S
sedlina = laktobac. 44}

Tabulka 4a. Stancveni laktobacila a pediokoki v pivnich

sedlindch na pudé B- a B- + CdCl,

| Podet vzorki
! na B— 4+ 10 mg/l CdCl,. 2,5 H,O
s Bzt laktobacily | s pediokoky
| ‘ <B— =B-—- | <B- =B-
s laktobacily ! 10 { 3 | 7 —
s pediokoky { 5 | | - | |
s laktobacily | | |
+ pediokoky ] 3 12 ‘ 1
| |
<B~ potet vzorkli s poftem kolonii na plotniach s cdCl, men$im

nez na plotnach B—
=B~ pocet vzorkd s poltem kolonii na plotnach s CdCl; stejnym
jako na plotnach B

Tabulka 4b. Stanoveni laktobacili ¢ pediokoki v pivnich
sedlindch na pidé B+ a B+ + CdCl,

| Poéet vzorki
CnaBi | maBi o+ 10mgl CACL. 25 HO
{ | s laktobacily s pcfi::k—okv
| <B+ =B+ ‘ <B4+ =B+
s laktobacily 8 1 | 7 | -
s pedio- | 3 - ] 1
koky ‘I 8 ‘ 2 6 l 3 1

<B+ pocet vzorki s poftem kolonii na plotndach s CdCl: mensim
nez na plotnach B+

=B+ poCet vzorki s poftem kolonii na plotnach s CdCl; stejnym
jako na plotnéach B+

asi 100 aZ 1000 baktérii na misku zvolili koncentraci
10 mg/l €dCl; . 25 H,0 pro pidu B~ a 5 mg/l CdCl, .
. 2,5 H,0 pro pidu B+.

Na plotny téchto pid se otkovaly sedliny riznych piv
s laktobacily a pediokoky. Mnozstvi kolonii laktobacili
a pediokokd narostlych na pldiach s chloridem kadem-
natym se perovnavalo s poctem kolonii na pidach bez
CdCl, (tab. 4a,b). Pri porovnani se pfihliZelo rovnéz
k odchylkam pfi opakovaném stanoveni stejného vzorku.

Diskuse

K stanoveni mléénych baktérii v pivovarském provozu
se pouZivd riznych pid. Do nékterych z nich se prida-
va g-fenyletanol k potlateni gramnegativni kontaminace.

Podle udajd literatury (Engel, 1971) i vlastniho pozo-
rovdni potlaCuje g-fenyletanol E4stetné riist pediokok.
ProtoZe toto potladeni neni dplné, vyzkouSeli jsme pfi-
davek CdCl, k pdé s g-fenyletanolem i k plidé bez néj.
V priméru se MIC chloridu kademnatého pro mlé&né
baktérie pridavkem g-fenyletanolu dvakrat sniZila, tzn.,
Ze g-fenyletanol zesiluje a¢inek CdCl,.

Priikkaz laktobacild v provoznich vzorcich na piadach
s CdCl, byl dostateéné selektivni. U vSech vzorkl se
dosahlo tplného potlateni pediokokd. Chlorid kademna-
ty v3ak Casteénd inhiboval i rist laktobacili. Pri ocko-
véani zfedénych suspenzi baktérii, které je béZné v pro-
vozni kontrole, je tento G¢inek dobie patrny. Naproti
tomu pfi stanoveni MIC, pfi kterém se oCkuje na plotnu
velké mnozZstvi bunék (nétér) neni inhibiéni acinek po-
zorovatelny. Kromé toho se v provoznich vzorcich prav-
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dépodobné vyskytuji také kmeny laktobacilli, které jsou
citlivej§i k CdCl, oproti kmentim ve vybraném souboru,
pouzitétm k stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace.

Z téchto divodi bylo nutné nalézt vhodnou koncen-
traci CdCl; pokusné. Takto nalezena koncentrace, 10 mg/l
CdCl; . 2,5 H,0 pro pidu B- a 5 mg/i CdCl, . 2,5 H,0
pro pidu B+, umoZiiovaly selektivni stanoveni laktoba-
cili ve smési s pediokoky. I pii téchto koncentracich se
vSak ponékud sniZil (v nékterych pripadech) &asteéne
i poc¢et kolonii laktobacili. Dalsi snizovani obsahu CdCl,
v pidé nepostacovalo k tplné inhibici pediokokKi.

Presto lze doporucit pldy s CdCl, k provozni mikro-
biologické kontrole v téch pripadech, kdy nizkou trvan-
livost piva zplsobuji laktcbacily a rozdilny obsah pedio-
kokQi ve vzorcich z rizngch mist provozu znemoziuje
rychlé kultivaéni stanoveni laktobacili.
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Savel, ].: Piida k priikkazu a stanoveni laktobacili. Kvas.
prim., 21, 1675, &. 8, s. 169 —171.

Clanek pojedndava o selektivnim stanoveni laktobacili
ve smési s pedickoky ve vzorcich z pivovarského pro-
vozu. K potlaceni pediokokli se pouZilo chloridu kadem-
natého. K stanoveni se pouZilo pldy z prokvaSené sla-
diny a dalSich pfisad a stejné pidy s g-fenyletanolem
(0,2 % obj.) k inhibici gramnegativnich baktérii. Pro
provozni kontrolu se pokusné nalezly hodnoty piidavki
CdCl, . 2,5 H,0, 10 mg/l pro plidu bez 2-fenyletanolu a
5 mg/l pro pidu s nim. Tyto koncentrace potladovaly
rist pediokokli a v nékterych pripadech také ponékud
snizovaly poéet rostoucich lakicbacilii.

Wasea, H.: Ilurateabnas cpepa AJs ONpeaeseHHWs Mo-
AOYHOKHMCABIX nadovek. Kpac. npywm. 21, 1975, Ne 8, crp.
169—171.

B cratee pacematpHBaetcs u3GupareibHOE OnpeieseHus
MOJOYHOKHCIBIX NajodeKk B oOpasuax, noJy4eHHbIX € MHBO-
BAPEHHBIX 33BOJ0B H COMNEPKALUHX TAKKE NMEAHOKOKKH, KO-
TOpble OblIH NOAABJEHb C NOMOULLIO XJOPHAA KaAMHSs.
B kavecTse nutaTesbHOll cpeabl onpasaano cebs cOpoKed-

HOE CYCJA0 ¢ COTBeTCTBYIOWMMH Jo0askamiu. Takas-ke
cpena ¢ 106aBkoil (PEHHISTHIOBOrO CNHPTA B KOJHYECTBe
03 % (1 00OBEMHOM BbipaKeHHH) CJAYAKHIA 115 HHTHGHPO-
BAHUA  rpamMoTpHuUaTeabHBIX  Oaktepwii. Ilaa  KoHTpoas
B NPOH3B0/ICTBEHHBIX YCJOBHAX PEKOMEHIAYIOTCH CJaeayio-
lHe KOHIleHTpaunu: CdClz. 2,5 H:0 10 mr/a aas cpeast Ges
(heHHASTHIOBOrO CMpTa H 5 MI/J AJs cpeibl ¢ 3THM COHp-
ToMm. TlpHuBeeHHble KOHLUEHTPAIHH NOAABJAAIT POCT MeAHO-
KOKKOB, 4 B HEKOTOPBIX CIy4asX CHHAKAIOT YHCJI0 PAa3MHO-
AAOUHXCH MOJOYHOKHCIBIX 114104€K.

Savel, ]|.: Correct Medium for Determining Lactobacilli.
Kvas. prim. 21, 1975, No. 8, pp. 169 —171.

The article deals with the selective determination of
lactobacilli in samples containing beside lactobacilli
also pediococci. To suppress pediococci cadmium chloride
was used an an effective chemical. Medium taken for
experiments was essentially fermented wort with some
admixtures. To inhibit Gram-negative bacteria phenyl-
ethanol (in 0,3 % volumetric concentration) was added
to the basic medium. As to the cadmium chloride
(CdCl; . 2,5 H;0) concentration 10 mg/l can be recom-
mended for routine analyses and medium without
phenylethanol and 5 mg/l for medium with it. Such
concentrations are high enough to suppress pediococci
and in some cases reduce also the growth of lacto-
bacilli.

Savel, ].: Boden zum Beweis und zur Bestimmug der
Zactobazillen. Kvas. prim. 21, 1975, No. 8, S. 169—171.

Der Artikel informiert iiber die selektive Bestimmung
der Lactobazillen im Vermisch mit Pediokokken in den
Proben aus Brauereibetrieben. Zur Inhibition der Pedio-
kokken wurde Kadmiumchlorid appliziert. Zur Be-
stimmung wurde ein N&dhrboden aus vergédrter Wiirze
und weiteren Zugaben angewandt, zur Inhibition gramm-
negativer Bakterien der gleiche Boden mit g-Phenyl-
dathanol (0,3 Vol. %). Fiir die Zwecke der Betriebs-
kontrolle wurden versuchsweise die Werte der Zugabe
von CdCl,. 2,5 H,0 10 mg/l fiir den Boden ohne §-Phenyl-
dthanol und 5 mg/l fiir den Boden mit g-Phenyldthanol-
zugabe ermittelt. Diese Konzentrationen inhibierten das
Wachstum der Pediokokken; in einigen Féllen vermin-
derten sic auvch einigermafien die Zahl der wachsenden
Lactobazillen.




