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Z vyzkumu a praxe

RYCHLE METODY STANOVENiI KONTAMINACE PIVA
Ing. IDA HOLLEROVA, Pivovarsky tstav Praha, VUPS a.s.
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1. UVOD

Ani koncem minulého stoleti nebyla pod-
cenovina mikrobiologicka ¢istota v prabéhu
vyroby piva, a ¢iSténi a dezinfekci provozu
byla vénovina jiz tenkrit velkd pozornost
[ 1]. Nynéjsi celosvétovy trend ke zvySovini
vystavu piva v jednotlivych pivovarech zvy-
Suje logicky také poZadavky na zavidéni no-
vych technologickych postupti. coZ s sebou
automaticky pfinasi i potfebu prubézné
a soucasné i rychlé kontroly nejen finilniho
vyrobku. Kontrola kvality pouZivanych su-
rovin a meziprodukti v prabéhu vyroby je
naprosto nezbytnd a je nutné znat jeji vy-
sledky co nejdiive.

Pivo nastésti neni piilis§ priznivvm pro-
stiedim pro preZivani ¢i dokonce pomnozo-
vini mikroorganismu. Ve findlnim vyrobku
je Jiz pro né vétsinou piilis milo esencidl-
nich Zivin a zvlasté pak nizké pH. pfitom-
nost ethanolu, horkych chmelovych litek
a CO, potlacuji rozvoj kontaminace. pficha-
zejici v pivovaru at jiz jako primarni nebo
sekundirni [2. 3]. To oviem neplati pro
viechny stupné vyrobniho procesu. Tam se
muze kontaminace vyskvtovat v daleko vét-
Sim méritku a zpusobit leckdy velmi ézce
napravitelné Skody.

Zatimco chemicka analytickd kontrola
pouzivi jiz mnoho modernich postupi.
umoZiujicich mnohdy téméf okamzité po-
souzeni jakosti testovaného vzorku. doba
prukazu a stanoveni v oblasti mikrobiolo-
gické kontroly vétSinou zustava neustile ¢a-
SOvE ndaro¢nd.

2. STANDARDNI METODY

BIOLOGICKE KONTROLY

K tradicnim metoddm stanoveni konta-
minace patfi predeviim piimé pozorovini
mikroskopem a kultiva¢ni techniky. Pro do-
staCujici zafazeni kontaminanti viak tyto
metody nestaci. K hrubému urceni konta-
minace se pouZivaji selektivni a diagnos-
tickd media s inhibitory jednotlivych skupin
mikroorganismu  pfidivanymi do  Zivné
pudy. Pro blizsi uréeni se pouZivaji dalii jed-
notlivé testy. které mohou pomoci kontami-
naci zafadit [4. 5. 6]. Jsou to predeviim:
Gramovo  barveni, zkvaSoviani laktozy
a testy — KOH, katalizovy. aminopeptida-
zovy. oxididzovy a benzidinovy. K hrubému
rozeznini stupné nebezpeénosti nalezenych
izoldtd tyto metody vétsinou postacuji, ale
predpoklidaji primarni namnoZeni zkou-
maného mikroorganismu. coZ opét vyza-
duje dalsi casovou prodlevu. Jiz samo pou-
Zivani  selektivnich pad a  zavedeni

membrinové filtrace do mikrobiologického
zkouSeni velice urychlily biologickou kon-
trolu potravinifskych provozua a jejich vy-
robku. ale mnoho mikrobiologi. zabyvaji-
cich se problematikou kontroly kvality
v pivovarském prumyslu. upird svou pozor-
nost k tzv. .rychlym metodim™ stanoveni
kontaminace, jichz bylo vyvijeno a zdoko-
nalovino v nékolika poslednich desetiletich
dosti velké mnozstvi.

3.RYCHLE METODY BIOLOGICKE
KONTROLY
Rychlé metody stanoveni kontaminace se
mohou zafadit do jednotlivych kategorii riiz-
nymi zpusoby. Rozdéli-li se podle principu
a zpusobu stanoveni, da se vytvofit nasledu-

Jici prehled:

a) fyzikilni metody
turbidimetrie
impedimetrie
radiometrie
mikrokalorimetrie
prutokovi cytometrie
b) mikroskopické metody
pocitani mikrokolonii
epifluorescence
analyza obrazu
¢) molekuldrné — genetické metody
polyakrylamidovia gelovia elektroforéza
a chromatografie
hybridizacni metoda
Protein Fingerprinting
Chromosome Fingerprinting (karyotypi-
zace)
PCR (Polymerase Chain Reaction)

d) imunochemické metody
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

¢) bioluminiscence

3.1. Fyzikalni metody

Tyto metody stanoveni jsou vétSinou za-
loZzeny na principu méfeni zmén jednotli-
vych fyzikdlnich veli¢in, k nimZ dochazi
v prubéhu rastu mikroorganismu. Béhem to-
hoto ristu. graficky zndzornéného klasickou
Monodovou kiivkou [6] (tab. 1). dochizi
K prvni méfitelné zmeéné testované fyzikdlni
veli¢iny na zlomu mezi lag-fazi a exponen-
cidlni fazi rustu. Naockuje-li se zkoumany
vzorek do tekuté selektivni pudy. po urcitém
Case se zméni hodnota méfené fyzikalni ve-
liciny.

Dobé. kterd uplyne od zaokovini vzorku
do prvni méfitelné zmény. se iika detekéni
¢as a ten je nepfimo Gmérny mnozstvi je-
dinct obsaZzenych ve zkoumaném vzorku.
V pripadé turbidimerrie se spektrofotome-
tricky méri zvyseni zakalu. impedimetrie de-
teguje pocdtek rastu mikroorganismi na zd-
kladé zmén vodivosti rastového media. Malé
mnozstvi tepla, uvoliiujici se pfi pfechodu
do exponencidlni fize rastu, se méfi pii me-
todé mikrokalorimetrické. Naopak pii pro-
vadéni radiometrické metody je detegovin
CO.. uvolijici se z radioaktivné znacenych
substriti. U viech téchto metod je v litera-
tufe uvidéna hodnota 105 - 106 KTJ/ml jako
prahovi hladina stanoveni | 3]. Prittokovd ¢y-
rometrie patii mezi metody primého pocitini
bunék. PFi ni je kapalina obsahujici mikro-

T - ¢as (h)
X — pocet Zivych bunék v 1 ml
Inx 1 - lag-faze
2 — faze zrychiujiciho se rustu
3 — faze exponencialniho ristu
4 - faze zpomaleného ristu 5
5 — stacionarni faze 4 6
6 — faze odumirani
3
2
1
e
% T

Tab. | Monodova ristovd krivka
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organismy transportovina tryskou rovno-
mérnou rychlosti na misto, kde je ozdiena
laserovym paprskem. Intenzita svétla se roz-
ptyli pod rGznym thlem podle dopadu na
prochdzejici buiiky a ddva tak informaci ne-
jen o podtu prochidzejicich jedinci, ale i o je-
jich tvaru, velikosti, Zivotaschopnosti a mor-
fologii.

3.2. Mikroskopické metody

Tyto metody nachéizeji pouZiti pfedevsim
pfi pfimych mikroskopickych analyzéch za
pomoci rozliénych selektivnich fluorescenc-
nich barviv &i optickych zjasfiovact |2, 3, 6,
7, 8]. Touto metodou se daji rozliSit prostym
okem neviditelné mikrokolonie, které pii
velkém zvétieni je moZno rozeznat nékdy
i 0 nékolik desitek hodin dfive, neZli by se
daly rozeznat pouhym okem. Pfima epifluo-
rescencni filtracni metoda umoZiuje zjistit
pod fluorescen&nim mikroskopem mnozstvi
jednotlivych bunék piitomnych na membra-
novém filtru, pfes néjZ byl zakoncentrovin
urcity objem zkoumaného vzorku. Tyto
velmi rychlé metody stanoveni kontaminace
v analyzovaném vzorku jsou oviem velmi
niro¢né pro pracovnika providéjiciho
vlastni stanoveni, nebot jsou pfili§ dnavné
pro o¢i a tudiZ rychle sniZuji jeho pozornost.
V souéasné dobé s nesmirné pokrocilym vy-
vojem po&itatové techniky je umoZnéno da-
leko $ir$i vyuZiti téchto metod, a to pomoci
analyzy obrazu [7, 8]. Ta je zaloZena na spo-
jeni: kvalitni mikroskop. kamera s co nej-
lepsi rozliSovaci schopnosti. jednotka pro di-
gitalizaci obrazu a pocitac s obrazovkou, na
niz je pfendSen mnohokrit zvétieny analy-
zovany obraz, coZ eliminuje chyby zpiso-
bené tnavou obsluhy. Software, umoZitujici
pfisluiné analyzy. je vyvinut v mnoha mo-
difikacich a dal3i varianty jsou vyvijeny po-
stupné, coZ je pro lylo zplisoby stanoveni
kontaminace vyhledové velmi optimistické.

3.3. Molekuldrné-genetické metody

Polyakrylamidovd gelovd elekiroforéza
a chromatografie (PAGE) je uviddéna v této
publikaci jako prvni z molekuldrné-genetic-
kych metod, ackoliv se jednd o techniku,
kterd se pouzivd jako konefny rozliSovaci
krok u vét8iny ostatnich metod této skupiny.
Elektroforéza i chromatografie se pouZivd
podle potfeby bud jednorozmérnd nebo
dvourozmérna, vzorck je nandSen na gel
s fluorescenénim barvivem a vyhodnocovin
pomoci potitate nebo analyzy obrazu [3, 6,
9,10, 11,12, 13].

Nanasenym vzorkem mohou byt proteiny
izolované z narostlych kolonii — metoda Pro-
tein Finger Printing [3. 6]. izolovand DNA
— v piipadé hybridizacni metody [3. 6, 14].
anebo také piimo samotnych chromozéma,
jak je tomu u karyotypizace — Chromosome
Finger Printing [3, 6, 14, 15]. VZechny tyto
metody se pouZivaji pfedeviim k dokona-
lému kvalitativnimu rozliSeni jednotlivych
mikroorganismi a jejich taxonomickému
zarazovani podle tzv. dendrogramil, sestave-
nych dle jejich molekularné-genetické pfi-
buznosti.

Velkého rozvoje doznala v poslednich le-
tech metoda vieobecné znima pod nizvem
PCR (Polvmerase Chain Reaction). Je to
metoda. pomoci niz se na bazi DNA daji ur-
¢it specifické genetické vlastnosti zkouma-
ného jedince. Stanovuji se pii ni razné délky
fragmentu DNA, ohrani¢eného oblastmi se
zndmym pofadim nukleotidovych bazi. Tyto
hranice se oznadi tzv. primery, (oligonuk-
leotidy obsahujici 20 — 30 nukleotidti). Takto
ohrani¢eny tisek DNA je nasledné kopirovin
v nékolika cyklech, pfi¢emzZ se vidy v kaZ-
dém jednotlivém cyklu pocet ohranicenych
segmentl zdvojnasobi. Timto zpisobem se
ziskd dostatetné mnoZstvi materidlu pro na-
slednou gelovou elektroforézu. Ta umoZiiuje
uréeni polymorfismu — rozdilnost délky
tsckit zkoumané DNA —specifického pro jed-
notlivé druhy mikroorganismii, ale tieba i je-
jich mutanty, kupfikladu pfi vyuZiti teplot-
niho gradientu [3, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16].

Jistou modifikaci této metody je metoda
RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), pii niZ se pouZivaji k oznaceni frag-
mentit DNA primery mensich délek (asi 10
nukleotidi), komeréné lépe dosaZitelné,
které vyhleddvaji polymorfismy na viech
mistech zkoumané DNA, kde naleznou od-
povidajici frekvenci nukleotidii, tedy nd-
hodné [3. 9, 15].

3.4. Imunochemické metody

Také imunochemické metody se v sou-
¢asné dobé stile vice vyuZivaji pro prikazy
mikroorganismi. Tyto metody jsou zaloZeny
na interakci mezi antigenem (analyt) a pro-
tilaitkou (specifické ¢&inidlo). Antigenem
muZe byt samotny mikroorganismus. jeho
&st. nebo také enzym &i toxin jim vyluco-
vany (napiiklad stanoveni titru protilitek
u klistové borelidzy). Enzymovd imunoana-
Iza — ELISA — (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay) kupfikladu vyuZiva k detekei
antigenu protilitku znacenou enzymem
a analytické vyhodnoceni se pak déje kolo-
rimetrickym stanovenim enzymu. PFi viast-
nim stanoveni se k pavodni protilitce, ad-
sorbované na pevném nosici pridda vzorek
obsahujici analyzované antigeny — baklerie,
které se navaZi na primérni protildtku. Po vy-
myli pfebyteéného vzorku se prida sekun-
darni protilitka s enzymem. Tato sekunddrni
protildtka se naviZe na vazany antigen a vy-
tvofi s nim a s plivodni protilitkou tzv. send-
vi¢. Vznikla vazba se pak deteguje pfidav-
kem selektivniho, vét§inou fluorescenéniho,
barviva [3, 6, 7].

3.5. Bioluminiscence

Mezi rychlé techniky detekce mikroor-
ganismil se fadi také metody vyuZzivajici
chemi- a bioluminiscenénich pochodi. Za-
klidaji se na astetné pieméné chemické
energie , kterd vznika pii oxido - redukcnich
reakeich, na energii svételnou. Pro detekci
mikroorganismi  se pouZivd bioluminis-
cencni metoda, kterd stanovuje ATP (adeno-
sintrifosfat), obsaZeny v kaZzdé Zivé bufice,
at uz jako zdroj energie, nebo jako produkt
litkové vymény, zatimco v mrtvych buiikich

se nevyskytuje. Princip metody spo€ivi
v tom, Ze chemickou reakci uvolnény ATP
reaguje za pritomnosti kysliku a luciferdzo-
vého Cinidla (smés luciferinu a luciferizy)
za vzniku oxiluciferinu, AMP (adenosinmo-
nofosfatu), CO, a emitovaného svétla, foto-
metricky méfitelného pii 560nm, jehoZ
mnozstvi se vyjadiuje v RLU — relativnich
svételnych jednotkiach — 2.3, 6,7].

Tato elegantni metoda. schopna stanovit
ve vzorku skutedné pouze 7ivé buiiky, mize
nalézt §iroké uplatnéni pfi velmi rychlém
zjistovani predeviim drovné sanitace. Rada
firem vyrabi na tomto principu zaloZené fo-
toluminiscenéni pfistroje a soupravy ke sta-
noveni pfitomnosti biomasy, cenové po-
mérmé dostupné. Drobnou nevyhodou této
metody je oviem to, Ze neumi rozlisit mezi
bakteridlnim a kvasni¢nym ATP, coZ si ni-
sledné vétginou vyZaduje sloZitéjsi pfipravu
vzorku a dvoji stanoveni, napfiklad stano-
veni celkového ATP a jeho stanoveni po
predchozim usmrceni kvasinek ve vzorku.
Prahova detekéni mez metody je v literatufe
uvadina jako koncentrace 10* kvasni¢nych
a 10? bakteridlnich bunék v 1 ml zkouma-
ného vzorku [17,18,19].

4. DISKUSE

Je moZno piedpokladat, Ze z tohoto struc-
ného vyétu tzv. ,rychlych metod™, metody
molekuldrné-genetické a imunochemické
zistanou doménou pouze zikladniho vy-
zkumu. Pomémé sloZita priprava vzorku
k vlastnimu stanoveni a nutnost specidlniho
vybaveni laboratofe je z b&Zné potravinarské
praxe prozatim vylucuji. Také zmifiované
mikroskopické metody budou jesté néjakou
dobu pro bézné pivovarské provozy ko-
mercné nedostupné. Naproti tomu nékteré
z fyzikilnich metod (turbidimetrie, impedi-
metrie), by bylo moZno v dohledné dobé do
provoznich laboratori zavést. Oviem Kupri-
kladu bioluminiscenéni stanoveni mikrobi-
ologického zneiiténi v naSich provozech
miiZe dosdhnout vétsiho rozsifeni. obzvIasté
pfi kontrole irovné sanitace. Navic tato me-
toda biologické kontroly md byt zafazena
mezi referenéni metody v manudlu EBC
Analytica Microbiologica II 20, 21].

5. ZAVER

V soucasné dobé jiZ nikdo z vedeni po-
travinafskych podniki nepochybuje o nut-
nosti kvalitni mikrobiologické kontroly,
zvlasté v souvislosti se schvilenim zdkona
o potravindch a zavadénim systému HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Point)
pro zaruceni nezdvadnosti potravin. JeSté
pied schvilenim téchto zikonnych norem
mnohé podniky zavadély pfi kontrole jakosti
ISO normy Fady 9000, ponévadZ si uvédo-
movaly dileZitost jakosti findlniho vyrobku.
Ale 7e si tuto nutnost uvédomovali uZ i pi-
vovar§ti v minulém stoleti, se potvrzuje v jiZ
citované publikaci ..Pivovarsky katechis-
mus* [1], kde se mimo jiné pravi: , Kazdy
sladek, ktery vyribi mok pochybné ceny, po-
miha piivrZzenciim prohibice.nebot vypésto-
viva v obecenstvu pijicim pivo vlastné lho-
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stejnost k existenénimu boji pivovarského
prumyslu. Dobré, vyZivné a zdravé pivo si
viak zadny ndrod neda vziti.”
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