Identifikace bakterii rodu
Pectinatus ve vzorku
kontaminovaneého piva

Dagmar Matoulkova, Mikrobiologie VUPS
23. pivovarsko-sladarské dny, Ceské Budé€jovice,
14.-16.10.2009




Obsah prezentace

1) Rod Pectinatus
2) Schopnost bakterii Pectinatus kazit pivo
3) Identifikace Pectinatus ve vzorku zkazeného piva

4) Zaver




Rod Pectinatus  (1/3) o e |

- tycky, dlouhé 2 — 32 um, mohou byt i delSi

- mladé bunky jsou kratké, mirneé zakrivené

- starsi bunky maji hadovity tvar

- aktivni pohyb, u starSich bunek tzv. hadovity pohyb

- hiebinkovité usporadani bicikd (nelze sledovat v bézném svételném
mikroskopu)

- striktni anaerob — nelze izolovat kolonie na pevnych pldach v
béznych laboratornich podminkach, ani v anaerostatu

- vyzaduje prostredi bez kysliku a s nizkym redox-potencialem
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Rod Pectinatus (2/3)

Pectinatus portalensis, 2004

— chybna identifikace prokazana v roce 2008
- izolat z odpadu pri vyrobé vina, jednalo se
ve skutecCnosti o Enterococcus faecalis

- izolovan pouze v souvislosti s pivovarskym provozem/pivem

- jednotlivé druhy se liSi schopnosti fermentovat rlizné zdroje uhliku,
toleranci k alkoholu a rlistem v rlizném rozmezi pH

- Cast€ji je nalézan P. frisingensis
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Rod Pectinatus (3/3)

- prvni pripady kazeni piva zplsobeného touto bakterii byly
zaznamenany na konci 60. let 20. stoleti (snizovani obsahu
kysliku v pivu)

- sekundarni kontaminace — tzn. Pectinatus kontaminuje pivo az pri jeho
pInéni do lahvi a plechovek

- prirozené prostredi bakterii Pectinatus je neznamé
- nalézan témeér vyhradneé v prostredi stacecich linek
- zpUsob perzistence a Sifeni v prostfedi dosud nebyl objasnén

- mozny zpUsob kontaminace provozu — Spinavé lahve
(usazenina/biofilm) — mycka — kanal - plnic
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Schopnost bakterii Pectinatus kazit pivo (1'/ 2) -

- podle Udajt z literatury zpUsobuje Pectinatus kazeni nealkoholickych
a nizkoalkoholickych piv — masivni zakaleni a intenzivni zapach
pripominajici zkazené vejce (produkce H,S a dalSich sirnych latek)

- dle vysledk{ ziskanych na VUPS Pectinatus kazi i pivo s obsahem
alkoholu nad 4 0bj.%

- Pectinatus patfi mezi bakterie, které kazi pivo obligatné, tj. kazi ho
vzdycky
- riziko kazeni piva ma stoupajici trend (20-30% soucasny odhad)

- modernizace plnicich technologii X obsah kysliku
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Schopnost bakterii Pectinatus kazit pivo (2/ 2) e

- kazeni piva za 24 hod/nékolik tydn( v zavislosti na velikosti inokula,
teploté skladovani piva a slozeni piva

- Pectinatus je schopen kazit i piva s nizkym zbytkovym extraktem

- obsah horkych chmelovych latek nema vliv na schopnost téchto
bakterii kazit pivo (testovaci koncentrace tetrahydroizo-a-kyselin
10 - 50mg/I)
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Identifikace Pectinatusve vzorku zkaZeného piva (1 / 5)

- stanoveni pomoci konvencnich mikrobiologickych metod neni
mozné — citlivost k vzdusnému kysliku

- bakterie Pectinatus nepreziji membranovou filtraci, roztér ani preliv
v béznych laboratornich podminkach

- kultivace na ztuzené plidé je mozna pouze za prisnych anaerobnich
podminek (anaerobni box s regulovanou atmosférou N,/H,)

- existuji tri zakladni pristupy pri identifikaci Pectinatus ve vzorku
zkazeneho piva
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Identifikace Pectinatus ve vzorku zkaienéhb piva (2/ 5)

I. Metodiky EBC (2005):

A. Striktné anaerobni membranova filtrace a anaerobni kultivace na
predredukovaném ztuzeném mediu (MRS, NBB, Raka-Ray, UBA atd.)

- mikroskopie, katalazovy test, gramovo barveni

Vyhody: spolehlivé stanoveni

Nevyhody: investice, provozni naklady (plyny)

B. Pouziti selektivni obohacuijici pddy SMMP

- pridavek analyzovaného piva do SMMP ptdy, kultivace 14 dni,
sledovani zabarveni pldy, mikroskopie

Nevyhody: SMMP neni komercné dostupna, doba stanoveni
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Identifikace Pectinatus ve vzorku zkaienéhb piva (3 / 5)

IT1. Kultivacni metoda zalozena na mikroskopii

- zaockovani do vhodné tekuté/polotekuté pldy s nizkym redox-
potencialem

(napf. MRS, UBA atd., popf. pldy pro kultivaci klinickych anaerob{)
- mikroskopie, Gramovo barveni
- identifikace zalozena na morfologii bunek
— typicky hadovity pohyb
Vyhody: jednoduché, zakladni vybaveni a chemikalie

Nevyhody: doprovodna kontaminace mtize komplikovat, popf.
znemoznit stanoveni
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Identifikace Pectinatus ve vzorku zkazeného ina (

I11. Identifikace pomoci PCR

— neexistuje definovana metodika, vyssi vstupni
V4 ’ n OV ’ v V4
a provozni naklady, interpretace muze byt obtizna

- spolehliva metoda

- falesné pozitivni vysledky — detekce DNA, nikoli zivého organizmu

Vyhody: spolehlivost stanoveni

Nevyhody: nerealné v podminkach bézné provozni laboratore
(investice, provozni naklady, obtizna interpretace vysledki)
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Identifikace Pectinatus ve vzorku zkazeného piva (5/ 5)

Kombinace kultivacni metody a PCR-konfirmace

- pri nalezeni dlouhé hadovité bunky ve vzorku piva neni moznost
zamény s jinym bakterialnim rodem

- provedeni rodove-specifické PCR pro potvrzeni spravné identifikace
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Vyhody: pomérne spolehliva metoda

Nevyhody: investice, ,zbytecné" pro rutinni stanoveni
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VUPS teéi vyzkumny projekt ,Zlepgeni systému mikrobiologické

kontroly pivovarského provozu se zamérenim na snizeni rizika
kontaminace nealkoholickych, nizkoalkoholickych a nepasterovanych
piv striktné anaerobnimi bakteriemi rodu Pectinatus" financovany

Ministerstvem Skolstvi, mladeze a teélovychovy (2008-2011,
MSM2B08022).
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