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Thiivistelma — Referat — Abstract

Oluessa esiintyy laatuvirheiti aiheuttavina kontaminantteina sekd eri Lactobacillus-lajeja
(L.brevis, L.lindneri) ettd anaerobisia Pectinatus- ja Megasphaera-sukujen bakteereja.
Laktobasillit 1dhinnd samentavat olutta, kun taas anaerobit pilaajat aiheuttavat voimakkaan
samentumisen lisdksi makuvirheitd ja epdmiellyttivan hajuisia aineenvaihduntatuotteita. Nama
kontaminantit tulisi pystyd havaitsemaan nopeasti ja hyvin pienissi pitoisuuksissa. Tyossd
selvitettiin PCR-tekniikan soveltuvuutta tihén tarkoitukseen.

Monistettavaksi DNA-alueeksi bakteerien genomissa valittiin 16S rDNA. Tydssd suunniteltiin
spesifiset alukkeet M. cerevisiae-lajille ja Pectinatus-suvulle seki varmistettiin ndiden alukkeiden
toimivuus puhdasviljelmisti eristetylli DNA:lla. Myos kirjallisuudessa esitettyjen L.brevis- ja
L.lindneri-spesifisten alukkeiden toimivuus varmistettiin. Tydssd kokeiltiin myds kaksivaiheista
PCR-menetelmédi, jossa 16S rDNA rikastetaan ensin kiyttimilld yleisalukkeita, ja vasta timén
jalkeen kiytetddn spesifisid alukkeita lajityypillisen signaalin aikaansaamiseen. Lopuksi testattiin
tyOssd kehitettyd menetelmid PCR-monistukseen soveltuvan bakteeri-DNA:n eristimiseksi oluesta.

Seka tassa tyossa suunnitellut ettd kirjallisundessa esitetyt suku- ja lajispesifiset alukkeet osoitetiin
spesifisiksi ja ndin ollen soveltuviksi kyseisten bakteerien tunnistamiseen. Kaksivaiheisessa
PCR:ssa myos muista kuin kohdebakteereista monistui hieman oikean kokoista tuotetta toisessa
vaiheessa. Mahdollisten viirien positiivisten tulosten vuoksi kaksivaiheista PCR-menetelmas nailld
alukkeilla ei kiytetty olutkontaminanttien osoittamiseen. Tydssd kehitetty menetelmd bakteeri-
DNA:n eristimiseksi oluesta osoittautui toimivaksi, ja kaikki kohdebakteerit pystyttiin osoittamaan
oluesta PCR-tekniikalla. Menetelmén herkkyys oli <10 laktobasillia, ~20 Pectinatus-bakteeria ja
~200 Megasphaera-bakteeria ml:ssa olutta. Osoittamisaika oli 10 tuntia.

Menetelmid ei ole vield tarpeeksi herkkd bakteerien osoittamiseksi oluesta hyvin pienissi
pitoisuuksissa (<10 bakteeria/pullo). Menetelméin herkkyyttd voidaan parantaa optimoimalla
PCR-reaktiot paremmin ja kehittimilld edelleen menetelmdd DNA:m eristimiseksi oluesta.
Yksinkertaisemman, paremmin rutiinikdyttéén soveltuvan DNA:n eristysmenetelmin kehittiminen
on myds tarpeen. Lyhyen rikastuskasvatuksen yhdistiminen PCR-menetelmiidn parantaisi
herkkyytti ja varmistaisi, ettd menetelmé perustuu eldvien bakteerien osoittamiseen.
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