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PRIMENA »APl« MIKROMETODE ZA IDENTIFIKACIJU BAKTERIJA
RODA LACTOBACILLUS

Dr Stojanka MITIC
Tastitul za mlekarstvo, mikrobiolo§ko odjeljenje, Beograd

Laktobacili su veoma rasprostranjene bakterije u prirodi, pa je veliki broj
autora bio zainteresovan za njihovu klasifikaciju. Od literaturnih podataka
citiramo Orla Jensena (1919, 1942) koji je prvi dao klasifikaciju lakto-
bacila, jo§ uvijek alkiuelnu, prema slede¢im kriterijumima: prirodi kiseline,
temperaturi rasta, proceniu i rolatornoj moéi mlecne kiseline, potrebi azot-
nih materija i fermentaciji niza ugljenih hidrata.

Rogosa & Sharpe (1959) predlozili su klasifikaciju koja je i danas
najvie u primeni. Ovi autori su zadrzali terminologiju i deobu roda u tri
podroda: dva fermentativna Thermobacterium i Streptobacteri-
um, i jedan heterofermentativan — Betabacterium. Savremena klasili-
kacija po hemijskom sastavu c¢eliiskeg zida, uz primenu precizne metodike,
pruza mogucinost ciferencijacije vrsta, a ponekad i sojeva laktobacila (Ch e-
eseman, 1959). Na osnovu razlike mureina celijskog zida Kandler (1970}
daje klasifikaciju homogenih grupa. Sharpe (1970) isti¢e da imunoloski re-
zultati serolofke identifikacije vrsta prema grupama: A, B, C, D, E, F, i G nisn
u kontradikeiji sa fizioloSkim biohemijskim testovima aktuelne Kklasifikacije.
Rogosaetal. i Franklin & Sharpe (1964) kompletirali su klasifikaciju
u odnosu na potcebe lakiobacila u vitaminima: tiamin, riboflavin, pirodoksal,
foina kiselina, vitamin -— B i tiamidin.

Novija istrazivanja genotipa baklerija ukazuju na moguénost klasifika-
cije vrsta laktobacila na csnovu genelskog sadrzaja DNA i genetske homolo-
gije DNA i RNA. Ova meiodika je vrlo delikatna, a primenili su je Gas-
ser & Sebald. Prema sadrzaju DNA laktobacili su podeljeni u tri grupe.
Potikomitet za taksonomiju sojeva roda Lactobacillus (1968) iznosi da
jos uvek traje faza eksperimentalnog proveravanja razli¢itih metoda koje bi
se primenile za cdredivanjc iste karakteristike i komparativnog rada, sa kla-
si¢nim metodama.

Uzimajuéi u obzir dosadasnje rezultate identifikacije laktobacila smatrali
smo za potrebno da na osnovu nasih eksperimenata komparativnog istraZiva-
nja klasi¢ne dijagnostike i API mikrometode dodemo do saznanja koje ¢e nam
omoguciti objektivno zakljuéivanje u pogledu primene API mikrometode za
brzu identifikaciju laktobacila.

Mljekarstvo 26 (12) 1976. 279



Tim pre, $to se svi citirani autori slazu da je identifikacija laktobaciia
vrlo te$ka, pu su potrebna nova proveravanja sa klasiénim metodama i uvode-
nje novih metoda.

Materijal i metode

API (Vixotab; La Balme-les grottes; Francuska) sistem Lactobacillus
predstavlja niz od 50 plasticnih epruvetica, koje sadrze, podloge u liofilizova-
nom stanju, sa odredenim reaktivima za svaku istraZivanu karakteristiku.
Daju moguérnost interpretacije i porasta 39 glicida, stvaranje CO: dokazivanje
dihidrolaze arginina, dokazivanje inhibicije u prisustvu 0.4 i 0,6% teepola,
46, i 10°% NaCl, dokazivanje beta-galaktozidaze, redukcije nitrata u nitrite i
stvaranja acetilmetilkarbinola.

Za kompgarativna istrazivanja sluzili su nam sojevi iz naSe kolekcije i to
slede¢ih vrsta. L.bulgaricens I.acidophilus, L.jugurtii, L.helve-
ticus, L. casei, L. delbrickiii L. leichmanii. Za klasiénu dijag:
nosiiku koriséeni su biohemij<ki testovi koji se primenjuju u Pasterovom in-
stitutu u Lilu (Francuska).

Kulturc sojeva su uzastopno tri puta presejavane u MRS bujon, 3to su
ga opisali Man, Rogosa & Sharpe (1960). Pasazirane su u eksponenci-
jalnoj fazi rasta. Posliednje subxullivisanje se vrsi direktno u kivete za centri-
fugiranje. Posljednja se kultura cenirifugira i ispere sa fizioloSkom otopinom
NaCl, a cenirifugat se prenosi u MRS bujon za identifikaciju (bez glukoze i
mesnog ekstrakta). Piipremanje optitke gustine ¢elija izvodi se prema skali
po McFarlandu, a gustina suspenzija ¢elija se podeSava prema testnim epru-
velama 2 i 5.

Inokulacija epruvetica se vrsi Pasterovom pipetom ili tankom pipetom
sa dovoljnom koli¢inom suspenzije ¢elija laktobacila.

Radi porasta kulture pod anaerobnim uslovima dodaje se u otvore steril-
no parafinsko ulje, galerija poklopi 1 inkubira na 37°C. Brzine pojava bio-
hemijskih promena se registruju posle 3,24 i 48 ¢asova upisivanjem u odgova-
rajuce kolone profila. Reaktivi za nitrate i za acetoin se dodaju kod posled-
njeg titunja da ne bi pare kiselina modifikovale druge reakcije.

Interpretacija rezultata identifikacije sojeva vrsi se prema profilima ka-
rakteristi¢énim za wvrste laktobacila koje pripadaju podrodovima: Thermo-
bacterium, Streptobacterium i Bacterium.

Za klasi¢énu identifikaciju sojeva primenjena je sema Rogosa &
Sharpe (1959).

Rezultati i diskusija

Rezultati komparacije biohemijskih lestova za 1identilikaciju laktobacila
sa odgovarajucirn testovima API sistema, pokazali su da medu njima postoji
velika podudarnost. Slaganje je konstatovano kod svih testova, izuzev kod
dokazivanja rezistencije prema odredenim koncentracijama NaCl. Ovo nesla-
ganje je uocio i Paule (1971), pa su na8a zapazanja u skladu s ovim konsta-
tacijama.

Literalurni podaci ukazuju na moguca odstupanja kod izvodenja API mi-
krometode. Prema naem iskustvu podeSavanje koncentracije bakterija je veo-
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THERMOBACTERIUM
(Profil 1)

L.helveticus PMT ou CNRZ 384
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STREPTOBACTERIUM
(Profil 2)

L,casel casei ATCC 393

ki 3 4
t 13|38 | ] e v | 3] 3 IIH'H'I 133 tllll 1[2fafalslalrln Whedelll T|m|@
H D0
ERRRRRERRINRRRRRRERNINRERRRRNND|
L. casei rhamnosus ATCC T469
t ﬁ 2 3 - 4
o[ [aals |s[e]+[als [lo] 11a]2Js] e [r]s]s o] [a]a[au[s]]e] o] [o] 1 ]2]a[a]s[e 7] ]3] |a]: [2[a]4]s[e] ]u]o
EL] l :
00
[IRRNREEEE I NNRENRINRAINENRRNRNN
L. casei alactosus CNRZ 315
=T T 3 = T
] 1] 2[3[a [aJs]r[a] ol o] 1[2]aJa] s]a]7 [elsla 1 [2[a]s]s]e]z]a] s ] [c] : [ala]a]lafr[ala] ol [2|2]a]2]e]e]a]=
| NERINENRN DRNNINRENE BNNRERRINN DRRRRNNNNE|
L. plantarum ATCC 14917
|2 2 3 4
1] 2]2]a [ala]al el 1|2l a]a]s]8 ] alu o] s (2 [a]s]a]e]2]a] o [} 1 [2]2|a]s]e|7|8]s | Jo 1 j2 |2js|s|6| 7]a =

k]

|

ot

o

LITTIITT]

283

Mljekarstve 26 (12) 19746



ma bitno, kako za fermentacije glicida. tako i za odredivanje rezistentnosti pre-
ma koncentraciji teepola i NaCl. Ako je koncentracija bila jace 1zraZena. nego jo
to precizira metodom, reakcije su bile pozitivnije. Medulim. kod ponovljenih
ogleda uklanianjem ovih moguéih tehni¢kih greSaka rezultati ¢itanja su po-
boljsani.

Prednosti API mikrometode cu daleko nadmasile ove male nepogodnosti,
jer 49 karakieristika, istraZivanih u isto vreme, sa istom suspenzijom celija
daju preciznije rezullate u dijagnostici bakterija.

Zakljucak

Na osnovu analiza eksperimenialnih podataka komparativnog istraziva-
nja klasiéne mdentifikacije nekil =ojeva vrsta roda Lactobacillusi API
mikrometodc konstatovano je:

-——- da API mikrometoda daje pouzdane rezultate kao i klasi¢na metoda
indentifikacije bakterijskih kultura vrsta L.bulgaricus, L.acidophilus
L. jugurti, L. helveticus, L. casei, . delbriickii i L. leich-
manii;

—-- da je zbog lake tehnike rada, brzine é&itanja rezultata i preciznosti
identifikacije sojeva API mikrometoda pogodnija od klasitne metode.

Literatura

Franklin, J. G. & Sharpe, Elisabeth (1964): Physiological characteristics and
vitamin requirements of Lactobacilli isolated from milk and cheese. J. gen. Micro-
biol. 34, 143--151.

Gasser & Sebald, M. (1966): Composition en bases nucleiques des bacteries du
genre Lactobacillus. Ann. Inst. Pasteur 110, 261—275.

Kandler, O. (1970); Aminoacid sequence of the murein and laxonomy of the
genera Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc and Pedicoccus. Int. J. Sysi. Bac-
teriol. 20, 491—-507.

De Man, J. C. Rogosa, M. & Sharpe, M. E. (1960): A medium for the cultiva-
tion of Lactobacilli. J. appl. Baet. 22, 130—135.

Orla — Jensen, & The lactic acid bacteria. Andr. Fred. Host and Son, Copen-
hagen, 1919,

Orla — Jensen, S.: The lactic acid bacteria. Ejnar Munksgaard, Copenhagen,
1942,

Paule, R. (1971): Coniribution a 1° étude biochimique du genre Lactobacillus par
une methode normalisée.

Rogosa, M, Franklin J. G. & Perry, K. D. (1961): Correlation of the vita-
min requirements with cultural and biochemical characters of Lactobacillus spp.
J. gen. Microbiol. 25, 473—482.

Sharpe, M. E. (1970): Cell wall and cell membrane antigens in the classification
of lactobacilli. Int. J. Syst. Bacteriol. 20, 509—518.

[
ca
e

Mljekarstvo 26 (12) 1976.



	Pages from 1976-24
	Pages from 1976-25
	cats
	Pages from 1976-26

