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PRIMENA »API« MIKROMETODE ZA IDENTIFIKACIJU BAKTERIJA 
RODA LACTOBACILLUS 

Dr Stojanka MITIĆ 
liistitut za mlekarstvo, mikrobiološko odjeljenje, Beograd 

Laktobacili su veoma rasprostranjene bakterije u prirodi, pa je veliki broj 
autora bio zainteresovan za njihovu klasifikaciju. Od literaturnih podataka 
citiramo O r l a J e n s e n a (1919, 1942) koji je prvi dao klasifikaciju lakto-
bacila, još uvijek a]-.tuelnu> prema sledećim kriterijumima: prirodi kiseline, 
temperaturi rasta, proceaiu i rolatoinoj moći mlečne kiseline, potrebi azot-
nih materija i fermentaciji niza ugljenih hidrata. 

R o g o s a & S h a r p e (1959) predložili su klasifikaciju koja je i dana.s 
najviše u primeni. Ovi autori su zadržali terminologiju i deobu roda u tri 
podroda: dva fermentativna T h e r m o b a c t e r i u m i S t r e p t o b a c t e r i -
u m, i jedan heterofermentativan — B e t a b a c t e r i u m . Savremena klasifi
kacija po hemijskom sastavu ćelijskog zida, uz primenu precizne metodike, 
pruža mogućnost diferencijacije vrsta, a ponekad i sojeva laktobacila (C h e-
e s e m a n, 1959). Na osnovu razlike mureina ćelijskog zida K a n d 1 e r (1970) 
daje klasifikaciju homogenih grupa. S h a r p e (1970) ističe da imunološki re
zultati serološke identifikacije vrsta prema grupama: A, B, C, D, E, F, i G nisu 
u kontradikciji sa fiziološkim biohemijskim testovima aktuelne klasifikacije. 
R o g o s a et al. i F r a n k l i n & S h a r p e (1964) kompletirali su klasifikaciju 
u odnosu na potrebe laktobacila u vitaminima: tiamin, riboflavin, pirodoksal, 
foina kiselina, vitamin — Bt:; i tiamidm. 

Novija istraživanja genotipa bakterija ukazuju na mogućnost klasifika
cije vrsta laktobacila na osnovu genetskog sadržaja DNA i genetske homolo-
gije DNA i RNA. Ova metodika je vrlo delikatna, a primenili su je G a s-
s e r & S e b a 1 d. Prema sadržaju DNA laktobacili su podeljeni u tri grupe. 
Potkomitet za taksonomiju sojeva roda L a c t o b a c i l l u s (1968) iznosi da 
još uvek traje faza eksperimentalnog proveravanja različitih metoda koje bi 
se primenile za određivanje iste karakteristike i komparativnog rada, sa kla
sičnim metodama. 

Uzimajući u obzir dosadašnje rezultate identifikacije laktobacila smatrali 
smo za potrebno da na osnovu naših eksperimenata komparativnog istraživa
nja klasične dijagnostike i API mikrometode dođemo do saznanja koje će nam 
omogućiti objektivno zaključivanje u pogledu primene API mikrometode za 
brzu identifikaciju laktobacila. 
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Tim pre, što se svi citirani autori slažu da je identifikacija laktobaclia 
vrlo teška, pa su potrebna nova proveravanja sa klasičnim metodama i uvođe
nje novih metoda. 

Materijal i metode 

API (Vixotab; La Balme-les grottes; Francuska) sistem L a c t o b a c i l l u s 
predstavlja niz od 50 plastičnih epruvetica, koje sadrže, podloge u liofilizova-
nom stanju, sa određenim reaktivima za svaku istraživanu karakteristiku. 
Daju mogućnost interpretacije i porasta 39 glicida, stvaranje CO-', dokazivanje 
dihidrolaze arginina, dokazivanje inhibicije u prisustvu 0,4 i 0,6 /̂0 teepola, 
4,6, i 10"/o NaCl, dokazivanje beta-galaktozidaze, redukcije nitrata u nitrite i 
stvaranja acetilmetilkarbinola. 

Za komparativna istraživanja služili su nam sojevi iz naše kolekcije i to 
sledećih vrsta. L. b u 1 j , a 1 i 0 u s. I., a c i d o p h i l u s , L. j u g u r t i, L. h e 1 v e-
t i c u s , L. c a s e i, L. d e l b r i i c k i i i L. l e i c h m a n i i . Za klasičnu dijag
nostiku korišćeni su biohemijski testovi koji se primenjuju u Pasterovom in
stitutu u Li]u (Francuska). 

Kulture sojeva su uzastopno tri puta presejavane u MRS bujon, što su 
ga opisali M a n , R o g o s a & S h a r p e (1960). Pasažirane su u eksponenci
jalnoj fazi rasta. Posljearje subkultivisanje se vrši direktno u kivete za centri-
fugiranje. Posljednja se kultuta conlnfugira i ispere sa fiziološkom otopinom 
NaCl, a centrifugat se prenosi u MRS bujon za identifikaciju (bez glukoze i 
mesnog ekstrakta). Pripremanje optičke gustine ćelija izvodi se prema skali 
po McFarlandU; a gustina suspenzija ćelija se podešava prema testnim epru
vetama 2 i 3. 

Inokulacija epruvetica se vrši Pasterovom pipetom ili tankom pipetom 
sa dovoljnora količinom suspenzije ćelija 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 časova upisivanjem u odgova
rajuće kolone profila. Reaktivi ?a nitrate i za acetoin se dodaju kod posled-
njeg čitanja da ne bi pare kiselina modifikovale druge reakcije. 

Interpretacija rezultata identifikacije sojeva vrši se prema profilima ka
rakterističnim za vrste laktobacila koje pripadaju podrodovima: T h e r m o -
b a c t e r i u m , S t r e p t o b a c t e r i u m i B a c t e r i u m . 

Za klasičnu identifikaciju sojeva primenjena je šema R o g o s a & 
S h a r p e (1959). 

Rezultati i diskusija 

Rezultati komparacije biohemijskih testova za identiliKaciju laktobacila 
sa odgovarajućim testovima API sisiema, pokazali su da među njima postoji 
velika podudarnost. Slaganje je konstatovano kod svih testova, izuzev kod 
dokazivanja rezistencije prema određenim koncentracijama NaCl. Ovo nesla
ganje je uočio i P a u l e (1971), pa su naša zapažanja u skladu s ovim konsta
tacijama. 

Literaturni podaci ukazuju na moguća odstupanja kod izvođenja API mi-
krometode. Prema našem iskustvu podešavanje koncentracije bakterija je veo-
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ma bitno, kako za fermentaci je glicida. tako i za određivanje rezis tentnost i p re 
ma koncentraci j i teepola i NaCl. Ako je koncentraci ja bila jače izražena, nego ]c 
to preciz i ra metodom, reakci je su bile pozitivnije. Međut im, kod ponovljenih 
ogleda u klan;) an j em ovih mogućih tehničkih grešaka rezu l ta t i či tanja su po
boljšani. 

P rednos t i API mikrornetode KU daleko nadmaši le ove male nepogodnosti , 
je r 49 ka rak te r i s t ika , i s t raž ivanih u isto vreme, sa is tom suspenzi jom ćelija 
daju preciznije rezu l ta te u dijognostici bakter i ja . 

Zaključak 

Na osnovu anal iza eki-'perimenialnih poda taka kompara t i vnog is t raživa
nja klasične indentif ikaci je nekili nojeva vrs ta roda L a c t o b a c i l l u s i API 
mikroirietodc kons ta tovano je : 

— da API mik rometoda daje pouzdane rezul ta te kao i klasična metoda 
indentif ikaci je bak te r i j sk ih ku l tu r a vrs ta L. b u l g a r i c u s , L. a c i d o p h i l u s 
L. j u g u r t i. L. h e 1 V e t i c u s, L. c a s e i, L. d e 1 b r ü c k i i i L. 1 e i c h-
m a n i i; 

- - da je zbog lake t ehn ike rada, brzine či tanja rezu l t a ta i preciznosti 
identif ikacije sojeva API mikrometoda pogodnija od klas ične metode . 
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