KVASNY PRUMYSL
rot. 28/1982 — ¢islo 10

API - systémy v pivovarstvi

VERA KURZOVA, prom. biol., Vyzkumny dstav pivovarsky a

Pii getnych mikrobiologickych Setfenich se setkdvame
s nutnosti identifikovat zjiSténé mikroorganismy, at jiz
z hlediska rozsiteni znalosti o vyskytu jednotlivich rodi
a druhii, ale soucasné téZ pii hledani nejvhodnéjsiho
sanitaéniho zdsahu pri zjiSténi mikrobidlniho znecisténi
provozi.

Pro urfeni taxonomické prisluSnosti izolovanych mik-
roorganismil je u nas doposud b&Zné pouZivan klasicky
zplisob identifikace, ktery je Casové 1 materidlové na-
roény, vyZaduje kvalifikované pracovniky a na mnohych
pracovistich nsumoZiiuje zpracovat soucasné vetsi poZet
vzork{i. V¥zkum biochemickych nebo nutriénich charak
teristik mikroorganism se uskutecfiuje jednak na za-
kladé riizného poétu standardnich testi a jednak na
zjistovani jejich schopnosti vyuZivat riizné zdroje uhliku.
Tyto zdroje uhlikv [respektive subsirdty) mohou byt vy-
uZivany zcela rozdiln§mi biochemickymi mechanismy:

1. Asimilace — riist probihdé za pritomnosti substratu
predstavujiciho jediny zdroj uhliku v médiu definovane-
ho sloZeni. Toto médium musi byt schopno podporovat
riist testovanych mikroorganismi, je-li dopluéno jedno-
duchym zdrojem uhliku.

2. Fermentace — vwyuZivdnl glycidi probihda anaerobni
cestou za soucasné produkce kyselin.

3. Oxidace — vyuZivani glycidd probihd aerobni cestou
za soucasné produkce kyselin.

Aby se odstranila naroc¢nost provadéni pestré Tady
biochemickych testd pro identifikaci izolovanych mikro-
organismf, byly v =zahranifi vyvinuty miniaturizované
multitestovaci systémy, které tyto prdce zjednodusuji,
urychluji a v neposledni fadé i standardizuji. Nejgirsi
uplatnéni nalezly tzv. API-sysiémy. Prvni zminky o téfo
nové metodé pouZivané v pivovarské praxi se datuji unds
zatitkem sedmdesdtych let, prvni podrobné&jsi aplikaci
pro pivovarskou mikrobiologickou kontrolu publikuje
Dachs v roce 1974 [1], dale pak Murrough a Palmer [2].
V poslednich letech pak jsou v pracich zahraniénich
autori uvddény 3Sirokeé 3Zkaly biochemickych testd pfi
identifikacich baktérii, z &ehoZ vyplyva, Ze APl-systémy
se staly nedilnou soucasti vizkumnych i1 kontrolnich pra-
ci v pivovarském priimyslu [3, 4].

Vyrobou API-systémil se zab§yvd Tada zahraniénich fi-
rem, napf. API-System S. A. La balme les Grotes 38 390
Montalieu-Vercieu, Francie; API Laboratory Products
Ltd. Farnborough, Hants, Velkd Britdnie; Analvtab Pro-
ducts, Inc., Plainview N. Y. 11803, USA. Prvni API-systémy
byly vyvinuty pro identifikaci baktérii skupiny Entero-
bacteriaceae, ale zahrani¢ni vyrobci rozSitili ve svém
vyrobnim programu tyto systémy 1 na dal3l skupiny
mikroorganismi. NejvétSi vybér nabizi firma Analytab
Products. Jen pro skupinu Enferobacteriaceae byly vyvi-
nuty ft#i typy. API 10 § jsou pouZiviny pro rutinni
screening a obsahuji 12 biochemickych testi: ONPG
(8-galaktosidasa), GLU [glukosa), ARA (L-arabinosa),
LDC (lysin dekarboxylasa), ODC [ornithin dekarboxyla-
sa], CIT [Simmons-citrat], H;S [sirovodik], URE [urea-
sa), TDA (tryptofan desaminasa], IND [inq_ol‘_], 0X (ey-
tochromoxidasa), NIT (redukce nitratii). Kromé& tohoto
zakladniho nejjednodussiho typu existuji dédle systémy
API-20 E, které obsahuji oproti API-10 S navic dal3i tes-
ty: VP [Voges-Proskauertv test]), ADH [arginin dihydro-
lasa), GEL [ztekucovdni Zelatiny], MANN [mannitol],
INO [inositol), SOR [sorbitol), RHA [rhamnosa], SAC
[sacharosa), MEL (melibiosa), AMY (amygdalin). V kli-

sladatsky, Praha

nické praxi umoZnuje identifikaci variabilnich druhi bak-
térii API-50 CH, ktery predstavuje dal3i rozSirfenou Skdlu
50 biochemickych testi. Pro dal3i skupiny mikroorganis-
mil byly vyvinuty systémy API-20 A pro druhovou iden-
tifikaci anaerobnich baktérii, AFI-20 C pro rutinni diag
nostiku kvasinek, API-zym je novy systém k identifikaci
baktérii Streptococcus a konefné API-Sysiem Lactoba-
cillus, obsahujici 50 testli pro diferenciaci a druhovou
identifikaci rodu Laciobacillus.
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Obr. 1. AP systém 10 S

S postupem rozvoje pouZivani téchto miniaturizovanych
testli se zavadi vyroba kombinovanych systémi. Napii-
klad firma Baltimore Biological Laboratories Div. of Bec-
ton, Dickinson and Co nabizi Minitek systém pouZitelny
pro identifikaci skupiny Enferobacteriaceae, nékterych
aerobnich nefermentujicich baktérii, jako jsou Pseudo-
monas, ale i n8kterych anaerobi, Firma Corning Diag-
nostics 25 Lumber Rd. Rostlyn nabizi kvasinkovy systém,
R-B systém pro Enterobacteriaceae a NF-sysiém, ktery
umoZiiuje jednoduché a rychlé urfen! neenterickgch
gramnegativnich baktérii. Z dalSich komercné wvyrabg-
nych systémi je moZné se zminit o Entero-Set 20 firmy
Inolex Corp. for Diagnostics Div. Fisher Scientific Co.
Orangeburg s 20 testy, Enterotube firmy Roche Diagnos-
tics Div. Hoffmann La-Roche Inc. Nutley s 11 testy,
Micro-1D s 15 testy a Pathotee s 12 testy firmy General
Diagnostics Div. Warner-Lambert Co Morris Plains [5].

V mikrobiologickém oddéleni VUPS jsme méli moZnost
v roce 1981 pfi feSeni vyzkumného ikolu ,Studium pivu
$kodlivych gramnegativnich baktérii® [6] pracovat
s omezenym mnoZstvim API-10S a API-50 CH (obr. 1 a 2).
Galérie téchto API-systémi jsou dokonale ptizpidsobeny
pro studium asimilace, fermentace i oxidace u mikro-
organisml a umoZiiuji sledovat soufasné nebo ndsledné
cely soubor téchto vlastnosti. Galérie API-systémi se
sklddaji z tenkych i6lii, na kterych jsou umisténa jed-
notliva mikropole (API-10 S obsahuje 10 policek, API-
-50 CH 50 poli¢ek], z nichZ kaZdé obsahuje zonu anaero-
biosy pro studinm fermentace a z6énu aerobiosy pro
studium asimilace a oxidace, Jednotlivd mikropole obsa-
huji dehydrovand specifickd média. Tato média jsou re-
konstituovdna pri inokulaci bakteridlnf suspenzi a pfi
inkubaci reaguji metabolity pfitomnych mikroorganismi
s obsahem jednotlivich poli s riznymi indikatory. Folie
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s inkubatnimi komirkami jsou umistény v prihlednych
krabi¢kach, na jejichZ dno se pipetuje malé mnoZstvi
sterilni vody. Celé sysiémy jsou dodavany od vyrobce
sterilni a po zaotkovani se kompletni AP] galérie inku-
buji v thermostatu pfi poZadované teplotd.
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Obr. 2. API systém 50 CH

Identifikace mikroorganismi se uréuje podle plripo-
jeneho diferenniho listu a indexu. Index obsahuje se-
znam baktérii, jejichZ charakteristika byla zakddovdna
podle principu obecné pouZivaného v API-systému a
umoZiiuje identifikovat neznamou baktérii tim, Ze se srov-
na jeji ¢iselny koéd s &iselnym profilem uvedenym v in-
dexu. Tento biochemicky profil je zdrovei identifikaéni
fenptypovoun kartou zkoumaného mikroorganismu.

V priilbéhu na%i vyzkumné prace jsme pri identifikaci
izolovanych bakiérii, a to jak ty€inek, tak kokfl, postu-
povali jednak Kklasickou metodou pFipravy celé Skaly
biochemickych testi ve zkumavkach, soufasné jsme po-
uzili APIl-systémifi. Vzhledem k omezenému podtu API-
-sysiemi, které jsme meéli k dispozici, uvadime v tabul-
kdeh 1—4 vysledky Setfeni téch izolovanych ty&inek a
kokii, u kterych mohly byt pro porovnani pouZity metody
obé. Vybrané testy jsou testy doporuCované pro taxono-
mické uréovani gramnegativnich baktérii podle Bergeys'
Manual 8 th Edition [7].

Spekirum provadénych biochemickych testd bylo u obou
metod riizné, lze proto porovnavat pouze testy shodné,
a to redukci nitratd, tvorbu ureasy, oxidasy, sirovodiku,
indolu, ddle pak utilizaci né&kterych glycida.

Redukce nitrdatii — reakce se shoduji u v3ech izolatii
kokfl, neshoduji se u kmene tyZinek &. 5.

Tvorba ureasy — reakce se shoduji u izolat tytinek,

Tab. 1. Biochemické plastnosti izolovangch baktérii
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Tab, 2. Biochemické vlastnosti
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u kokti byla klasickou metodou zaznamendna pozitivni
reakce oproti API-10 S navic u kmeni 6. 3 a 4.

Tvorba sirovodiku — reakce se shoduji u v3ech 10 kme-
na.

Tvorba indolu — negativni reakce se shoduji u vSech
10 kmend.

Oxidasovy test — reakce se shoduji u viech 10 kmeni.

Co se tyCe porovndvani glycidovych testii, vzhledem
k tomu, Ze naSe izoldty netvofily plyn a v&tSinou ne-
tvorily kyseliny, které méni barvu indikatoru pFitomného
v Zivné piidé (a v malych mikropolich na API50CH je
samoiny rist beze zmény barevného indikdtoru t8zZko
postiZitelny), bylo porovndni t&chto reakci omezené.
K tvorbé kyselin doSlo jednoznadng obéma metodami
z glukosy a Na-laktdtu u vSech izolatd ty&inek i koki;
celkové lze fici, Ze rozhodn& oproti klasické metods
byla na API-50 CH zaznamenana tvorba kyselin ve vice
pripadech. V tabulce 4 uvadime z 50 sledovanfch reakei
pro prehlednost jen ty testy, u nichZ byl zaznamenan
pozitvni vysledek. U testli oproti profilové karté v ta-
bulce neuvedenych byl u vSech kmendi visledek nega-
tivni,

Domnivame se, Ze Sirokd Skdla glycidovych testi na
API-50 CH by naSla opodstatnéni pouze pfi zcela speci-
fickych identifikacich [spiSe ve zdravotnictvi), protoZe
vysledky velké €asti testdi nelze porovndavat s fidaji v ta-
xonomickych prirutkach. Pro prace obdobného charakte-
ru bychom povaZovali za nejvhodn&jii a plné dostadujici
pouZiti systémit API-20E s 23 testy.

Na zaklad€ vysledkli uvedenych v tabulkdch 1—4 jsme
viech 5 kokii zafadili k rodu Acinetobacter z ¢eledi
Neiseriaceae. Tento rod je charakterizovan kokovitou for-

mou, v logaritmické fdzi pPechdzi v mirné ty&inkovité
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Tab. 3. Utilizace whlikatgch zdroji izolovangmi baktériemi
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+ riist
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Tab. 4. Utlizace uhlikatjch zdroji izolovangmi baktérie-
mi na API-50 CH
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formy, nepohyblivé a nesporulujici. Jedna z hlavnich
vlastnostl rodu Acineiobacter je nepiitomnost oxidasy a
tento predpoklad byl splnén u v3ech 5 kmeni. Ddle tyto
koky netvori sirovodik a indol. 1 tyto dvé vlasinosti
izolaty spliiuji. Nitrdty nejsou zpravidla redukovany,
pfesto vSak u nékterych variant byla pfitomnost nitrat-
reduktasy zaznamendna. VsSechny kmeny izolovanych
kok@ spliiuji dal¥l poZadovanou vlastnost, jsou katalaso-
pozitvni. Rozdilnost v tvorbé acetoinn potvrzuje Cetnost
pfechodnjch forem mezi jednotlivimi druhy. P¥i syste-
matickém zafazovdni izolovanych ty&inek jsme kmeny T,
a T, které vykazovaly pfitomnost oxidasy, zafadili do €e-
ledi Vibricnaceae, a protoZe produkovaly acetoin, reduko-
valy nitraty, netvofily ureasu, shoduji se s vlastnosimiro-
du Aeromonas. U tohoto rodu se t8Z uvadi, Ze je utilizovana
glukosa, frukiosa, maltosa a adonitol, nikoliv viak dul-
citol, inositol, inulin, melezitosa, sorbosa a xylosa. I tyto
znaky s vyjimkou adonitolu json ve shodé s wvysledky

[+1] opozdény rist
+ [+ | raost a slabé okyseleni

vSech naSich testi [fab. 3 a 4). U Fady dalSich bioche-
mickych vlastnosti se pripousti znaénd variahilita. Pokud
jde o uvaZované pFisluSnosti k rodu Zymomonas, pfi-
pousti se u nékterych drubfi uréitd tolerance ke kyslikuy,
neprodukuji viak katalasu a neredukuji nitraty, Tyto dva
posledni znaky jsou v rozporu s nasimi vysledky. Zbgva-
jiei izolaty ty€inek, T3, Ts a Ty, které mély oxidasovy
test negativni, jsme zafadili do €eledi Enterobacteriaceae.
Déle tyto kmeny produkovaly katalasu a acetoin, netvo-
Fily ureasu a indol, argininovy test byl rovn&Z negativni.
Redukee nitratt a tvorba sirovodiku vykazovala variabi-
litu. Zjisi&né vlastnosti nasvedCuji pro zafazeni téchto
kmenfi k rodu Erwinia. Tato skupina baktérii byva zafa-
zovana k rodu Enterobacter, aviak v 8. vydani Bergey's
Manual z roku 1974 se napf. s druhem Enterobacter ag-
glomerans, uvadénym mezi kontaminanty pivovarské vy-
roby, setkdvame u rodu Erwinia v podskuping B — Her-
bicola. Zafazeni izolovanych tycinek do tohoto rodu je
i naddle ponékud problematické, protoZe se v fadé znaki
pripoustéji fetné diference mezi jednotlivimi variantami,
zejména pak v utilizaci glyeid@ a jim pfibuznych latek.

Prdci s API-sysiémy hodnotime kladngé, protoZe tato
metoda prindsi znatnou Gsporu casu i materidlu, jakoZ
i sniZeni pracnosti pFi identifikaci kontaminanti a je
moZné ji v urCitych pfipadech pouZit i pro mikrobiolo-
gickou kontrolu pivovarskych provozi. Rozdily, které se
nam projevily v nékterych pfipadech oproti klasické kul-
tivatni metodd u zakladnich metabolickich projevi, je
moZné vysvetlit pravdépodobné rozdilngm sloZenim po-
uzitych kultivaénich pld a detekénich ¢&inidel, s &imZ
mame v tomto smé&ru urcité zkuSenosti z naSich dFivéj-
Sich praci
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tifikace izolovanych mikroorganismf pouZitim API-systé-
mi. Je uveden prehled vyroby t&chto API-systémi pro
jednotlivé skupiny mikroorganism@i a vysledky vlastni
prace s API-10S a API-50 CH v porovnani s klasickym
zpusobem identifikace nékterych gramnegativnich bak-
térif.

Kypsora, B.: AllM-cucremm B npou3Boicrse nuBa. Ksac.
npym., 28, 1982, Ne 10, ctp. 221224,

Cratbst 3aHMMaeTCH ONMHCAHHEM HOBOrO OHICTPOro Me-
TOLa HACHTHOHKAUWA H30JHPOBAHHBIX MHKDOOPTAHH3MOB
npu ucno.bsosannn AlTH-cucrem. [lpuBemen o063op 1o
npoussogctsy 3tHx AllM-cucteMm nad oraedsHbix rpynmn
MHKDOOPTraHH3MOB H Pe3yJbTaThl COOCTBEHHOH PpalfoTh
¢ ATTM-10 C u AITH-50 X B comnocrapienuy ¢ KJIaccHuec-
KHM Cnoco60M HAEHTHQHKAIHH HEKOTOPHIX TPAMMOTPHILA-
TeJbLHBIX BaKTepHil.

Kurzova, V.: API-Systems in Brewing. Kvas. prim. 28,
1982, No. 10, p. 221—224.

A description of a new quick method for an identifi-
cation of isolated microorganisms using API-Systems is
made. Author shows a survey of a production of the
API-Systems for the individual groups of microorganisms
and compares the results of her own, obtained with
API-10S and API-50CH, with those obtained with a classi.
cal procedure of the identification of some Gram-nega-
tive bacteria.

Kurzova, V.: API-Systeme in der Brauerei- Mikrobiologie.
Kvas. pram. 28, 1982, Nr. 10, S. 221—224,

In dem Artikel werden neue Methoden zur Identifika-
tion isolierter Mikroorganismen bei Anwendung der
API-Systeme beschrieben. Es wird eine Ubersicht der
erzeugten API-Systeme fir die einzelnen Gruppen der
Mikroorganismen angefiihrt. Im weiteren wird iiber die
Ergebnisse der eigenen Versuche berichtet, in denen der
Einsatz der API-Systeme API-10S und API-50 CH mit den
klassischen Methoden der Identifikation gramnegativer
Bakterien verglichen wird.



