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Forord

Denne bog om bakteriologiske undersggelsesmetoder er resultatet af et under-
visningsprojekt gennemfert i diagnoseafdelingen, Statens Seruminstitut, i
tiden fra januar 1977 til december 1978. Rollefordelingen var fra starten
een lerer og tre laeger ansat i kursusstillinger i specialet klinisk mikrobiologi,
men hurtigt opstod et kollektiv med fire lige aktive forfattere.

Seruminstituttets direkterer, J.Chr. Siim og Ole Forsting, har fra begyn-
delsen indtaget en klart positiv holdning til projektet og har pa flere méader
direkte stottet dets gennemforelse, hvilket vi hermed siger tak for.

Vi har modtaget megen hjeelp fra kolleger blandt Seruminstituttets mikro-
biologer, dels i form af svar pd spergsmaél, dels i form af gode rad efter gen-
nemlesning af hele manuskriptet eller dele af det. Seerligt ensker vi at takke
overlege Jorgen Bang, antibiotikaafdelingen, overlege dr. med. Per Biilow,
regionalafdelingen i Arhus, overleege dr.med. Hans Chr. Engbaek, tuberkulose-
afdelingen, overleege Wilhelm Frederiksen, diagnoseafdelingen, overleege Knud
Gaarslev, diagnoseafdelingen, dr.med. Jorgen Henrichsen, streptokokafdelingen,
overlege dr.med. Ebbe Kjems, streptokokafdelingen, afdelingsleder dr.phil.
Vagn Mpgller, substratafdelingen og overlege dr.med. Kirsten Rosendal, af-
delingen for hospitalsinfektioner.

Projektets sekreter, Agnete Thorborg, skylder vi tak for fremragende hjzlp
med at tilvejebringe et nogenlunde homogent og leeseligt manuskript, insti-
tuttets bibliotekspersonale, Ruth Ebert og Tove Gertsen, for udholdende
bistand med at fremskaffe litteratur og fotograferne Anne Grete Overgaard
og Finn Laursen for fremstilling af alle figureme.

Vi — i forfatterkollektivet — er enige om, at fra et undervisningssynspunkt
var projektet vellykket. Om projektets handgribelige resultat — handbogen
her — ogsi er blevet vellykket, ma andre demme om.

Diagnoseafdelingen, december 1978.

Hans Lautrop Niels Hoiby
Annie Bremmelgaard Birgitte Korsager
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Indledning

»Bakteriologiske undersogelsesmetoder” er i forste rekke taenkt som lare-
og handbog for specialleeger i faget klinisk mikrobiologi, men der er si vidt
muligt taget hensyn til at den ogsa skulle kunne anvendes af laboranter.

Bogen dzkker langt fra det samlede mikrobiologiske fagomrade. Metoder
til identifikation af svampe, mycoplasmer, rickettsier, chlamydier og virus
er ikke omtalt og der er kun tale om et udvalg blandt eksisterende bakterio-
logiske prover. Udvalget er bestemt af forfatternes personlige erfaring, hvilket
stort set vil sige at det er begrenset til metoder der anvendes i Seruminsti-
tuttets diagnoseafdeling. Desvaerre blev der ikke tid til inden for projektets
rammer at udarbejde alle de planlagte Kkapitler som ville have gjort bogen
til en mere komplet handbog i bakteriologisk teknik.

De beskrevne underspgelsesmetoder er grupperet i 9 hovedafsnit, dels pa
grundlag af undersegelsesgangen i laboratoriet, dels pa grundlag af de 4 hoved-
grupper af organiske stoffer: kulhydrat, protein, fedt og nukleinsyre. Den
enkelte proves placering i et bestemt hovedafsnit beror dog i nogle tilfzelde
pa en arbitrer beslutning.

De fleste enkeltkapitler behandler een bestemt preve eller undersogelses-
metode, men nogle af hovedafsnittene indledes med et oversigtskapitel, som
giver det falles baggrundsstof for resten af kapitleme i afsnittet og forklarer
de enkelte provers placering inden for den storre sammenhzng.

Kapitler, som beskriver en enkelt prove, er i de fleste tilfzelde opdelt i faste
underafsnit for at gore det lettere for brugeren at finde onskede oplysninger.

Den historiske indledning er mere dybtgdende end i andre handbeger af
samme slags. Formalet har veret at praesentere de anvendte metoder i den
bredest mulige biologiske og historiske sammenhzeng, hvilket pd een gang
skulle uddybe forstielsen af provens grundleggende princip og af de for-
skellige udformninger, den har fiet i tidens lob, og fremhave, at hver ud-
formning ofte kun giver en vis tilnermelse til det onskede resultat. Med andre
ord et forspg pa at indpode en kritisk holdning til proveresultaterne, specielt
for s& vidt angér deres anvendelse i videnskabeligt arbejde.
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Afsnittene om den biokemiske baggrund er ligeledes gjort fyldige, dels af
hensyn til den fulde forstielse af hvad preveresultaterne oplyser, dels med
henblik p4 et fremtidigt arbejde med at udforme bedre prover. En af van-
skelighederne med disse afsnit har vaeret, at mange biokemiske forhold stadig
kun er delvis afklarede.

I underafsnittene om valg af metode er forspegt en kortfattet vurdering
af de vigtigste i litteraturen beskrevne metoder konkluderende i anbefaling
af en enkelt eller nogle fi udformninger. Afsnittene er uundgaeligt prasget af
subjektive synspunkter og af hensynet til, at bogen skulle indeholde en teknisk
beskrivelse af de for tiden mest anvendte metoder i danske klinisk-mikrobio-
logiske laboratorier. Et gennemgiende traek har veeret at fremhave brugen
af sikaldte “direkte enzymtests” hvor denne mulighed er til stede. I dette
ogleller i de forudgiende underafsnit er det som inspiration for fremtidige
bakteriologer ogsi fremhaevet, hvor bestemte prover i serlig grad trenger
til forbedring, eller hvor der synes at vere mulighed for at udarbejde helt
ny metoder ved at udnytte foreliggende biokemisk viden.

I underafsnittene om teknisk udforelse, afleesning og fortolkning er angivel-
ser angdende substrater og reagenser, hvor intet andet er anfort, baseret pi
de af Seruminstituttets substratafdeling udgivne losblade med substratop-
skrifter og pa substratafdelingens 4 jourferte kommentarer til disse. Beskrivel-
sen af teknikken er bevidst gjort meget detaljeret. Det skyldes, at mange
af proverne er baseret pi en empiri, der méi fastholdes sa ngjagtigt som muligt,
da selv sma @ndringer i en fastlagt teknik kan vise sig at medfere uforudse-
elige eendringer i resultaterne.

Underafsnittene om sikkerhedsforanstaltninger er kortfattede, da det er
forudsat, at diagnoseafdelingens regler for omgang med patogene bakterier
er kendt og folges.

Underafsnittene fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion
er teenkt som en hurtig hjeelp til at fastsld, om et bestemt prgveudfald hos
en given stamme er foreneligt med den eksisterende almindelige viden om
positive provers forekomst. Fortegnelsen daekker dog stort set kun taxa, som
har betydning i den medicinske bakteriologi. Den oprindelige plan, at anvende
”Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, 8. udgave, 1974, som
grundlag for disse fortegnelser, er fastholdt, skont det i mange tilfeelde viste
sig umuligt at opna tilstraekkeligt sikre og fuldstaendige data fra denne kilde.
Fortegnelserne er derfor i nogle tilfaelde suppleret fra andre kilder, men ikke
s4 systematisk at vi kan indestd for, at alle fortegnelser er komplette. Dette
er der taget hojde for ved at angive, at kun de vigtigste bakterier indgar i
fortegnelsen.
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Underafsnittene om prevernes diagnostiske veerdi og scerlige anvendelsesom-
rdder gor ikke krav pi at vaere udtemmende. De er veasentligst baseret pa
forfatternes egne erfaringer, men medtager desuden de i bakteriologien gngse
vurderinger. Disse afsnit er kun vejledende og skal ikke afholde nogen fra at
forsoge at udnytte en bestemt prove udenfor de anforte anvendelsesomrader.

For at lette litteraturstudiet af de enkelte prover til videnskabelige eller
praktiske forméal er hvert kapitel forsynet med en fortegnelse over citerede
arbejder. Langt storstedelen af denne litteratur findes i diagnoseafdelingens
bibliotek i form af fotokopier samlet i mapper for hver prove. Ogsa relevante
sider af monografier og tekstboger findes som regel, og ud over den i bogen
citerede litteratur findes i mange tilfeelde et betydeligt supplerende materi-
ale. Denne sertryksamling er efter aftale med diagnoseafdelingens overleger
tilgeengelig for interesserede, dog ikke til udlan.






Farvemetoder






Kapitel 1
Alment om bakteriefarvning

Farvestoffer anvendes inden for bakteriologien for at tydeliggere bakterie-
cellens omrids med henblik pd formdifferentiering, for at pavise organeller
og andre specielle strukturer, fx. veegbygning, og for at pavise specielle makro-
molekyler, fx. inklusioner.

Blandt de mange forskellige metoder, der er udviklet til farvning af bak-
terier og bakteriebestanddele, skal kun omtales folgende, almindeligt anvendte
metoder: generel farvning med metylenbldt, Gram-farvning, Ziehl-Neelsen-
farvning og flagelfarvning. Indferelsen af fasekontrastmikroskopi har gjort,
at metoder til fx. sporefarvning og kapselfarvning sjeldent er nedvendige i
det mikrobiologiske laboratorium, og har i evrigt ogsa til dels overflodiggjort
generel farvning.

1. Feelles historisk indledning

Studiet af bakteriernes morfologi var i de forste 200 ar heemmet af de ufuld-
komne mikroskoper og af manglen pa farvemetoder.

De billeder man si i mikroskoper som dem hollenderen Leeuwenhoek
(1632-1723) og hans efterfolgere brugte, var kun svagt forsterrede (hejst
300 x), og desuden var de lyssvage, uklare og mangefarvede pa grund af kro-
matisk og sferisk aberration. Disse ulemper fjernedes efterhianden. Bedre
belysninger opniedes ved hjelp af spejle, kondensorer og blendere. Kro-
matisk og sferisk aberration forsvandt, og oplesningsevnen (forsterrelsen)
blev forbedret, da man indferte sammensatte akromatiske linser (Amici 1824
og iser Abbé 1883). Ogsi indfarelsen af immersionsvasker var et fremskridt
(vandimmersion indfgrt af Amici ca. 1850, oliecimmersion af Abbé i 1878).
Fra begyndelsen af 1880’erne var mikrobiologerne derfor udstyret med lys-
mikroskoper, som i ydeevne ikke adskilte sig meget fra dem, der bruges i dag.
De gradvise fremskridt i mikroskopets udvikling afspejler sig tydeligt i bakte-
riologiens historie. I 1830°erme, da de forste akromatiske linser kom i brug,
opdagedes de forste parasitzere sygdomme, nemlig dem som skyldes svampe
(Bassi 1835; Schonlein 1839; Gruby 1841), og man opdagede geersvampenes
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tilstedevaerelse ved alkoholiske forgaeringer (Cagniard-Latour 1837; Swann
1837). Efter at yderligere forbedringer i linserne var ndet i begyndelsen af
1880’eme, og farvemetoderne var taget i brug, fulgte slag i slag beskrivelserne
af de patogene bakterier. (Cit. fra Lechevalier & Solotorovsky 1974 og Col-
lard 1976).

Foruden af de ufuldkomne mikroskoper var udforskningen af bakterier
vanskeliggjort af, at bakterierne i fugtige, ufarvede preeparater viste for ringe
kontrast i forhold til det omgivende medium, og af at der var sa sterk uro i
praparatet pd grund af molekylarbevagelse og evt. flagelbevagelse, at pree-
cise tegninger og malinger ikke kunne udfares (Koch 1877).

Naturlige farvestoffer, som udvindes af plante- og dyrematerialer, har
i arhundreder varet brugt til farvning af tekstiler, og desuden har nogle f& uor-
ganiske stoffer veret anvendt. Engleenderen Grew synes at vaere den forste,
der anvendte et sddant farvet ekstrakt fra et insekt til plantehistologisk ar-
bejde (1682). Leeuwenhoek anvendte i 1714 som den forste plantefarve-
stoffet safran til farvning af dyrisk vav. Forskellige naturlige farvestoffer
brugtes i den efterfplgende tid til histologisk arbejde, bl.a. indferte Goeppert
& Cohn i 1849 karmin og Waldeyer i 1863 haematoxylin. Et stort fremskridt
var introduktionen af de syntetiske anilinfarver i 1856 af Perkin, og Beneke
var den forste der benyttede et anilinfarvestof til histologisk arbejde (1862)
(cit. fra Culling 1963, Jensen 1964 og Gurr 1965).

I 1862 farvede Hoffmann — formentlig som den forste — bakterier i fugtzgt
preeparat med en fuksin- eller karminoplesning (cit. fra Hoffmann 1869
og Loeffler 1887), og danskeren Salomonsen anvendte i 1877 en jodjodkalium-
oplesning og senere svovlsur rosanilin til farvning af fugtige praeparater. Weigert
var den forste, der i farvede snitpreeparater af vev erkendte bakterier (1871),
og han benyttede i 1875 med held hamatoxylin- og siden anilinfarvning
specielt til pavisning af bakterier i vaevssnit. Denne metode blev ligeledes
brugt af Billroth & Ehrlich (1875-77) (cit. fra Koch 1877, Loeffler 1887 og
Salomonsen 1904).

Det var imidlertid Koch, der indferte principperne for farvning af tort
preeparat. 1 1877 angav han metoder til fremstilling, fiksering, farvning, foto-
grafering og konservering af torre preparater. Han viste, at anilinfarvestoffer,
specielt vandige oplesninger af metylviolet eller fuksin, var de mest velegnede
til farvning af bakterieceller, og at svingtride kunne farves med en koncen-
treret vandig oplesning af Campeche-treeekstrakt (indeholder hsematoxylin
og garvesyre). Med fremkomsten af Koch’s arbejde var der d4bnet muligheder
for at sammenligne og dokumentere ngjagtige mikroskopiske observationer,
hvilket tidligere havde vaeret umuligt.
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I lpobet af 1880°erne udvikledes de forste specielle farvemetoder. Koch of-
fentliggjorde i 1882 en metode til farvning af tuberkelbakterier, som forbed-
redes af Ehrlich (1882), af Ziehl (1882) og af Neelsen (1883). Gram pub-
licerede i 1884 sin metode til i vaevssnit at skelne mellem cellekeerner og
bakterier, der senere fik saerlig betydning ved ogsi at adskille de to hoved-
grupper af bakterier, grampositive og gramnegative, og Loeffler offentlig-
gjorde i 1889-90 en metode til at farve bakteriers svingtrdde. Omkring ar-
hundrededskiftet var der fremkommet et stort antal farvemetoder og vari-
anter heraf, som bl.a. omtales i arbejder af Unna (1888), Neisser (1889),
Salomonsen (1894) og Grimme (1902) samt af Friedberger & Reiter (1912).

2. Fysisk-kemisk baggrund

a) Farveopfattelsen

Almindeligt hvidt lys bestar af en blanding af alle spektrets forskellige farver.
Fire er sakaldt rene farver eller urfarver: rodt, gult, gront og blit, og tre er
grundfarver: redt, gront og blat, hvoraf alle andre farver kan sammenszttes.
Tilsvarende har det menneskelige @jes nethinde lysfelsomme tappe med tre
forskellige folsomhedsmaxima ved henholdsvis redt, grent og blat (trikro-
matisk). Hvis en genstand i almindeligt hvidt lys har en farve, er det fordi
genstanden absorberer nogle af spektrets farver, mens andre transmitteres
eller reflekteres til gjets nethinde, og disse forhold bestemmer med hvilken
farve genstanden opfattes. Sorte genstande absorberer alle spektrets farver,
hvide absorberer enten ingen farver eller reflekterer to farver, som tilsam-
men opfattes som hvid (komplementerfarver). Mens det normale oje er
trikromatisk, mangler farveblinde personer én eller flere af de tre farveop-
fattelseskomponenter (de kan altsA veaere dikromate eller monokromate),
hvorfor de vil fejlopfatte visse farver og dermed forveksle dem. Dette kan
have stor betydning fx. ved mikroskopi af Ziehl-Neelsen farvede preepa-
rater, hvor de rode TB-bakterier af nogle farveblinde ikke kan skelnes fra
en gul, gron eller bla baggrundsfarve.

De fleste organiske forbindelser absorberer ikke lysbelger svarende til det
synlige spektrum (400 nm (violet) — 750 nm (redt)), men derimod lysbalger
fra det ultraviolette omride. Ved tilstedevarelse af sikaldte kromofore grup-
per (dvs. grupper med dobbeltbindinger eller tripelbindinger, fx. =C=N-,
-N=N-, =C=C, =C=8), der indeholder lgst bundne elektroner, rykker absorp-
tionen ind mod eller ind i den synlige del af spektret. Denne virkning kan
forsteerkes veesentligt, ndr en kromofor gruppe er bestanddel af et konjugeret
system, dvs. et system som indeholder vekslende enkelt- og dobbeltbindinger.
Af vasentlig betydning for farven er ogsid de sikaldte auxokromer, der er



16 Farvemetoder

atomgrupper med et disponibelt elektronpar (OH, NH, samt alkylsubstitutter
af disse grupper), som kan inducere en elektronforskydning i det konjuge-
rede system og derfor “fordybe’ en allerede forhindenverende farve, men
ikke i sig selv gore et farvelpst stof farvet (cit. fra Jensen 1964 og Gurr 1965).

b) Farvestoffernes kemi

_Alle farvestoffer til bakteriologisk brug er syntetiske, organiske produkter,
sakaldte anilinfarver. Anilin, som industrielt fremstilles ved reduktion af nitro-
benzen, er en farvelps vaeske med formlen CqoHsNH,, altsd en primeer amin
af benzen.

I 1834 viste Runge, at anilin fra stenkulstjeere danner merkt farvede for-
bindelser med iltningsmidler, og den forste egentlige anilinfarve (det violette
mauvein) fremstilledes af Perkin i 1856 ved oxidation af anilin med krom-
syre. I 1859 fremstilledes fuksin af Verguin ved iltning af en blanding af anilin
og toluidiner, og i 1862 blev af Beneke for forste gang et anilinfarvestof an-
vendt til mikroskopipraeparater. Fra omkring 1870 er anilinfarvestofferne
saledes til radighed. Den videre udnyttelse af disse stoffer til biologisk farv-
ning skyldes iseer Ehrlich (1877, 1878, 1886). P4 den tid startedes navnlig
i Tyskland en fabrikation af anilinfarver, idet man hertil foruden anilinderi-
vater regnede farvestoffer udvundet af tjeereprodukter. Farvestofferne benyt-
tedes hovedsagelig til tekstilfarvning, men fandt som anfert hurtigt anvendelse
i histologiske og bakteriologiske laboratorier.

Et farvestofmolekyle bestir af en farvet jon og en ufarvet uworganisk eller
alifatisk, organisk jon af modsat ladning og er siledes et salt. Gurr (1962)
inddeler farvestoffer i sure, basiske, amfotere, neutrale og sammensatte. I
sure farvestoffer er det den negativt ladede anjon, der er farvet, mens det
i basiske farvestoffer er den positivt ladede katjon, som er farvet. Amfotere
farvestoffer har bide positivt og negativt ladede grupper; neutrale farvestoffer
er ikke—joniserede, og sammensatte farvestoffer bestir af kemiske forbindelser
mellem to forskelligt farvede farvestoffer.

Af betydning for farvestoffers kemiske binding til vaevselementer eller til
andre farvestoffer o.lign. er sdkaldte kolligatorer. Sure kolligatorer er de ne-
gativt ladede carboxyl- og sulfonsyregrupper, som findes i sure og i nogle
fa basiske farvestoffer. De bindes til basiske elementer i vaev eller basiske
joner i andre farvestoffer. Basiske kolligatorer er de positivt ladede frie eller
substituerede aminogrupper, som findes i basiske og i mange sure farvestoffer.
De gor, at basiske farvestoffer kan bindes til sure vavselementer eller sure
farvestoffers joner. ‘

Basiske farvestoffer har stor affinitet til cellekeerner, iser til nukleinsyrernes
fosfatgrupper, og mindre affinitet til proteiners carboxylgrupper i cytoplas-
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maet. Sure farvestofter har storre tendens til at binde sig til cytoplasmaets
bestanddele, is@r til proteiners aminogrupper. Til bakteriologisk brug anvendes
mest basiske farvestoffer.

Fordelingen af farvestoffer i vav bestemmes foruden af den elektriske
ladning af vavenes permeabilitet, og bestemmende for det visuelle indtryk
er desuden den lokale meangde af farvbart materiale. Da bakterier ikke som
eucaryoter har nogen opdelt indre cellestruktur, farves de ensartet med basiske
farvestoffer, der bindes serligt fast til nukleinsyrernes fosfatgrupper. De
bindinger, der forekommer, er forst og fremmest jonbindinger, som forment-
lig forsteerkes af bl.a. brintbindinger og kovalente bindinger (Baker 1960).

Heraf fremgar, at samme cellestruktur kan farves af mange forskellige farve-
stoffer, og at amfotere stoffer som fx. proteiner i nogen grad kan farves af
béde sure og basiske farvestoffer. Ved at variere farvetiden eller pH kan man
opné kontrol med, om et amfotert stof farves af sure eller af basiske farve-
stoffer. Et basisk farvestof kan fjeme og erstatte et andet, som allerede er
bundet i vavet. Denne “replacement” folger massevirkningsloven for kemiske
reaktioner (Bartholomew et al. 1950). Dette betyder, dels at kontrastfarv-
ning (efterfarvning) ofte skal foretages med forsigtighed, dels at nogle modi-
fikationer af farvemetoder direkte udnytter denne replacement-effekt, idet
differentiering (affarvning) og kontrastfarvning foregar samtidigt.

c) Almindeligt anvendte farvestoffer

Basisk fuksin
Basisk fuksin er en blanding af p-rosanilin og to metyleringsprodukter heraf
(basisk magenta og ny magenta), og det fis som klorid eller acetat eller frie
baser. Det er et magentargdt basisk farvestof, hvis oploselighed ved 15°C er:
1% i Hy0, 8% i absolut (abs.) alkohol og 0 i xylen. Molekylvaegten for de
tre ingredienser er 329, 338 og 366, og den felles formel er:

- 1*cr

Basisk fuksin
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Metyleringen finder sted ved +-erne. Absorptionsmaximum er 540 nm.
pH af en vandig oplosning er 6,7. Det anvendes i en vandig oplesning indehol-
dende 1% fuksin, 10% alkohol og 5% fenol som ’koncentreret” karbolfuksin
til Ziehl-Neelsen—farvning og fortyndet 1:10 med destilleret vand til Gram-
farvning. Det anvendes som en 1,2% oplesning af basisk fuksin i 95% alkohol
til Leifson’s flagelfarvning.

Krystalviolet

Krystalviolet er et blaviolet basisk farvestof med molekylvegten 408. Form-
len er:

q*c”
| N(CH,),
N O—N(CH?,)Z

Krystalviolet

Oploseligheden ved 15°C er: 9% i H,O, 8,75% i abs. alkohol og O 1 xylen.
Absorptionsmaximum er 590 nm. pH af en vandig oplesning er 6,6. Det anven-
des som en 0,2% vandig oplesning med 3% anilin og 10% etanol til Gram~
farvning.

Metylenblit
Metylenblat er et basisk farvestof, som i iltet tilstand er blat, mens det i re-
duceret tilstand er farvelpst, hvorfor det ogsd bruges som oxidations-reduk-
tionsindikator. Molekylvegten er 320 og formlen er:

+CL-
N=—

(CH,),N N{CHjy),

Metylenblat
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Karakteristisk for metylenblat er, at det i oplgsninger, som henstar, bliver
delvis oxideret, s& at disse oplesninger indeholder en del rodligt-violette far-
vestoffer af lavere metyleringsgrad end det originale metylenblat. Disse poly-
kromatiske egenskaber er vaerdifulde i mange tilfelde og seges ofte fremmet,
fx. ved tilsztning af alkali som i Loeffler’s metylenblat.

Oploseligheden ved 15°C er: 1,3% i H,0, 6% i abs. alkohol og 0 i xylen.
Absorptionsmaximum er 665 nm. pH af en vandig oplesning er 2,5. Anvendes
som en 1% vandig oplgsning til simpel farvning.

Pikrinsyre
Pikrinsyre er et gult, surt (anjonisk) farvestof med molekylvaegten 229. Form-
lener:

OH

eller

NO, NOOH

Pikrinsyre

Opleseligheden ved 15°C er: 1,2% i H,0, 9% i abs. alkohol og 10% i xylen.
Absorptionsmaximum er 400 nm. pH af en vandig oplesning er 1,35. Det er
et generelt cytoplasmafarvestof og derfor velegnet som baggrundsfarve til
kontrast for farvestoffer, der farver keerner eller bakterier, og som sidan
bruges det som en 0,75% vandig oplesning ved Ziehl-Neelsen-farvning.

d) Bejdser

Bejdser er stoffer, der danner uopleselige forbindelser med farvestoffer og
fikserer dem til det materiale, som skal farves. De tilsettes i reglen for, sjald-
nere samtidig med og sjzldent efter farvestoffet. Som bejdser anvendes fx.
let hydrolyserbare salte, iser sulfater og dobbeltsulfater (aluner), af triva-
lente metaller (fx. aluminium-, jern-, krom- og blysalte), der giver surt pH
i vandig oplesning. Metaljonen er afgerende for bindingen, som formentlig
finder sted til sure grupper i vav, iser fosfat i nukleinsyrer og carboxylgrupper
i proteiner (Baker 1960). Antagelig er det samme slags bindinger, der binder
metaljonen komplekst til farvestoffet. En anden slags bejdse er tannin (garve-
syre), som pa grund af sine sure grupper bindes til proteiners basiske grupper
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og til basiske farvestoffer. I Gram-farvningen anvendes jodjodkalium (IIK)
som bejdse, idet det danner tungt opleselige komplekser med de anvendte
basiske farvestoffer. Til en given opgave kan flere forskellige bejdser somme-
tider anvendes, men de giver ikke altid lige gode resultater. Stort overskud
af bejdse i oplesning kan fjerne farvestof, der allerede ved bejdse er bundet
til vaevskomponenter (Baker 1960).

Jod
Jod anvendes som oplgsninger i kaliumjodid (KI), da det er meget tungt
oploseligt i H,O. Ved tilstedeveerelse af KI kan storre mangder jod opleses,
idet der indstiller sig en ligevaegt: I, + I 2 I5. Jod er et meget brugt farve-
stof, fx. blandt parasitologer og histologer, men i det bakteriologiske labora-
torium anvendes det forst og fremmest som bejdse i Gram-farvningen, idet
det danner tungt oploselige komplekser med krystalviolet i molekyleforhol-
det 2:1 og 1:1. Formlen er I,. Atomvaegten er 127. Oplgseligheden ved 15°C
er: 01 H,O, 15% i abs. alkohol og 20% i xylen. Anvendes som en vandig op-
lpsning indeholdende 0,33% jod og 0,67% kaliumjodid til Gram-farvning.

Tannin
Tannin = gallusgarvesyre er et glykosid, som ved hydrolyse danner gallus-
syre (3,4,5-trihydroxybenzoesyre) og glukose. Det er meget let opleseligt
i H,O og i abs. alkohol. Den kemiske formel er kompleks, og nedenstiende
formel er for det specielle tannin corilagin:

HO
HO COOCH
|
:8 HCOH
|
HO COOCH
"o HCOH
HO HCO—
HO coolH2
HO

Tanninet Corilagin
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Tannin anvendes til flagelfarvning i en 3% vandig oplesning, som lige for
brugen blandes med lige dele 1,2% basisk fuksin i 95% alkohol og 1,5% NaCl
i vand. Herved dannes et tannin-fuksin kompleks, som przcipiterer og bindes
til flagellerne, nir alkoholen fordamper.

e) Differentieringsmidler (affarvningsmidler)

Differentieringsmidler er vasker, som opleser og fjerner overskud af farve-
stoffer, der ikke er bundet af de specifikt farvede strukturer i et praparat.
I bakteriologiske laboratorier anvendes almindelige oplesningsmidler: H, O,
@tanol, metanol, acetone og syrer. Flere af dem kan erstatte hinanden, omend
de ikke altid giver lige gode resultater. Basiske farvestoffer kan fjernes med
syrer, og sure farvestoffer med baser. Atanol og andre organiske oplgsningsmid-
ler nedsztter farvestoffernes joniseringstendens, og hvis farvestofferne samtidig
er opleselige i &tanol, kan de derved lettere fjernes. I almindelighed er forskel-
len i affarvbarhed mellem forskellige celler og cellebestanddele derfor kvan-
titativ og altsd bl.a. afhengig af affarvningsmidlets koncentration, affarv-
ningstiden og pH (Bartholomew & Mittwer 1952; Baker 1960). Vaskeproce-
durer med H,O mellem de forskellige trin i en farvemetode skal i nogle til-
felde undgas eller vaere af kort varighed (5 sekunder), idet vand ogsé er et
affarvningsmiddel, hvis farvestoffet er vandopleseligt. Farvestofoplesninger,
ja selv overskud af bejdser, kan som ovenfor anfeort ogsd fungere som affarv-
ningsmidler for farvestoffer, der tidligere er pafort pracparatet.

3) Fremstilling og fiksering af praeparater til farvning

Objektglas og deekglas

Koch og senere andre bakteriologer fremstillede farvede preeparater pa dek-
glas. Neisser gik i 1878 over til at fremstille de farvede bakteriologiske pra-
parater pa objektglas (se Neisser 1889).

Det almindelige optiske udstyr p4 mikroskoper idag er beregnet til 0,8-
1,0 mm tykke objektglas og 0,13-0,16 mm tykke deekglas. Standardstorrelse
"~ for objektglas er 76 x 26 mm og for dekglas 18 x 18 mm. Objektglas til ufar-
vede praparater og til praeparater, der skal farves enten med metylenblat
eller med Grams eller Ziehl-Neelsens metode, kan som regel benyttes som de
leveres fra fabrikken uden yderligere rensning, sifremt de opbevares i en
lukket aske, og bergring med fingrene af overfladen undgis. En lettere rens-
ning (affedtning) kan om nedvendigt foretages ved pudsning med 95% alkohol.
Dzkglassene behgver som regel ingen rensning, men kan bruges som de leveres
fra fabrikken.
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Objektglas, der skal anvendes til flagelfarvning, kreever en meget omhygge-
lig rensning. Forst vaskes de med sulfosabe, skylles i 95% alkohol og hen-
stilles i kromsvovlsyre i mindst 4 dage. De skylles derefter godt under rindende
vand og henstar mindst 1 time i destilleret eller dejoniseret vand (man skal
vaere opmeerksom pé, at destilleret og iser dejoniseret vand kan indeholde
gramneg. stave som kan genfindes pd glassene), hvorefter de luftterres ved
at blive stillet pd hojkant oven pa et lag sugende cellestof. Glassene opbeva-
res efter rensningen i lukket kasse og ma kun hindteres med pincet. Umid-
delbart for brugen flamberes de pi den side, hvor praeparatet skal vare, i
en farvelps gasflamme.

Fremstilling af torpreeparater til generel farvning, Gram- og Ziehl-Neelsen
Jfarvning

a) Hvis udgangsmaterialet er en kultur, fremstilles en svagt turbid bakterie-
supension ved at opslemme lidt kolonimateriale fra et fast substrat i destil-
leret vand eller ved at udtage en gsefuld direkte fra en flydende kultur. Sidst-
navnte er dog ikke altid tilfredsstillende, dels fordi bestanddelene fra nogle
substrater forhindrer bakterierne i at haefte sig pid objektglasset, dels fordi
substratbestanddele kan interferere med farvningen. En lille drabe svagt turbid
bakteriesuspension anbringes pi objektglasset og spredes s tyndt som muligt
ved hjeelp af en steril gse. Formalet er at opna et én—cellelag og en celletathed
pa ca. 100 pr. synsfelt uden tette hobe (1000 x forsterring). Spredningen
foretages forsigtigt for at bevare cellernes naturlige indbyrdes arrangement,
og preparatet legges derefter til luftterring. Afkortning af luftterringstiden
ved opvarmning af objektglasset over gasflamme er risikabel, da for hgj tem-
peratur af vandig suspension kan deformere cellernes udseende. Fysisk over-
last i form af ridsning med andre glas eller lignende skal undgéas, da mekanisk
pdelaeggelse af cellevaeggen kan forvanske farvbarheden.

b) Hvis udgangsmaterialet er flydende biologisk prevemateriale, afhaenger
fremgangsmaden af dettes art. I nogle tilfelde, hvor materialet er tyndtfly-
dende og bakterietetheden lille (fx. spinalvaeske), vil man sege at koncen-
trere bakterieme i et bundfald ved hjeelp af centrifugering. Drejer det sig om
tyktflydende materiale (fx. ekspektorat), fremstiller man et praeparat direkte
fra materialet. I alle tilfzlde vil man ved udstrygningen straebe efter at fi et
enkelt cellelag.

¢) Hvis udgangsmaterialet er fast biologisk provemateriale (vaev), kan man
fremstille et aftrykspreeparat af en frisk snitflade, men helst ber man findele
og homogenisere enten hele materialet eller en del af det, fX. i en steril morter,
og fremstille et udstrygningspreeparat af homogenatet. Herved vil vavets
arkitektur dog blive gdelagt, si hvis man ensker oplysninger herom, ma man
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fremstille snitpraeparater pad mikrotom af frosne praparater eller af paraffin-
indlejrede preparater. Bakteriefarvning af sidstnavnte slags praparater skal
omtales neermere, da de kraver speciel behandling.

Behandling af formalin-fikserede, paraffin-indlejrede preeparater

Safremt formalin-fikserede, paraffin-indlejrede vavspraeparater skal farves
til bakteriepavisning, ma paraffinen forst fjernes og praparatet rehydreres.
Efter farvningen skal det igen dehydreres og monteres med eukitt og daekglas,
da det ellers glider af, nir der kommer olie pa.

Fremgangsmdde (Cruickshank 1969): (1) Xylen 5-10 min. (2) Xylenen
fjernes med lidt abs. alkohol (stanol), hvorved preparatet bliver uigennem-
sigtigt. (3) Der skylles forsigtigt med lidt 50% alkohol og vaskes forsigtigt i
dest. H,O, hvorefter praparatet er klar til farvning. Efter farvning og efter-
folgende vask med vand fjernes overskud af vand med filtrerpapir, og pre-
paratet behandles straks med nogle fa driber 95% alkohol og derefter med
abs. alkohol. Overskud af alkohol fjernes rundt om praparatet, nogle fa ekstra
draber alkohol hzldes pa, og praeparatet klares ved neddypning i xylen. Over-
skud af xylen fjernes med filtrerpapir omkring praparatet, der monteres
med eukitt og dakglas. Det er vigtigt, at preparatet ikke pa noget tidspunkt
torrer ind, og at dehydreringen med abs. alkohol er komplet.

Hvis bakterierne er lette at affarve med alkohol, bor man anvende anilin-
xylen (2+1) til dehydrering, og dette fjernes derefter ved afskylning med
xylen; til sidst eukitt og deekglas.

Fiksering af praeparater

Formalet med en fikseringsprocedure er at hefte bakteriecellerne fast til objekt-
glasset og bevare cellernes naturlige struktur bedst muligt. Fikseringen for-
hindrer opsvulmning eller skrumpning, oplesning eller forvridning af cellemne,
inaktiverer autolytiske enzymer og gor derved vaevet eller cellerne modstands-
dygtige over for senere behandling. Man skelner mellem koagulerende (dena-
turerende) og ikke-koagulerende fikseringsmetoder (Baker 1960). De kemiske
fiksationsmidler, som danner et koagel af proteiner, vil mikroskopisk omdanne
homogent protoplasma til et netverk. Til de koagulerende metoder horer fx.
varmefiksering (ca. 80-90°C ved proteinernes isoelektriske punkt) og eetanol-
eller metanolfiksering, som muligvis virker ved at dehydratisere proteiner.
Til de ikke-koagulerende metoder horer fx. formaldehyd, som virker ved at
bindes til aminogrupper i proteiners peptidkeeder. Herved blokeres basiske
grupper i proteinerne, s affiniteten for sure farvestoffer falder meget, mens
affiniteten for basiske farvestoffer er uaendret.
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Blandt de almindeligste kemiske fiksationsmidler, som ogsi af og til bruges
i bakteriologiske laboratorier, er koncentreret &tanol eller metanol eller 10%
formalin (= 4% formaldehyd) i 15 min. (se Bennedsen 1969). 10% formalin
tilseettes ofte en fysiologisk koncentration af NaCl for at undgi skrumpnings-
fenomener (fx. 83 ml dest. H,O + 7 ml 10% NaCl + 10 ml formalin). Andre
metoder og virkningsmekanismer er omtalt af Baker (1960) og Hopwood
(1969). Almindeligvis bruges dog i det bakteriologiske laboratorium varme
(flammefiksering) til at fiksere preeparater pa objektglas. Dette giver nogen
celledeformering, men fjerner intet fra cellerne. Den geengse méde er at fore
det luftterrede preeparat med praparatsiden opad tre gange hurtigt gennem
en gasflamme, idet hver passage tager ca. 1 sekund. Efter en korrekt flamme-
fiksering skal bagsiden af glasset kunne holdes mod huden p& hindryggen uden
at fremkalde smerte. For kraftig opvarmning kan odeleegge praparatet og
forandre cellernes farvbarhed (Bartholomew & Mittwer 1952; Magee et al.
1975). Til precise milinger af cellestorrelse og —-form ber andre fiksationsme-
toder end varme benyttes.

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 2
Metylenblitfarvning

1. Historisk indledning

Koch’s generelle farvemetode (1877) videreudvikledes af Loeffler (1884,
1886), som til farvning anvendte enten alkoholisk metylenblat eller gentiana-
violet, eller fuksin i alkalisk vandig oplesning og til fjernelse af farverester
behandling med 0,5% eddikesyre. Herved farvedes almindelige bakterier og
cellekemer hurtigt og sterkt. Modifikationer af Loeffler’s metode til generel
farvning af bakterier er stadig meget anvendt.

2. Biokemisk baggrund

Det basiske farvestof metylenblat bindes til sure grupper i cellekerner og
bakterier. Efter afskylning af overskydende farvestof er cellekarnerne i vaevs-
celler og gramneg. og grampos. bakterier — ekstracellulere sivel som intra-
cellulere — blafarvede, mens cytoplasma i vavsceller, syrealkoholfaste bak-
terier og proteinpracipitater pd objektglas ikke er blevet farvet.

Den generelle farvning med metylenblat, som findes i mange modifikationer,
er meget benyttet i bakteriologiske laboratorier. I de forskellige modifikationer
bruges en vandig oplgsning af farvestoffet, som i nogle tilfzlde er tilsat alkohol
og eventuelt gjort basisk med KOH for at opnid en mere intensiv farvning
pé kortere tid (Loeffler 1884, 1886).

3. Valg af metode

I diagnoseafdelingen p& Seruminstituttet anvendes en vandig oplgsning af
metylenblat uden yderligere tilsetning.

4. Teknisk udforelse

Reagens: 1% vandig oplesning af metylenblat. Opbevares i mork flaske med
prop eller skrueldg ved stuetemperatur. Holdbarhed: mindst 1 maned.
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Udforelse: Det varmefikserede teorpreeparat overhaeldes med farvevaesken og
henstar i 3 min., hvorefter overskydende farvestof afskylles med vandhanevand,
indtil der ikke afgar mere farvestof (f4 sekunder). Aftrykkes dernast med
filtrerpapir. Risiko for over- eller underfarvning ved @ndrede farvetider er
ringe.

Mikroskopi: Praparatet oplyser om mangde, sterrelse, form og indbyrdes
lejring af bakterier samt tilstedeverelse af meorkere metakromatiske granula
i disse. Desuden fir man oplysning om mengde af hvide blodlegemer og andre
veevsceller og disses art, sd vidt det kan bedpommes ud fra keernernes morfo-
logi. Da eukaryotiske cellers cytoplasma ikke farves, kan intracelluleert belig-
gende (fagocyterede) bakterier ogsa ses.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen specielle. Brugte praparatglas leegges i 3% fenolvand eller 2% Bacillo-
tox® og kasseres. Om brugt filtrerpapir se under Gram—-farvning.

6. Anvendelse og diagnostisk vaerdi

Farvning med metylenbldt anvendes som et vigtigt supplement til Gram-
farvning ved mikroskopi af spinalveeske, pus og andet biologisk materiale,
idet saledes farvede praparater giver oplysning bide om hvide blodlegemer
og andre vavsceller og bakterier, mens erytrocytter i reglen er lyseret. Det
skal anfores, at et metylenblat-farvet preparat efter fjernelse af olien med
xylen i nodsfald kan gramfarves med brugbart resultat; dog skal alkoholdiffe-
rentieringen i sa fald udstreekkes til 1 min. (Thomsen 1917).

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.
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Gram-farvning

1. Historisk indledning

Denne, den vigtigste bakteriologiske farvemetode, udvikledes af danskeren
Gram (1884) under et ophold hos Friedlinder i Berlin. Grams metode blev
oprindelig udviklet til at pavise kokker i snitpreeparater af lungevev fra pneu-
monipatienter.

Gram havde arbejdet pa at lave en dobbeltfarvning af nyresnit med anilin-
gentianaviolet og jod for at opnd bld keerner og brune urincylindre, og han
observerede tilfzldigt, at de anilin-gentianaviolet-farvede praeparater, som
ellers vanskeligt affarvedes af alkohol, blev fuldstendigt affarvet af alkohol
efter forudgiende behandling med en jod-jodkalium-oplgsning. P4 baggrund
af disse observationer udarbejdede Gram sin beromte farvemetode, som fik
kokkerne, der forarsagede lungebetendelse, til at fremtreede sterkere farvet
end ved nogen tidligere metode, mens keerner og andre vavselementer blev
affarvet af alkoholen; det var den forste farvemetode, hvor keerner og bakte-
rier ikke farvedes samtidigt (Unna 1888). Grams farveprocedure varede 15
min. og bestod i en farvning med Ehrlich’s anilin-gentiana-oplesning (eller
fuksin), efterfulgt af bejdsning med en vandig oplesning af jod-jodkalium
kaldet Lugol’s oplesning, som var almindeligt brugt til farvning blandt bak-
teriologer og botanikere pa den tid (cit. fra Hucker & Conn 1923), og en af-
farvning med absolut alkohol. Gram fandt, at en raekke forskellige bakterier
derved blev farvet sortrede, mens andre som fx. tyfusbakterier affarvedes,
men ligesom vavselementer kunne synliggores ved hjeelp af kontrastefter-
farvning med fx. Bismarck-brunt eller vesuvin. Den lange farvetid der efter
Koch (1882) kravedes til TB-bakterier nedvendiggjorde ved gramfarv-
ning af disse ligeledes en farvetid pad 12-24 timer. Gram omtalte ikke den
taxonomiske betydning af sin farvemetode, men dens differential-diagno-
stiske muligheder blev i hvert fald hurtigt erkendt (Hueppe 1885 og en rakke
forfattere i 1886, cit. fra Austrian 1960 og Bartholomew & Mittwer 1952).
Omkring arhundredskiftet blev metoden spgt standardiseret med henblik pé
anvendelse som palideligt middel i species-differentieringen (Neide 1904).
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Grams farvemetode er blevet modificeret af mange, bl.a. Weigert (1887)
og Nicolle (1895), ved anvendelse af forskellige farvestoffer (fx. karbolsyre~
gentianaviolet, krystalviolet og metylviolet), forskellige affarvningsmidler
til differentiering mellem grampos. og -neg. bakterier (absolut alkohol, abso-
lut alkohol + 5% salpetersyre, metylalkohol, acetone, alkoholacetoneblanding,
xylen i anilinolie) og forskellige kontrastfarvestoffer (fx. fuksin og neutral-
rodt). Den udformning, som i en kun lidt &ndret form brugesi dag pa Serum-
instituttet, er beskrevet i 1912 af Vilhelm Jensen.

I 1923 foretog Hucker & Conn en sammenligning af de mange forskellige
modifikationer af metoden og konkluderede, at de to bedste var Atkin’s og
Hucker’s, som begge indeholder lidt bejdse i farvevaesken og bruger alkohol
til affarvning. Hucker’s metode anvendes stadigvaeek meget i USA, mens Lillie’s
metode (1928) med acetone til affarvning benyttes af mange i England (Cowan
1974).

2. Biokemisk baggrund

I korte og sterkt forenklede treek sker der antagelig fplgende under de for-
skellige trin i Grams farvemetode: Det basiske farvestof krystalviolet bindes
til sure grupper i bakterieceller. Med krystalviolet danner jod-molekyler sortbla
pracipitater, som i gramneg. bakterier igen lader sig udtrekke med 95% alko-
hol, mens de forbliver i grampos. bakterier. De affarvede grammneg. bakterier
farves pény ved en efterfarvning med karbolfuksin. Trods neesten 100 ars
forskning er der dog ikke opnéet fuld enighed om mekanismen ved Grams
farvemetode. I det folgende skal de enkelte trin og de vigtigste teorier gen-
nemgas. Der henvises i ovrigt til arbejder af Bartholomew & Mittwer (1952),
Wensinck & Boevé (1957), Salton (1961, 1963) og Biswas et al. (1970).
Indledningsvis skal det understreges, at ingen af de traditionelt anvendte
reagenser er specifikke for Gram-differentieringen, idet ethvert farvestof og
enhver bejdse kan anvendes, hvis farvestoffet farver cellen tilstraekkeligt in-
tenst, og hvis blot farve-bejdse-praecipitatet er darligt opleseligt i alkohol
og relativt uopleseligt i kontrastfarve-oplesningen (Bartholomew & Mittwer
1951). Ogsa selve farveprocedurens trin kan afkortes og modificeres til to
trin (Scales 1922; Adams 1975) eller trinene forkortes drastisk, s& hele proce-
duren kun tager 15-20 sekunder mod normalt 3-4 min. (Norris & Swain 1971).

Farvning med krystalviolet

Gram anvendte oprindelig gentianaviolet eller fuksin; siden er der brugt me-
tylviolet, krystalviolet og mange andre basiske farvestoffer, som kan preci-
pitere i et kompleks med jod. Sure farvestoffer kan ikke anvendes. Krystal-
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violet er mere stabilt, veldefineret og ensartet end de . tidligere benyttede
farvestoffer (Bartholomew & Mittwer 1950). pH i farvevesken skal vare
basisk. Bejdse (fx. ammoniumoxalat) i farvevaesken gor affarvningstiden mindre
kritisk (Hucker & Conn 1923). Bartholomew (1962) foretreekker relativt
heje koncentrationer af krystalviolet (= 2%), da affarvningstiden ellers bliver
kritisk snaever. Han opnir samme resultat med de anvendte gramneg. og gram-
pos. bakterier med farvetider fra 15 sekunder til 5 min., hvorfor 1 min. er
udmarket. Wensinck & Boevé (1957), som undersggte Gram-farvningen kvan-
titativt, fandt ved anvendelse af levende E. coli og S. aureus i suspensioner,
at grampos. og -neg. bakterier optog samme mangder krystalviolet, og at
optagelsen hos begge arter viste samme pH-afhaengighed.

Bejdsning med jod

Gram anvendte Lugol’s IIK. Kun enkelte andre stoffer som brom og pikrin-
syre kan erstatte jod, men ingen af dem er si velegnede som dette (Mittwer
et al. 1950). Et stofs evne til at erstatte jod i Gram-farvningen er korreleret
med dets evne til med et farvestof at give pracipitater, som kun er darligt
oplagselige i alkohol og relativt uopleselige i den vandige kontrastfarve-oples-
ning. IIK bliver surt ved henstand, hvilket kompromitterer dets funktion,
og derfor anvender nogle basisk jodoplgsning. IIK er kun holdbart i kort
tid; hvis flasken star dben og temperaturen er 25°C, kan meengden af reaktivt
jod falde til 40% af det oprindelige p4 30 dage. Af den grund er stabile jod-
oforer med held benyttet af Magee et al. (1975) til Gram-farvning. Med oget
jodkoncentration (op til 1% i en vandig IIK-oplpsning) eges spillerummet
for affarvningstidens varighed. Der opnas samme resultat med jodbehandling
fra 15 sek. op til 5 min., og 1 min. er derfor udmeerket (Bartholomew 1962).
Wensinck & Boevé (1957) fandt, at farvestofjodkomplekserne dannes i det
molekyleere forhold 1:1-1:2, og det er samme slags komplekser ved gramneg.-
og -pos. bakterier.

Differentiering (affarvning) med alkohol

Gram anvendte absolut alkohol (a&tanol), men 95% alkohol er lige si godt,
mens yderligt faldende koncentrationer giver tiltagende usikre resultater, og
60% alkohol giver ingen forskel pd grampos. og -neg. bakterier. Det er derfor
vigtigt, at alkohol og skyllevand ikke blandes sammen (Hucker & Conn 1923).
For at opnd en tilfredsstillende affarvning ma preeparatet pa intet tidspunkt
blive tort efter farvningen er begyndt, da affarvningstiden ellers stiger. Af-
farvningstiden falder med stigende temperatur (Bartholomew & Mittwer
1952; Bartholomew 1962; Tucker & Bartholomew 1962). Stigende alkohol-
oplgselighed af farvestof-jod komplekser dannet af forskellige farvestoffer
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giver aftagende differentiering mellem grampos. og -neg. bakterier (Bar-
tholomew & Mittwer 1951). Anvendelse af andre alkoholer end ztanol som
affarvningsmidler har vaeret forspgt, men jo hejere alkoholen er, des langsom-
mere affarver den. Metylalkohol affarver for hurtigt, og acetone affarver
ogsa meget hurtigt, men har veeret brugt med held (Lillie 1923). Langsommere
affarvningsmidler har varet forspgt med vekslende held: kloroform, overflade-
aktive stoffer, fortyndede syrer, alkohol-syreblandinger, natriumthiosulfat
og saltoplgsninger (Bartholomew & Mittwer 1952). Bartholomew (1962)
foretreekker n-propylalkohol (som ikke nyder toldvaesenets bevigenhed), da
den giver storre spillerum for affarvningstiden end setanol og is@r acetone.
Med 95% =tanol og “fugtige” preparater (dvs. at de stadig er lidt fugtige efter
afskylning af IIK) kan affarvningstiden for de anvendte grampos. og -neg.
bakterier til korrekt differentiering varieres mellem 15 sek. og 3 min. Han
anbefaler derfor 1} min. Vand i affarvningsmidlet (op til 20%) oger affarv-
ningshastigheden og mindsker spillerummet. Lave koncentrationer af krystal-
violet eller jod i affarvevaesken kan ved nogle procedurer forlenge affarv-
ningstiden og oge spillerummet for affarvningstiden (Bartholomew 1962).
Wensinck og Boevé (1957) har vist, at Gram-differentiering ogsa kan foretages
pa levende, ikke-fikserede S. aureus og E. coli i oplgsninger der forst er farvet
med krystalviolet. Efter farvning af grampos.- og -neg. bakterier med krystal-
violet medferer behandling med alkohol samme grad af affarvning, men hvis
bakterierne efter krystalviolet-farvningen har varet jodbehandlede, afgiver de
gramneg. bakterier en storre meengde af krystalviolet-jod komplekset end
grampos. Denne forskel opnés kun, nar alkoholkoncentrationen ligger mellem
80 og 100%. Man kan vise, at kurven for kompleksets ekstraktion af gramneg.
bakterier med forskellige alkoholkoncentrationer svarer til en kurve over kry-
stalviolet-jodpracipitaters opleselighed i forskellige atanolkoncentrationer,
og det tyder pd, at atanol passerer frit gennem vaeggen i gramneg. bakterier.
Fra grampos. bakterier ekstraheres ved lave alkoholkoncentrationer samme
mangde af komplekset som fra gramneg. bakterier, men ved hejere koncen-
trationer af alkohol indtreder en brat @ndring, idet den ekstraherede mangde
fra de grampos. bakterier bliver meget mindre. Forsogene tyder pa, at forskel-
len mellem grampos.— og -neg. bakterier ligger i, at koncentreret alkohol
har vanskeligere ved at treenge ind i de grampos. end i de gramneg. bakterier.

Efterfarvning (kontrastfarvning) med karbolfuksin

Gram anvendte Bismarck-brunt eller vesuvin. Siden har man anvendt fuksin,
neutralredt eller, som foretrukket af Hucker & Conn (1923) og Bartholomew
(1962), safranin. Stigende oploselighed i kontrastfarveoplgsningen af farve-
stof5od komplekset giver aftagende differentiering mellem grampos.- og
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-neg. bakterier (Bartholomew & Mittwer 1951). 'Replacement’-effekten af
kontrastfarven er proportional med dennes koncentration og af kontrast-
farvetiden, si disse to faktorer ma standardiseres i overensstemmelse hermed
(Bartholomew & Mittwer 1952): kontrastfarvning med 0,25% safranin kan
erstatte jod-farvestof komplekset i grampos. bakterier pa 3 time. En efter-
farvningstid pd 1 min. anbefales af Bartholomew & Mittwer (1951). Afskyl-
ning af overskydende kontrastfarve med vand ber vere kortvarig (5 sek.),
da farven hurtigt vaskes ud (Bartholomew 1962).

Vaskeprocedurer mellem de enkelte trin i Gram-farvningen

Gram anvendte ikke skylning med vand mellem de enkelte trin i sin farve-
metode, og mange bruger kun afskylning med vand efter alkoholaffarvnin-
gen og efter kontrastfarvningen. Bartholomew (1962) har undersegt betyd-
ningen af vandafskylning mellem de enkelte trin, og hans konklusioner gen-
gives her: Overskydende krystalviolet vaskes af med vand for at undgd jod-
farvestof-pracipitater pd objektglasset. Man risikerer herved affarvning af
grampos. bakterier, men ikke ved skylning i 5-15 sek., som er tilstreekkeligt.
Vask efter jodbejdsningen er risikofrit, da jod-farvestof komplekset er lang-
somt udvaskeligt. Efter affarvning med alkohol er skylning med vand igen
risikabelt, dels fordi meget af jod-farvestof komplekset er fjernet af alkoholen,
dels fordi en blanding af alkohol med vand affarver hurtigere end koncentre-
ret alkohol, men 5 sekunders afskylning er risikofrit. Afskylning af kontrast-
farven med vand bor ligeledes veere kort, da kontrastfarven hurtigt vaskes ud,
hvorved gramneg. bakterier bliver ussedvanligt sma eller blege. 5 sek. er ogsa
her risikofrit. Afskylningerne kan foretages ved at dyppe objektglasset 5 sek.
i rindende vand i et kar, men kan ogsa udferes ved at holde glasset under en
rindende vandhane i 5 sek. Bartholomew anbefaler afskylning med vand efter
hvert trin efter de lige anferte regler.

Andpre faktorer med indflydelse pd Gram-farvningen

En bakteriearts Gram—farvbarhed afhanger af kulturens alder. Kraftigst gram-
positive er unge kulturer (< 24 timer), og efter 3 dogn har grampos. bakterier
tendens til at blive gramnegative. Nogle fa bakteriearter forholder sig dog
omvendt. Det anbefales derfor at lave praeparater af kulturer af varierende
alder (12 timer og op til flere dage, og ved termofile bakterier allerede efter
6-8 timer) og at lave mindst 3 praeparater fra hver kultur, men trods dette vil
nogle arter (Neisseria) vise sig at vere gramvariable (Hucker & Conn 1923).
I provemateriale fra antibiotika-behandlede patienter kan grampos. bakteriers
vaegge veere beskadigede, si de ved farvningen praesenterer sig som gramnega-
tive. For kraftig varmefiksering far grampos. bakterier til at blive gramneg.
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Tykke praeparater er vanskelige at affarve, og store, tykke masser af bakterier
skal undgas, nar farveresultatet skal bedemmes. Fysisk kontakt af prapara-
tet med harde genstande, fx. kanten af et andet objektglas, forarsager arealer
med gramneg. bakterier i et ellers grampos. preparat pid grund af lesion af
celleveeggene (Bartholomew & Mittwer 1952).

Teorier, der sager at forklare Gram-differentieringen

(1) Den kemiske teori: Grampos. bakterier besidder specifikke kemiske
gramfarvbare substanser, som ikke findes i gramneg. bakterier.

(2) Isoelektrisk punkt-teorien: Grampos. bakterier har mere surt proto-
plasma, dvs. lavere isoelektrisk punkt, hvorfor de tilbageholder mere farve-
stof end gramneg. bakterier.

(3) Permeabilitetsteorien: Forskelle i grampos. og -neg. bakteriers celle-
vagges opbygning betinger seerlige permeabilitetskarakteristika ved grampos.
celler over for stoffer som alkohol, jod eller jod—farvestof-preecipitat.

(4) En underafdeling af den kemiske teori, som gir ud pa at grampos. bak-
terier har en szrlig grampos. cortex.

Disse teorier er diskuteret af Bartholomew & Mittwer (1952), Wensinck
& Boevé (1957), Salton (1961, 1962), Bartholomew (1962) og Biswas et al.
(1970). Der er staerke eksperimentelle holdepunkter for, at permeabilitets-
teorien er rigtig (Benians 1920; Burke et al. 1929; Wensinck & Boevé 1957;
Salton 1961, 1962; Kandler & Ko6nig 1978), mens lignende solid eksperimen-
tel stotte ikke findes for de tre andre teorier. Saltons forklaring er, at gramneg.
bakteriers cellevaeg indeholder meget lipid, mens grampos. bakteriers celle-
veeg har et meget stort indhold af muco-peptid. Det sidste kunne fore til
at grampos. celleveegge dehydreres under affarvningen, s farvestof-jod kom-
plekset bliver vanskeligere tilgeengeligt for alkohol. Der er i ovrigt en vis lighed
i mekanismen ved Gram-farvning og Ziehl-Neelsen-farvning, og ved tilstraek-
kelig intensiv farvning fremstir tuberkelbakterier grampos., sdidan som Gram
viste det i 1884. Man kan ogsié i nogle tilfzlde efter en almindelig Gram-
farvning se mykobakterier, som mere eller mindre kraftigt farvede grampos.
stave; omvendt kan man ikke regne med altid at pavise mykobakterier ved
en standard Gram—farvning.

Fysiologiske egenskaber korreleret til Gram—farvbarheden

En lang rekke fysiologiske egenskaber er korreleret til Gram-farvbarheden
(Bartholomew & Mittwer 1952; Salton 1961, 1962). Her skal blot nzvnes,
at gramneg. bakterier er mere folsomme for plasmas lyserende effekt og for
nogle kemikalier, fx. toluol, men mindre fplsomme over for G-penicillin og
krystalviolet end grampos. bakterier.
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3. Valg af metode

P4 Seruminstituttet har vi i mange ar brugt en modificeret udgave af Vilhelm
Jensens metode fra 1912. P4 baggrund af de grundige undersogelser foretaget
af Hucker & Conn (1923) og Bartholomew (1962) mi man nok erkende,
at metoden kunne forbedres, omend gevinsten nazppe vil blive stor. Indfe-
relsen af jodofor i stedet for IIK (Magee et al. 1975) og anvendelse af hur-
tigmetoder i travle rutinelaboratorier (Norris & Swain 1971; Adams 1975)
eller automatiske Gram-farvemaskiner (Ryan et al. 1973; Burdash et al. 1976)
ville snarere lgnne sig. Hurtigmetoder er allerede taget i brug i nogle af Serum-
instituttets regionalafdelinger. Modificerede metoder til farvning af formalin-
fikserede paraffinsnit er bl.a. publiceret af Engbaek et al. (1977).

4. Teknisk udferelse

Reagenser

Krystalviolet til Gram-farvning: 0,2% krystalviolet, 3% anilin og 10% ztanol
oplest i sterilt destilleret vand, opbevares i mork flaske med prop eller skrue-
lag. pH skal vare basisk, gerne 9,0. Holdbarhed ved stuetemperatur ca. 3-4
uger.

Jod-jodkalium 1+2+300: 0,33% jod + 0,67% kaliumjodid i dest. vand, op-
bevares i brun flaske med prop eller skrueldg. pH skal vaere basisk. Holdbar-
hed ca. 3-4 uger.

96% alkohol (&tanol): opbevares i klar flaske med slebet prop.

Karbolfuksin 149: 0,1% basisk fuksin, 1% =atanol og 0,5% fenol i dest.
vand, opbevares i mork flaske med prop eller skruelag. Holdbarhed ca. 1
méned ved stuetemperatur.

Udforelse: Det varmefikserede torpraeparat overhzldes med krystalviolet
og henstdr i 1 min. Krystalviolet afskylles med IIK og henstar med IIK i
1 min. IIK afskylles med alkohol og henstir i ca. 20 sek. under sagte vugning.
Kort afskylning (ca. 5 sek.) af alkoholen under vandhane. Farvning med kar-
bolfuksin i 3 min. Kortvarig afskylning (ca. 5 sek.) med vandhanevand. Af-
trykning med filtrerpapir.

Mikroskopi: Gram-differentiering: grampos. bakterier er sortbld, gramneg.
er rode.

Grampositiv, gramnegativ, gramvariabel, Gram-Dauer

Gram-differentiering repreesenterer en bred skala, hvor to organismer kan
vaere snavert eller vidt adskilt. Grampos. betyder, at organismen beholder
jod—farvestof komplekset og derfor stadig er sortbla efter affarvning (dif-
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ferentiering) med alkohol. Gramneg. betyder, at organismen har mistet jod-
farvestof-komplekset efter affarvningen og altsd er farvelos. Konstrastfarven
har intet med selve Gram-differentieringen at gore. Gram-variabel betyder,
at organismen er inkonstant i sin reaktion p4 Gram-differentieringen. Disse
forhold afspejles ogsa i udtrykket Gram-Dauer (Neide 1904), som er den tid
der kraeves for at affarve en mikroorganisme under standardiserede betin-
gelser. Affarvningsendepunktet er imidlertid sveert at etablere, da cellerne i
en kultur ikke alle affarves samtidigt. Sommetider ses grampos. pletter i ellers
gramneg. celler. Forklaringen kendes ikke, men sddanne grampos. intracellu-
lere korn tager man ikke hensyn til ved vurdering af preeparatet. Foruden
Gram-differentieringen giver praparatet oplysninger om mangde, storrelse,
form og indbyrdes lejring af bakterier. Derimod egner praparatet sig ikke godt
til bedommelse af andre slags celler, fx. hvide blodlegemer; her er farvning med
metylenblat bedre. Om Gram-farvning af tuberkelbakterier se afsnittet Teorier
der soger at forklare Gram~differentieringen, p. 32.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen specielle. Brugte praparatglas lzegges i 3% fenolvand eller 2% Bacillotox®
og kasseres. Filtrerpapir til aftrykning af praparater smides i autoklavespand,
ogsd for at undga at bakterier, der er blevet hangende i papiret, overfores til
et nyt preeparat, hvor de kan give anledning til forkerte resultater.

6. Anvendelse og diagnostisk vaerdi

Gram-metoden anvendes til direkte farvning af provemateriale, inklusive vavs-
snit og til farvning af rendyrkede kulturer. En skelnen mellem grampos. og gram-
neg. egenskaber er tillige med erkendelsen af bakteriernes form og evne til
svommende beveegelse udgangspunktet for alle yderligere diagnostiske under-
spgelser. Derfor kan en mislykket eller fejlvurderet Gram-farvning resultere
i, at en diagnose ikke kan stilles. Det er derfor ogsd en hovedregel, nar en
diagnose ikke kan stilles pa grundlag af foreliggende data, at gentage Gram-
farvningen med serlig omhu og med hensyntagen til alle de kendte forhold,
der kan péavirke udfaldet. Hvad angar fejlkilder henvises til omtalen af de
enkelte trin i farvemetoden under Biokemisk baggrund.
Om Gram-farvning af metylenblat—farvede praeparater se kapitel 2.

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 4
Ziehl-Neelsen-farvning

1. Historisk indledning

Det var ikke lykkedes for Koch med hans generelle farvemetode i 1877 at
pavise arsagen til tuberkulose. I 1882 offentliggjorde han en stor underso-
gelse, hvor han i tuberkulpst veev regelmaessigt paviste en stavformet bakterie,
der ikke kunne farves med de tidligere anvendte farvemetoder, men farvedes
ved hjelp af en alkalisk oplgsning af metylenblat (de almindeligt brugte farve-
oplesninger var neturale eller sure) og en farvetid pd nasten 1 dogn. I vaev
var bakterierne bld pd brun baggrund efter kontrastfarvning med vesuvin.
Ved opvarmning til 40°C kunne farvetiden dog afkortes til -1 time.

Koch’s metode til TB-farvning blev kort tid efter forbedret af Ehrlich
(1882), som benyttede alkoholisk fuksin eller metylviolet i vandig oplos-
ning mettet med anilinolie. Herved kunne farvetiden nedsazttes til ;-3 time.
Ehrlich anvendte affarvning med salpetersyre og kontrastfarvning med gult
eller blat farvestof.

Ziehl (1882, 1883) modificerede Ehrlich’s metode, idet han anvendte
metylviolet eller metylgront og senere ogsd fuksin i en karbolsyre-oplesning,
og han viste desuden, at farvningen sker meget hurtigere ved hejere tempe-
ratur. Neelsen (1883) brugte fuksin i en karbolsyre-oplesning og affarvning
med 25% svovlsyre, og siden har hovedmetoden til farvning af TB-bakterier
heddet Ziehl-Neelsen’s metode (Bishop & Neumann 1970).

I Danmark indferte K.A. Jensen (1925) Bender’s modifikation (1921, 1922)
af Ziehl-Neelsen-farvningen med anvendelse af pikrinsyre som kontrastfarve,
og med smé a&ndringer har denne metode siden varet brugt her i landet (Jensen
1954; Engbzk et al. 1969).

Ziehl-Neelsen’s farvemetode er modificeret af bl.a. Randolph & Neekel
(1944), Muller & Chermock (1945), Aubert (1950), Gross (1952) og Pottz et
al. (1964) ved tilsetning af oplgsningsmidler eller detergenser til karbolfuk-
sinet, hvorved opvarmning under farvningen kunne undlades, uden at farve-
tiden forleengedes (”kold Ziehl-Neelsen”).
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2. Biokemisk baggrund

I korte, forenklede treek sker der folgende under de forskellige trin i Ziehl-
Neelsen’s farvemetode: Det basiske rade farvestof fuksin bindes til sure grupper
i bakteriecellen, men for at tuberkelbakterier skal kunne optage farvestoffet
kreves serlige forholdsregler: koncentreret fuksin tilsat fenol (karbol) og
opvarmning under farvningen. Ved den efterfolgende intensive affarvning med
fortyndet syre og 95% alkohol bevarer de syre-alkoholfaste tuberkelbakterier
farvestoffet, mens andre bakterier og celler affarves. For at lette mikroskope-
ringen gor man det affarvede vaev synligt med en let kontrastfarvning med fx.
det gule, sure farvestof pikrinsyre, der iser farver cytoplasma. Andre kontrast-
farver som metylenblat eller malakitgront bruges ogsi, men er angiveligt pikrin-
syren underlegne (Bender 1921, 1922; Jensen 1925).

Arsagen til syrefastheden, som i reglen ledsages af alkoholfasthed, er blevet
udforsket intensivt. Koch (1882), Ehrlich (1882) og senere forfattere har
vist, at mykobakterier ikke farves ved almindelige farvemetoder, men krever
basisk pH eller tilsetning af fenol eller detergenser, lange farvetider, hojere
farvestofkoncentration eller opvarmning for at blive farvede. Til gengeld
modstar mykobakterier derefter energiske affarvningsforspg med fortyndede
syrer og alkohol. Ehrlich (1882) mente, at dette skyldtes egenskaber ved
cellevaeggen, og Koch viste i samarbejde med Proskauer (Koch 1897), at syre-
alkoholfastheden skyldtes lipider i cellerne.

Senere har mange forskere arbejdet med at analysere mykobakteriernes
cellevaeg og deres lipidindhold og har bekraftet og forenet Ehrlich’s og Koch’s
teorier (Bullock & McLeod 1904; Tamura 1913; Anderson 1932; Yegian &
Vanderlinde 1947; Kotani et al. 1959; Takeya et al. 1963, Murohashi et al.
1969; Lederer 1971; Goren 1972). 20-40% af torvaegten af mykobakterier
udgoeres af lipid og 60% af celleveeggens torstof er lipid, hvilket er langt mere
end i andre bakterier. Det inderste lag af cellevaeeggen i mykobakterier er meget
rigidt, indeholder ikke ret meget lipid og ligner grampos. bakteriers celle-
veeg, mens resten af celleveggen mere ligner gramneg. bakteriers cellevaeg,
dog med et meget hojere lipidindhold (Takeya et al. 1963). Kun intakte celler
er syrefaste, og mekanisk beskadigelse af cellevaeggen far cellerne til at miste
syrefastheden (Yegian & Porter 1944; Murohashi et al. 1969). Med trinvis
ekstraktion af lipider fra intakte celler reduceres syrefastheden gradvis og
forsvinder, nar bundet lipid er ekstraheret (Murohashi et al. 1969).

Blandt lipiderne i mykobakterier har iseer voksarterne (estere af hojere fede
syrer med alkoholer med lange keader) vaeret relateret til syrefastheden, og
blandt disse er mykolsyre, som kun er fundet i celleveeggen hos slegterne
Mycobacterium og Nocardia samt hos nogle corynebakterier, som derfor ogsé
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er syrefaste. Den sandsynligste forklaring pa syre- og alkoholfastheden er
formentlig den fysiske struktur af mykobakteriers cellevaeg, hvis indhold af
lipid i tet kombination med andre stoffer udger en barriere for farvning og
affarvning af bakteriecellen (Murohashi et al. 1969).

3. Valg af metode

Foruden den klassiske Ziehl-Neelsen-farvemetode, der benytter sig af opvarm-
ning for at afkorte farvetiden, er der udviklet ’kolde’’ Ziehl-Neelsen-metoder,
hvor der i stedet tilszttes et detergens til karbolfuksinet (se Historisk indled-
ning) og hvor affarvning og kontrastfarvning foregir i eet trin (Pottz et al.
1964). Endvidere er der udviklet en strip”~metode, hvor der benyttes kar-
bolfuksin-impreegnerede filtrerpapirstykker (Varughese et al. 1974), samt
farvemetoder der bygger pa et helt andet farveprincip, nemlig farvning med
fluorescerende farvestoffer (se fx. Bennedsen & Olesen Larsen 1966), og disse
metoder har kunnet automatiseres (Clancey et al. 1976, Heimer et al.1978).
De modificerede metoder har deres store berettigelse i laboratorier, hvor man
har mange undersegelser for tuberkelbakterier. I almindelige klinisk-mikro-
biologiske laboratorier stir man sig ved at anvende den simple, gennempreovede
Ziehl-Neelsen-metode, som ikke kraver serlig ekspertise eller udstyr (Jensen
1954; Engbzk et al. 1969), og som ogsi kan benyttes til histologiske vavs-
snit (Jensen 1954; Greenwood & Fox 1973). Tilsetning af fortyndinger af
BCG-vaccine til mukopurulent sputum har veret anvendt som kontrol af en
syre—-alkoholfast farveteknik (Pybus 1974).

4. Teknisk udforelse

K. A. Jensens metode beskrevet i 1954, modificeret lidt af Engbeek et al.
(1969): ’Dansk Ziehl-Neelsen’

Reagenser

”Karbolfuksin (conc.)”: 1% basisk fuksin, 5% fenol, 10% tanol i dest. H, O,
opbevares i mork flaske med prop eller skruelig. Holdbarhed: maneder.

25% svovlsyre

96% alkohol (atanol)

0,75% pikrinsyre i dest. H,O, opbevares i mork flaske med prop eller skrue-
lag. Holdbarhed: maneder.

Udforelse
Det varmefikserede torprparat dakkes med filtrerpapir, som overhzldes
med 1% karbolfuksin. Med Bunsen-brander eller pa varmeplade (75°C) holdes
temperaturen netop under kogepunktet i 3 min. (preparatet damper). Af-
skylning under vandhane.
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Affarvning: 25% svovlsyre i 3 min., afskylning under vandhane, 25% svovl-
syre igen i 3 min. og afskylning under vandhane, 96% alkohol i 3 min., af-
skylning under vandhane, 25% svovlsyre i fa sek., afskylning under vandhane.
Kontrastfarvning med 0,75% pikrinsyre i 15 sek. Afskylning under vandhane.

Torring af praparatet: nyt filtrerpapir til hver praeparat for at undgé over-
forsel af tuberkelbakterier til naste preeparat. Af samme grund ber farveskale
ikke benyttes.

Mikroskopi: Syre-alkoholfaste bakterier er rode, mens alt andet farves gult.
Tuberkelbakterier ser ofte kornede ud (Much-granula) eller kan indeholde
kugleformede legemer, der opdriver cellen. Dette skyldes formentlig arte-
fakts pa grund af farvningen, men der hersker ikke fuld enighed herom (Porter
& Yegian 1945; Lamanna 1946; Mudd et al. 1951). Mekanisk beskadigelse af
preparatet ved udstrygning eller skeering med mikrotom giver arealer med
ikke-syrefaste bakterier i et ellers syrefast praeparat (Yegian & Porter 1944).

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ved fremstilling af praeparater fra provemateriale, der kan indeholde tuber-
kelbakterier, skal der pa grund af smitterisikoen udvises serlig forsigtighed.
Stinkskabe eller steril-be&nk med udsug ber altid anvendes. Brugte prapa-
ratglas leegges i 3% fenolvand og kasseres. Om brugt filtrerpapir se under
Udforelse og under Gram—farvning.

6. Anvendelse og diagnostisk verdi

Ziehl-Neelsen-farvning anvendes ved direkte mikroskopisk underspgelse
af biologisk materiale for indhold af syre-alkoholfaste bakterier. Da bak-
terierne ofte er til stede i ringe maengde, skal praeparatet gennemsgges grun-
digt, mindst 25 synsfelter ved 800 x forstorrelse spredt over hele praparatet
(Engbzk et al. 1969). Farvemetoden har taxonomisk vardi, da kun slegterne
Mycobacterium og Nocardia samt enkelte corynebakterier, bakteriesporer
og svampesporer er syrefaste; mykobakterier dog i betydelig hgjere grad end
de ovrige. For de ovriges vedkommende og for M. leprae anvendes derfor en
modificeret udgave af Ziehl-Neelsens metode uden affarvning med alkohol
og evt. med mere fortyndet syre og kortere affarvningstid (Cruickshank 1969).

Referencer: se referencelisten efter kapitel 5.



Kapitel 5

Flagelfarvning

1. Historisk indledning

I 1889 og 1890 offentliggjorde Loeffler en ny metode til at farve bakterier
og iseer deres svingtrade. Duske af svingtrade fra nogle bakterier havde kunnet
farves med Koch’s metode, men de enkelte svingtrdde havde ikke kunnet
erkendes. Loeffler’s nye princip bestod i en bejdsning for farvningen, et prin-
cip som lenge havde veeret brugt ved farvning af tekstil. Loeffler bejdsede
preparatet med en vandig oplesning af tannin, ferrosulfat og Campeche-trae-
afkog efterfulgt af farvning med en svagt alkalisk anilinoplesning af metylen-
blat eller fuksin eller metylviolet. P4 denne méade kunne de tynde svingtride
gores tilstreekkeligt tykke til at blive synlige i lysmikroskopet.

Loeffler’s flagelfarvning blev forbedret af Zettnow (1899), som indforte
bedre bejdser (jernoxydbejdse, kieselguhr-bejdse, antimonbejdse) og farvning
af preparaterne med guld- eller solvsalte, der udfaldedes som metallisk guld
og solv pa bakterieme og deres bejdsede svingtrade. En modificeret og foren-
klet metode indforte Plimmer & Paine (1921), idet de anvendte en oplesning
med bejdse og farvestof samtidigt. Et lignende princip er videreudviklet af
Leifson (1930, 1938, 1951, 1960, 1961), og hans metode anvendes stadig-
vek i diagnoseafdelingen pa Seruminstituttet, hvor den har aflpst Zettnow’s
metode, der brugtes af Martin Kristensen (1955). En teknisk mere simpel
metode byggende pa farvning af fugtigt preeparat er udarbejdet af Mayfield
& Inniss (1977), men den har endnu ikke veret rigtig gennemprovet pd Serum-
instituttet. I det folgende omtales kun Leifson’s metode til flagelfarvning.

2. Biokemisk baggrund

De fleste bakteriesvingtride har en diameter pa 0,01-0,03 pm, dvs. de skal
gores ca. 10 gange tykkere for at kunne ses i lysmikroskop. Denne fortykkelse
opnas ved anvendelse af bejdse foruden farvestof. Ved Leifson’s metode anven-
des en oplesning, der bade indeholder det basiske farvestof, tannin som bejdse
og NaCl som elektrolyt. Mellem det basiske farvestof og den sure bejdse dannes
et kolloidt precipitat, som er mere opleseligt i alkohol end i vand, hvorfor
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komponenterne er oplest i 33% alkohol, som ved denne koncentration lige
netop forhindrer, at tannin-fuksin komplekset praecipiterer. Nar farvevee-
sken haldes pa preparatet, fordamper alkoholen hurtigere end vand, hvorfor
tannin~-fuksin komplekset preecipiterer, nar alkoholkoncentrationen er kommet
ned pa 20-25%, og bindes til flageller og cellelegemer. Elektrolyttens betyd-
ning er formentlig en effekt pa den relative elektriske ladning pa tannin-fuksin
komplekset og pa flagellen. Jo hegjere elektrolytkoncentration des tykkere
flagel op til en NaCl-koncentration pa 1%. Endnu hegjere NaCl-koncentration
deformerer flagellerne. Tanninkoncentrationen er ikke saerlig kritisk, men pH
skal helst vaere 5,0 = 0,2. Ved faldende pH ses stadigt tyndere flageller, mens
stigende pH giver tiltagende tykke flageller. Andre basiske farvestoffer end
fuksin kan ogsd bruges.

I mange tilfzelde farves bade cellelegeme og flagel rode, i andre farves kun
omridset af cellelegemet, og i andre igen farves cellelegemet slet ikke. I sidst-
navnte tilfelde kan 1% metylenblit anvendes som kontrastfarvning af cel-
lerme (Leifson 1951, 1960).

Bakterierne dyrkes pa bouillon-agarplade, andet fast medium eller i tryp-
tonbouillon ved en temperatur, der er lavere end optimum for vaekst, oftest
20 eller 30°C, hvor flagellerne udvikler sig bedst. Optimal flageldannelse
ses i den logaritmiske og i begyndelsen af den stationazre vakstfase; efter
opher af vaksten kan flagellerne gdeleegges hurtigere end resten af cellerne.
Ved den szdvanlige inkubering ved 35°C natten over er bakterierne langt
forbi den logaritmiske vakstfase og godt inde i den stationzre fase. For lavt
pH i dyrkningsmediet kan pdelegge flagellerne, og derfor ber substratet ikke
indeholde forgaerbare sukkerarter. Flydende medier giver ofte, men ikke
altid, bedre flagellering end faste medier. Agar, som overferes med bakterierne
til objektglasset, interfererer med farvningen. Fosfat synes at fremme fla-
geludviklingen (Leifson 1960).

3. Valg af metode

Leifson’s metode har i mange ar veret anvendt i diagnoseafdelingen som
aflpser for Zettnow’s metode. For at opné et tilfredsstillende resultat kraves
forst og fremmest et fuksinsalt, som har vist sig egnet til flagelfarvning (mange
af de kommercielle preparater af fuksin er helt uegnede) dernast kraves
friske reagenser, meget grundigt rensede objektglas, omhu ved fremstilling
af preparaterne samt ovelse. Tages der hejde for disse faktorer, fungerer
metoden udmerket. Mayfield & Inniss (1977) har udviklet en metode til
flagelfarvning, som ikke kraever specielt rensede glas; den udferes pa fugtigt
praparat og er teknisk meget enkel. Indtil en sammenligning mellem denne
og Leifson’s metode foreligger, ma sidstnavnte dog anbefales.
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4. Teknisk udforelse

Leifson’s metode til flagelfarvning (1951, 1960)

Reagenser
Specielt rensede objektglas (se afsnittet om objektglas og daekglas)

Basisk fuksin, 1,2% i 96% alkohol (atanol)

Tannin 3% i dest. H, O

NaCl 1,5%1 dest. H,O

Opbevares i kpleskab i hver sin flaske.
Lige dele af de 3 vasker blandes lige for brugen, og blandingen er straks brug-
bar, men henstand til neste dag kan veere en fordel. Der udvikles gradvis et
pracipitat, som ikke ma rystes op ved brug af farvevaesken. Opbevares i merk
flaske med skrueldg. Holdbarhed ved stuetemperatur 1 uge, i kgleskab 1 maned,
i dybfryser meget laengere, men si skal farvevasken blandes grundigt for
brugen. Nar en oplesnings farvetid er 5 min. laengere end en frisk oplgsnings,
ialt omkring 15 min., bor den kasseres.

Tryptonbouillon til dyrkning af flagelbcerende bakterier

Bacto-trypton Difco 0,5 %
Garekstrakt 0,1 %
Sekundeert kaliumfosfat (K, HPO,) 0,05%
Primeert kaliumfosfat (KH, PO,) 0,05%
pH ca. 6,8.

Til vask efter centrifugering: redestilleret H, O
Til fiksering: formalinstedpude pH 7,5: 20% formaldehyd i {5 molar fosfat-
stedpude “Serensen”, pH 7,5.

Udforelse

Bakterierne dyrkes pa fast substrat eller i tryptonbouillon ved 20°C (30°C)
natten over og underspges dernast for bevagelighed ved mikroskopi af fug-
tigt preeparat. I en bevagelig kultur skal altid findes flageller, ellers er farv-
ningen mislykket, mens en ubeveagelig kultur i meget sjeeldne tilfeelde kan have
~flageller, som ikke er funktionsdygtige (Leifson 1960). Hvis bakterierne er
dyrket i flydende substrat, settes 0,6 ml 20% formaldehydstedpude til 5 ml
kultur, dels for at drabe kulturen, dels fordi nogle bakteriers flageller farves
bedst efter formalinbehandling. Derneest henstar kulturen i 15 min. ved 35°C,
hvorefter den centrifugeres ned for fuld styrke (ca. 3000 g) og vaskes 2-4
gange med redestilleret vand. Med bundfaldet fra den flydende kultur eller
med kultur direkte fra en agarplade (uden medfelgende substratbestanddele!)
laves der en suspension, der er s tynd at man lige netop kan ane turbiditeten.
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Ved suspension fra fast medium i redestilleret vand skal man undgi, at kultur-
massen pid podenalen gnides hirdt imod substratoverfladen eller mod glassets
sider, fordi flagellerne afrives som i en kuglemolle, nér cellerne kvaermnes mellem
hinanden.

De specialrensede og torrede objektglas flamberes med en farvelss gasflamme
(gul flamme forurener glasset) pa den side, hvor praeparatet skal vaere, og op-
deles i to halvdele med en tyk fedtblyantstreg. Glassene stilles skrat op ad
fx. et reagensglasstativ, pa filtrerpapir, og en dribe bakteriesuspension szttes
af med ose lige neden for stregen og et godt stykke inden for kanten, siledes
at draben af sig selv kan lpbe ned ad glasset i lige bane; at den gor det er tegn
pa, at glasset er rent. Der er plads til to praparater ved siden af hinanden pa
hvert glas. Nar preparatet er lufttorret, leegges glasset uden fiksering pa det skré
farvestativ som giver glasset en svag heldning fra fedtstregen ned til enden af
glasset, og 1 ml farvevaeske afseettes med en stangpipette pa overfladen. Husk,
at bundfaldet i flasken ikke méa oprystes, dvs. overskydende farve i pipetten
mé ikke hzldes tilbage i flasken. Der dannes herved et farvevaskelag af sti-
gende tykkelse fra fedtstregen ud mod enden af glasset, og i den tynde del
af farvelaget vil der ske en hurtigere udfaldning med teettere farveintensitet
end i den tykkere del. Farvetiden varierer betydeligt efter farvevaesken og de
ydre omstandigheder som temperatur og luftfugtighed. Man star sig ved at
begynde med at fremstille 3 preeparater, som farves henholdsvis 8, 10 og 12
min., hvorefter man tager bestik, indtil den optimale tid er fundet. Hvis far-
velaget pa objektglasset belyses med en koncentreret staerk lysstrile, kan man
se nar udfeldningen sker og dermed fastsld nér farvningen er feerdig. Under
farvningen dannes der fra glassets rand en metallignende hinde pa farvevaeskens
overflade, og nar den daekker hele overfladen, er yderligere forlengelse af
farvetiden formaélsles.

Uden forudgiende afheldning af farven foregir afskylningen med rindende
vand ved hjzlp af en strile rettet direkte mod den farvedaekkede del af glas-
set, s& al farve pd een gang sprojtes af. En “langsom” afskylning, hvorved
farven fra en ende af bortskylles, odeleegger med sikkerhed praparatet. Der-
efter lufttgrring eller terring med filtrerpapir. Kontrastfarvning er i reglen
ikke nedvendig.

Mikroskopisk vurdering af flagelpraeparater (Leifson 1951, 1961) ,

Ved undersegelse af praeparatet opseges omrader, hvor cellerne ikke ligger
for teet, da det ellers er umuligt med sikkerhed at bedemme flagellernes antal
og arrangement pi den enkelte celle. Man noterer sig antal flageller pr. celle,
deres afgangssteder pa cellen og belgens amplitude og bredde. De forskellige
bakterier karakteriseres efter deres flagellering pa folgende méade, idet man



Flagelfarvning 43

anvender et arbitrert index til at fastleegge greensen mellem polaert mono-
og multitrike. Index er det tal, som angiver procenten af flagellerede celler med
mere end 1 flagel pr. pol (Lautrop & Jessen 1964).

(1) Som polart monotrik karakteriseres bakterier som har et index < 10.

(2) Som poleert multitrik karakteriseres bakterier som har et index = 25 (ved
index-vardier mellem 10 og 25 kan bakterierne ikke karakteriseres med hensyn
til flagelleringen uden nzrmere undersegelse, se Lautrop & Jessen 1964).

(3) Som peritrik karakteriseres bakterier hvor flagellerne udgir spredt
fra alle sider af cellen.

(4) Som subpolert flagellerede karakteriseres bakterier hvor alle flagel-
lerne — een eller flere — udgir taet under polen ofte retvinklet pa cellens
hovedakse.

(5) Som mixed flagellerede karakteriseres bakterier som essentielt er polart
flagellerede, men hvor der samtidigt er udviklet laterale flageller af en anden
bolgebredde.

Individuel flagelmorfologi: Almindeligvis har flageller form som en helix;
afstand fra belgetop til bolgetop kaldes belgebredden, og udslaget fra bolge-
dal til belgetop kaldes amplituden (Leifson et al. 1955; Leifson 1960). En
del szrlige flageltyper har faet serlige navne: ved curling forstas at der optrae-
der flageller med netop halvt si stor belgeleengde som de gvrige; ved coiling
forstds at flagellernes ender krummer tilbage mod celleoverfladen, sa flagellerne
ligner en rakke lgkker langs cellen; ved undulation er amplituden meget lille
og bolgebredden som regel stor; nasten lige flageller uden bglger kan ses
(Leifson & Hugh 1953; Leifson 1960). Leifson (1961) mener, at bortset fra
curling fremkaldes disse varianter formentlig overvejende af formalinbehand-
lingen, men vore erfaringer tyder pa, at medens coiling kan skyldes for-
malinbehandlingen for farvningen, er de ovrige varianter vist betinget af
variationer i flagellinets bygning. Ofte ses afrevne frie flageller, is&r har peri-
trikt flagellerede bakterier tendens til at tabe flagellerne. Sdkaldte pseudo-
flageller (Thjotta & Kass 1946) er enten sammensnoede hobe af fimbriae eller
slim og andet materiale fra kulturerne, som organiserer sig som trade der kan
forveksles med flageller, men som regel kan skelnes fra disse ved, at de nasten
altid mangler helixform og i det hele er af meget vekslende leengde og udse-
ende, modsat flagellernes ret ensartede praeg i et givet praparat.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen se@rlige; brugte praeparatglas laegges i 3% fenolvand eller 2% Bacillotox®
og kasseres.
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6. Anvendelse og diagnostisk vaerdi

Den taxonomiske betydning af flagelantal og -arrangement og i mindre grad
deres belgebredde er stor ved species-diagnostik af gramnegative, oxidase-
positive stavbakterier, mens flagelfarvning sjeeldnere giver diagnostisk veerdi-
fulde oplysninger inden for Enterobacteriaceae eller grampositive bakterie-
arter. En sikker adskillelse af poleert monotrike og polaert multitrike bakterier
forudseetter i en del tilfzlde en pracis telling af flagellerne hos 50-100, frit-
liggende, tydeligt flagellerede bakterier for at bestemme flagelindex. En af-
gorelse alene baseret pi et skon forudsatter enten stor erfaring eller meget
oplagte tilfelde.
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Kapitel 6
Hamolyseprover (streptokokker)

(Dette kapitel er udarbejdet i neert samarbejde med
overleege dr.med., Ebbe Kjems, Streptokokafdelingen)

Ved hjelp af en hazmolyseprove afgor man, om en bakterie danner szrlige
stoffer, h&molysiner, som er i stand til at fremkalde hamolyse af rade blodle-
gemer, dvs. at f4 hemoglobinet til at treede ud af blodlegemet som folge af en
delvis eller total edeleggelse af cellemembranen.

Skent mange bakterier danner hamolysiner, er det kun inden for strepto-
kokgruppen at h@molyseproven har afgerende differentialdiagnostisk betyd-
ning. Visse streptokokker fremkalder pd blodplade en omdannelse af blodle-
gemerne, som kaldes a-ha&molyse. Det er ikke en hemolyse i ovennavnte
forstand, men den omtales her pa grund af dens praktiske betydning i strepto-
kokdiagnostik.

1. Historisk indledning

De gode erfaringer med serumbehandling af difteri i begyndelsen af 1890’erne
gav hurtigt anledning til forseg med fremstilling af antisera mod andre infek-
tioner. P4 Institut Pasteur, hvor Roux havde veret ledende i arbejdet med frem-
stilling af difteriserum, var man i Metchnikoff’s laboratorium i gang med at
fremstille et antistreptokokserum. I arbejdet deltog de tre forskere, Marmorek,
Besredka og Bordet, og et af resultaterne blev deres pavisning af streptokokkers
evne til at danne hamolysin. Marmorek (1895) viste, at ved skiftevis at pas-
serer streptokokkerne i kaniner og dyrke dem i serumbouillon kunne man opna
hgjvirulente kulturer, der var velegnede til immunisering af heste. Bordet
(1897), som bl.a. undersogte det opniede antiserums betydning for fagocytose
af bakterierne, bemarkede, at hos de kaniner, som anvendtes i passagefor-
sogene, fandtes kort for dedens indtreeden en naesten total intravaskuler
hzmolyse af blodet, og Besredka (1901) fremstillede i serumbouillon et “’strep-
tococcolysin” med kraftig heemolytisk virkning og andre egenskaber, som viser,
at det svarer til det man idag kalder streptolysin S. I et klassifikatorisk arbejde
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fra 1902 angav Marmorek, at h&molyse var en karakteristisk egenskab for hu-
manpatogene streptokokker, og at den kunne pdvises i bouillonkulturer tilsat
defibrineret blod eller pa agarplader, som var dakket af et tyndt lag defi-
brineret blod, ved at der opstod “elegante” opklaringszoner i blodet omkring
streptokokkolonierne. Lignende opklaringszoner pa blodplade var i 1901 pavist
af Eijkman med Vibrio cholerae.

Storre praktisk betydning end disse 1agttagelser fik imidlertid et arbejde
af Schottmiiller fra 1903 om artsadskillelsen af humanpatogene streptokokker
ved hjelp af blodagar. Det var dels Pfeiffer’s pavisning i 1892 af ngdvendighe-
den af blodtilsetning til medierne for at fa vaekst af Haemophilus influenzae,
dels forsog pa at dyrke bakterier direkte fra blodet hos patienter og ved autop-
sier, der i lpbet af 1890%rne forte til udvikling af blodpladen i den form,
hvori vi nu kender den. Schotmiiller fremhavede generelt, hvor verdifuld
en sadan blodplade var i differentialdiagnostisk arbejde, og angav som specielt
eksempel dens nytte i streptokokdiagnostikken. Han viste, at kolonier af den
klassiske humanpatogene streptokok, S. pyogenes, var omgivet af kredsrunde,
helt lyse opklaringer i blodpladen, mens andre streptokokker i stedet for frem-
kaldte en gronlig farve i blodet under og omkring kolonierne. Den gronne
farve fandt han dels hos streptokokker, som han kaldte S. mitior seu viridans
(seu betyder eller” og viridans betyder “gron”), dels hos pneumokokker.

Brown (1919) viste, at de lyse opklaringer i blodpladen skyldtes, at haemo-
globinet treeder ud af blodlegemet og diffunderer frit til alle sider, siledes
at der opstar en farvekontrast mellem de steder, hvor blodlegemerne har mi-
stet farvestoffet, og de steder hvor det er bevaret i cellen. Kolonier, der gav
disse opklaringer, betegnede han som varende af f-typen, mens kolonier,
der gav gronfarvning, betegnedes som a-type. De kolonier, der ingen en-
dringer fremkaldte i blodet, var af y-type efter Brown’s nomenklatur. Heraf
er afledt de gangse betegnelser - og a-hzmolyse, men det mi bemarkes,
at a-hmolyse ikke er en egentlig heemolyse.

Mange har i tidens lgb segt at finde en forklaring p4, hvordan den grenne
farve opstir. Man har ment, at den kunne skyldes syredannelse (Ruediger
1906), methemoglobindannelse (Rieke 1904, Cole 1914 og flere andre cite-
ret efter Brown 1919) eller en samtidig virkning af syre og brintoverilte (Hagan
1925). At brintoveriltedannelse spiller en vigtig rolle, er overvejende sandsyn-
ligt (Todd 1928; Fuller & Maxted 1939; Isaacs 1947, 1948), men fuld forsta-
else af, hvad der sker, har man ikke.

For nazrmere at underspge et haemolysins natur og virkeméade, m4 man
kunne fremstille det i storre mangde i oplesning. Det viste sig for streptokok-
heemolysinets vedkommende at veere en vanskelig opgave, som forst blev lost
i 1930%rne, iser takket vere undersogelser af Todd i England (1932, 1934,
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1938, 1939) og Julia Weld i USA (1934, 1935). Forst viste Todd, at der var
forskel p4d et heemolysin dannet i de sadvanligt anvendte serumholdige kul-
turer og et hamolysin dannet i et geerekstraktholdigt medium, som Neill
& Mallory (1926) havde brugt, og efter langstrakte underspgelser endte han
med at fastsla, at streptokokker danner bade et iltlabilt heemolysin — kaldet
streptolysin O — som kun er aktivt, hvis det behandles med reduktionsmidler,
og et iltstabilt h&emolysin — kaldet streptolysin S — der bl.a. dannes i serum-
holdige medier (derfor betegnelsen S); bortset fra at det ikke pavirkes af ilt,
er det i ovrigt meget ustabilt, specielt i vandig oplesning, men kan opbevares
i frysetorret form. Streptolysin O er immunogent og kan efter Todd’s anvis-
ning bruges til pavisning af antistreptolysin—titerstigninger i patientblod efter
visse streptokokinfektioner (AST-preven). Streptolysin S er ikke immunogent,
men er blandt andet pa grund af sin iltstabilitet det hamolysin, som frem-
kalder de f-ha&molytiske forandringer i acrobt inkuberede blodplader, hvilket
har kunnet vises definitivt med mutanter, som kun producerer eet af de to
streptolysiner.

Begge streptolysiner dannes af streptokokker herende til de serologiske
grupper A, C og G, og muligvis danner nogle streptokokker af grupperne
E, H og L alene streptolysin S. Da mange andre streptokokker end de nzvnte
fremkalder f-hzmolyse pa blodplader, ma der findes andre h&molysiner, men
de er forelpbig ikke kendt. Lidt af en undtagelse udger dog streptokokker
af serologisk gruppe B, som danner et stof, der udlgser haemolyse af rede
blodlegemer, der i forvejen er pavirkede af B-toksin, dvs. sphingomyelinase
C, fra stafylokokker.

Dette forhold blev i 1944 tilfeldigt opdaget af tre bakteriologer 1 Austra-
lien (Christie et al. 1944; Munch-Petersen et al. 1945), som observerede, at
pa blodplader hvor der samtidig var vaekst af stafylokokker og gruppe B strep-
tokokker, var streptokok-kolonierne omgivet af opklarede zoner de steder,
hvor de 14 lige i naerheden af stafylokok—kolonierne. De forsegte, men uden
held, at finde ud af, hvad det var for et stof, der udleste heemolysen, og man
ved det stadig ikke. Feenomenet udnyttes i den sakaldte CAMP-test til identi-
ficering af gruppe B streptokokker; sit navn har preven fiet efter forbogsta-
verne pd de tre bakteriologer, som beskrev feenomenet: Christie, Atkins og
Munch-Petersen.

De to kendte streptolysiner har ikke blot evne til at hamolysere blod,
men har vist sig at beskadige mange andre slags celler, dvs. de er ikke blot
hamolysiner, men cytolysiner eller cytotoksiner. Som sidan har de lznge
vaeret studeret og sammenlignet med andre cytolysiner af toksinologisk enga-
gerede biokemikere, i de senere ar szerligt med henblik p& deres angrebspunkt
i cellemembraner. Nogle af resultaterne er kort omtalt i afsnittet Biokemisk
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baggrund og mere udferlig omtale findes hos Bernheimer (1977), Freer &
Arbuthnott (1977) og Ginsburg (1970).

2. Biokemisk baggrund

a) Streptolysin O

Dette streptolysin er et proteinstof med en molekylvaegt pa ca. 60.000, der
forekommer ekstracellulert i kulturer af streptokokker tilherende de serolo-
giske grupper A, C og G. Foruden at hamolysere erytrocytter gdelegger
det mange andre celletyper, fx. leukocytter, makrofager og fibroblaster, og
virker 1 smé doser som en dedelig gift pa forsegsdyr som mus, kaniner og mar-
svin.

Streptolysin O er biokemisk beslegtet med flere andre toksiner produ-
ceret af grampositive bakterier, fx. pneumolysin fra pneumokokker, tetano-
lysin fra Cl. tetani, perfringolysin O fra Cl. perfringens, cereolysin fra Bacillus
cereus og listerialysin fra L. monocytogenes. Det er vist, at alle disse toksiners
angrebssted er cellemembranernes kolesterol, og at der dannes huller i mem-
branemne som fplge af toksinpavirkningen.

Det er karakteristisk for alle disse toksiner, at de hurtigt inaktiveres af ilt,
og at de kan reaktiveres ved behandling med reducerende stoffer som cy-
stein, gluthation, thioglykollat etc. Man har derfor veret tilbejelig til at mene,
at den toksiske virkning var afheengig af frie SH grupper, men denne teori
er senere draget i tvivl.

Pa grund af den udtalte iltfplsomhed spiller streptolysin O ingen rolle ved
dannelse af haamolysezoner pa aerobt inkuberede blodplader; her er det udeluk-
kende streptolysin S, som er virksomt. Nogle (Topley & Wilson, 6. udg. 1975,
p. 717) mener, at ved anaerob inkubation, hvor streptolysin O ikke er in-
aktiveret, bidrager ogsd dette haemolysin til zonedannelsen, men det er ikke
almindeligt accepteret. En mere detailleret beskrivelse af streptolysin O’s
egenskaber findes hos Bernheimer (1977).

b) Streptolysin S

Dette h&molysin dannes af de samme streptokokker (de serologiske grupper
A, C og G), som producerer streptolysin O, men det findes angiveligt ogsa i
nogle stammer af de serologiske grupper E, H og L (Okamota 1962, cit. af
Ginsburg 1970). Formodentlig er den haemolytisk aktive komponent i strepto-
lysin S et lille peptid med en molekylvaegt pad ca. 2.800, der dannes i bak-
teriens cytoplasma-membran. Herfra kan det overfores ved direkte kontakt
til erytrocytmembraner, eller det kan under forudseetning af aktivt stofskifte
overfores til si forskellige stoffer som serumalbumin, RNA og tween, der



Heaemolyse 57

vitker som barestoffer for det aktive peptid, og fra beerestoffet kan det igen
overfores til forskellige cellemembraner. Da streptolysin S altsd er et kom-
pleks af en lille aktiv gruppe og et storre baremolekyle, er de forskellige
streptolysin S preparationers egenskaber noget varierende, afheengigt af det
aktuelle bzremolekyle. En renfremstilling af det heemolytisk aktive peptid
er hidtil ikke lykkedes pad grund af dets instabilitet. Ogsa streptolysin S pree-
parationer af forskellig slags er instabile, iseer i vandig oplesning og ved hajere
temperaturer; derimod virker ilt ikke odeleggende. I torfrosset tilstand er
det holdbart. Angiveligt er det kun streptolysin S, som er virksomt ogs3 i
proven for opleseligt haamolysin.

Streptolysin S angriber mange slags celler og virker dedeligt giftigt pa visse
forsegsdyr. Virkningen skyldes en binding til cellemembranernes fosfolipider
og deraf folgende laekage, hvis storrelse er dosisafhengig. Drejer det sig om
erytrocytter, traekker hamoglobinet pid grund af osmotisk effekt tilsidst
sd meget vand ind i cellen, at membranen spreenges og h&moglobinet frigores.
En detailleret fremstilling af streptolysin S’ egenskaber og virkninger findes
hos Ginsburg (1970).

¢) Biokemisk kommentar til dannelsen af o—heemolyse pé blodplader

Man ved som sagt ikke bestemt, hvordan de grenne o~zoner opstar, men der
er enighed om, at det af bakteriemne dannede brintoverilte (H,O,) spiller
en vigtig rolle. Den forandring, blodlegemerne undergir, er ikke alene en
farveandring fra rod til gron, men samtidig bliver de pavirkede blodlegemer
resistente over for virkningen af streptolysin S, si der ikke indtrader nogen
lyse af blodlegemet. Ud fra dette md man antage, at der pd en blodplade
kan forekomme en slags konkurrence mellem den egentlige haemolyseproces
og “gronfarvningsprocessen”. Man ser faktisk ogsd, at streptokokker, som
normalt danner f—zoner, kan optrede i en form, hvor de danner a—zoner (Todd
1928; Fry 1933; Colebrook et al. 1942), og det er kendt, at nogle strepto-
kokker viser en gronfarvet zone umiddelbart rundt om kolonlen og uden for
denne en smal opklaret zone (Brown 1919).

Nasten alle bakterier danner H, O, ved vakst under aerobe forhold, men
da de fleste bakterier indeholder katalase, vil brintoverilten spaltes lige sa
hurtigt som den dannes. Det er ikke tilfeeldet hos streptokokker, som netop
er karakteriserede ved ikke at danne katalase; de kan ganske vist danne sa-
kaldte atypiske peroxidaser, som ogsd kan spalte en vis mangde H,O,, men
dette forhold er darligt undersogt. Nar der ikke i alle streptokok-kolonier
pa blodplader sker en H,O, ophobning, skyldes det, at der ved hamolysen
frigores katalase fra de gdelagte rode blodlegemer, og denne katalase spalter
omgéende tilstedeverende H,O0,. Man kan derfor antage, at dannelse af en
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B-zone eller en a-zone i hvert fald delvis er et sporgsméil om den relative
hastighed, hvormed h&molysinkoncentrationen og H,0O, koncentrationen
nir en kritisk storrelse, og herved vil substratsammensa&tningen, specielt glu-
koseindholdet, og inkubationsatmosferen og inkubationstemperaturen spille
en afggrende rolle. Hvis den rette heemolysinkoncentration bliver ndet forst,
vil der dannes en ren $-zone, idet frigjort katalase vil hindre H, O, ophob-
ning. Hvis, omvendt, en tilstreekkelig H, O, koncentration nés forst, vil der
dannes en ren a—zone, fordi de H, O, pavirkede erytrocytter bliver resistente
over for h&molysinets virkning.

De tilfzlde, hvor man inderst har en a~zone og uden for denne en -zone,
kan maske forklares ved at H,O, dannelsen i begyndelsen er dominerende,
mens hemolysindannelsen senere bliver si stor, at der dannes et overskud
som derefter kan diffundere gennem den gregnne zone og hamolysere ery-
trocytterne udenfor denne, si der frigores tilstreekkelig katalase til at standse
den grenne omdannelse.

Disse kommentarer stotter sig pd observationer af Brown (1918), Todd
(1928), Fuller & Maxted (1939) og Isaacs (1947, 1948).

3. Valg af metode eller hvorfor man bruger proven for opleseligt heemolysin

De fleste steder i verden definerer man en haemolytisk streptokok som en
streptokok, der pa blodplade danner f-ha@molytiske zoner. Her i landet defi-
neres den som en streptokok, der danner “opleseligt haeemolysin™ i flydende
medier. Det som skal kommenteres her er, hvorfor man i Danmark foretraek-
ker denne definition og derfor betragter en prove for opleseligt haemolysin
som et gnskeligt supplement til undersogelsen for pladehamolyse.

Oprindelig var begrebet en h&molytisk streptokok mere eller mindre syno-
nymt med begrebet en humanpatogen streptokok. Senere, dvs. efter Lance-
field’s serologiske gruppeinddeling i 1933, viste der sig en tendens til at under-
forsta, at en hzmolytisk streptokok var det samme som en streptokok af
serologisk gruppe A. Efter vor nuverende viden er hverken den ene eller
den anden af disse opfattelser tilfredsstillende, men fordi gruppe A strepto-
kokker er den dominerende Aarsag til humane infektioner og praktisk talt
alle gruppe A streptokokker béide giver f-hamolyse pa plade og danner oplese-
ligt heemolysin og fordi man i ikke-specialiserede laboratorier gerne vil undgi
den serologiske gruppebestemmelse, har man til praktisk klinisk brug holdt
fast ved en skelnen mellem hamolytiske og ikke~hamolytiske streptokokker.

Hvis man ved hamolytiske streptokokker forstir stammer, der danner
B-hazmolytiske zoner pa plade, vil det betyde, at streptokokker af neasten
alle serologiske grupper (A, B,C,D,E,F,G,H,K,L,M,0,P,R,S, T,UogV)
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foruden de benzvnte arter S. sanguis, S. mitior, S. milleri og S. mutans, vil
kunne veere repraesenteret. Selv om langt fra alle stammer inden for hver af de
navnte grupper og arter giver f~hamolyse, er det klart, at begrebet en heemo-
lytisk streptokok pa denne made bliver meget udflydende.

En lille smule bedre stiller sagen sig, hvis man definerer en haemolytisk strep-
tokok ud fra evnen til at danne opleseligt h&molysin, idet nogle stammer med
Lancefield antigen B, D, H, K, O og M samt S. mutans, S. mitior og S. milleri
vil falde fra, men alligevel er det en meget heterogen gruppe.

Nir det overhovedet stadig er rimeligt at bruge betegnelsen en hamolytisk
streptokok, skyldes det to ting: (1) Det rent statistiske, at i humant materiale,
og ganske sazrligt i svelgpodninger, udger streptokokker af serogrupperne A,
C og G det overvejende flertal, og (2) det forhold, at stammer af disse tre sero-
grupper over for antibiotika stort set forholder sig s& ensartet, at en indbyr-
des differentiering ikke har terapeutisk betydning.

Det er af ovenstiende &rsager ogsi indlysende, at hvis man ensker en mere
precis identificering af isolerede streptokokker, kommer man ikke uden om
de serologiske og biokemiske metoder, der stir til radighed i et speciallabora-
torium for streptokokdiagnostik, og betydningen af en pracis diagnose mé
ikke undervurderes, fordi det i tidens lpb har vist sig, at flere slags strepto-
kokker end oprindelig antaget kan vaere humanpatogene.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

A) Undersogelse for hemolyse pd blodplader = pladehemolyse
Substrat
5% Blodagarplader

Til blodagarplader anvendes et grundsubstrat, hvortil der umiddelbart for
ophzldningen tilszttes oplesninger af 0,2 ml 25% cysteinhydroklorid (Milli-
pore sterilfiltreret), 9,4 ml 27% Na-pyruvat (autoklaveret) og 5% blod (defi-
brineret hesteblod). pH ber veere 7,3-7,4.

Grundsubstrat til 5% blodagarplader

Demineraliseret vand 1000 ml
MgSO,4,7H,0 0,1 g
MnCl, 4H,0 0,0067 g
Na,HPO,,12H,0 8,0 g
NZ-amin, type B (Sheffield) 5,0 g
Oxoid gerekstrakt L21 3,0 g
Oxoid Lab Lemco powder L29 5,0 g
KCl 6,67 g
Sxbe 0,01 g
Agar 10-12 g
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MgS0O,,7H,0 og MnCl,,4H,0 opleses i vandet under opvarmning, hvor-
efter de ovrige pulvere tilseettes, og pH indstilles til 7,4 med HCL.

Som erstatning for svind tilseettes 50 ml demineraliseret vand, og der auto-
klaveres ved 121°C.

Det er vigtigt, at pladen kun indeholder 5% blod og ophzldes som kun ca.
3 mm tykke plader, da man ellers ikke far tydelige f-zoner. Glukosemangden
i kodekstrakt og hesteblod ma tilsammen ikke overskride 0,05%, da gruppe A
streptokokkers f-zoner ellers ikke bliver tydelige.

I stedet for hesteblod kan anvendes fare- eller menneskeblod.

Udforelse

Pladen tilsis enten direkte med preovemateriale eller fra en isoleret koloni
pé en primarplade, siledes at der bAde kommer sammenflydende vaekst og en-
keltkolonier. Pladerne inkuberes under aerobe forhold, helst i CO, atmosfere
ved 35°C. I sarlige tilfzlde, fx. ved mistanke om gruppe A streptokokker,
som ikke har givet tydelige f—zoner, inkuberes anaerobt.

Aflesning
Aflasningen foretages normalt efter 24 timer og igen efter 48 timer, men nogle
streptokokker, fx. gruppe F, giver forst tydelige zoner efter 48-96 timer, med
mindre de er inkuberet i CO, atmosfeere. Man observerer, om der omkring
enkeltkolonier er helt lyse opklaringer (f-zoner), en grenlig-brunlig misfarv-
ning (a-zoner) eller slet ingen forandringer (¢-kolonier). Normalt afleses
makroskopisk eller med lup. Ved afleesning under mikroskop med objektiv 45
kan man se, at B-zonerne er nasten helt uden bevarede rede blodlegemer,
mens man i a-zonerne ser misfarvede og deformerede erytrocytter.

Der forekommer blandingszoner med en grenlig zone naermest kolonien
og fuld opklaring i en zone udenfor. Hvis pladen skiftevis har veret i termo-
stat og keleskab, kan man se ringe af o- og f-type alternere.

Fortolkning

Ved en fuldt opklaret zone betegnes stammen som f-ha&molytisk og under-
soges derefter for opleseligt hemolysin. Ved en grenlig-brunlig misfarvet
zone betegnes stammen som en o-streptokok. Blandingszoner beskrives,
underspgelsen gentages under anaerobe forhold, og der udferes prove for
opleseligt hemolysin.
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B) Undersogelse for hemolyse i flydende substrat = prove for oploseligt hee-
molysin
Substrat
”Serumbouillon”: filtreret oksebouillon tilsat 5% hesteserum, 0,1% glukose
og 3,3% hzmolyseret, defibrineret hesteblod (1 del hesteblod + 9 dele vand),
hvorefter der sterilfiltreres (Millipore) og aftappes sterilt i 155 x 14/15 mm
glas.

Oksebouillon filtreret:
1 1 postevand

0,5 kg oksekod

10 g Orthana pepton

3 g NaCl

2 g Na,HPO,, 12 H,O

Oksekodet hakkes, tilsettes halvdelen af vandet og stilles i kpleskab natten
over. Derefter koges i 15 minutter, kedvandet sies fra og resten af vandet
sttes til kodet og der koges i 10 minutter. Det afkogte kedvand hzldes sam-
men og méles op til 1 liter. Pepton, NaCl og Na, HPO, tilsettes og koges 10 .
minutter. pH indstilles med NaOH til 7,5., der koges 5 minutter efter hver
NaOH tilsetning. Filtreres gennem papirfilter og mailes op til 1 liter med demi-
neraliseret vand og Seitzfiltreres. Der aftappes i steril 1,5 L kolbe og koches.
pHer da 7,4.

Reagens
5% vaskede kaninblodlegemer

Den ferdige suspension rekvireres i streptokokafdelingen eller laboratoriet
bruger til fremstillingen en tilsendt suspension af blodlegemer i Alsevers vaske
i forholdet 1+43. Ved keleskabstemperatur er suspensionen i Alsevers vaske
holdbar mindst 1 uge, sandsynligvis 2-3 uger. Der fremstilles herfra en 5%
suspension i stedpudesaltvand (pH 7,38), idet man forst vasker blodlegemer-
ne i stodpudesaltvand mindst 2 gange eller indtil vaskevandet er farvelgst. Af
de pakkede celler efter sidste vask udtages fx. 0,25 ml celler til 4,75 m1l stpd-
pudesaltvand.

Udforelse

Den tilsiede serumbouillon inkuberes ved ca. 35°C i 16-18 timer, men ikke
lengere, da heemolysinproduktionen pa dette tidspunkt er giet i std og destruk-
tionen begyndt, si man risikerer, at endnu =zldre kulturer ikke indeholder
hemolysin. 1 ml af denne kultur blandes med 1 ml blodlegemesuspension
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i et Widalglas og henstilles ved ca. 35°C i 1 time, hvorefter glasset centrifu-
geres.

Afleesning og fortolkning

Hvis hele vasken er rod og gennemskinnelig, betyder det at blodlegemerne
er hamolyserede. Det er det udtridte heemoglobin, der giver vaesken denne
karakteristiske lakfarve. Et sidant udseende betyder, at proven er positiv.
Hvis der derimod er fremkommet et bundfald af merkersade blodlegemer og
en ovenstiende uklar, men farvelps bouillon, er proven negativ. Der kan ses
glas med svag redfarvning af den nederste del af vesken over et rgdligt bund-
fald. En sadan reaktion registreres ogsi som negativ.

C) CAMP-test til pavisning af gruppe B streptokokker
Substrat
En lagkageplade fremstille med

bundlag af:
oksebouillon
xskulin 0,2%
agar :

toplag: .
1,5 mm tykt af 5% vaskede fareblodlegemer i 0,9% saltvand i pulveragar.

Udforelse

Tvaers over pladens midte udsés i en bred streg en f-h@molysin-producerende
stafylokok. Vinkelret pd dette strog udsas streptokokkerne, der skal under-
soges, i strog som skal gi helt op til stafylokokstreget, men uden at bergre
det og i en indbyrdes afstand pd mindst I cm. Den tilsdede plade inkuberes
aerobt eller anaerobt i 20 timer.

Afleesning

Man ser dels efter h&molytiske opklaringer dels efter streptokokkulturernes
farve. De hamolytiske opklaringer ses pad grund af diffusionsforholdene som
pilespidsformede eller afrundede omrader for enden af streptokokstroget,
hvor det stoder op til stafylokokstroget. Streptokokstrggene kan enten have
deres normale hvide farve eller pad grund af askulinspaltningen veere gullig-
brune.
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Fortolkning _
Hvis der ses en pilespidsformet haemolytisk opklaring, og kulturen har den
sedvanlige hvidlige farve, tolkes proven som udtryk for at streptokokkerne
er af serologisk gruppe B. Hvis der er hemolytisk opklaring samtidig med,
at kulturen er blevet gulligbrun, kan det betyde, at streptokokkerne tilhorer
en af de serologiske grupper E, P, U eller V, eller er en S. uberis som alle i
modsatning til gruppe B eri stand til at spalte @skulin. Undertiden kan gruppe
B streptokokker vaere si sterkt pigmenterede, at de ikke kan skelnes fra ssku-
letin-farvede kulturer; ved mistanke herom kan man udfere en separat sesku-
linprove i halvflydende medium (se kapitel 22). Hvis der ikke findes heemo-
lytiske opklaringer, giver proven ingen positive oplysninger om diagnosen,
men gruppe B kan betragtes som udelukket med ca. 98% sikkerhed.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen seerlige, men husk at streptokokker nemt fremkalder infektioner, hvis
man har sar eller rifter pa fingre og haender.

6a. Fortegnelse over vigtige grupper af streptokokker fra humant materiale,
som kan optraede med S-haemolyse pa blodplade

Fortegnelsen medtager ikke alle S-hamolytiske streptokokker fundet hos
mennesker, idet flere grupper, som iser forekommer hos dyr, men i sjeeldne
tilfelde kan optreede hos mennesker, er udeladt. Det gaelder fx. de serologiske
grupper E, P, U, V, og R, S, T, samt nogle stammer med gruppeantigen K
og M.

Artsnavn Lancefield B-zoners hyppighed inden for art el-
gruppeantigen ler gruppe og deres sarlige karakter

S. pyogenes A Naesten alle

S. agalactiae B Nesten alle, smalle, uskarpe

S. equi C Nasten alle, meget store

S. equisimilis C Neasten alle

S. faecalis D En del (ca. 25%)

S. durans D Alle pr. definition

S. anginosus F Neesten alle, forst tydelige efter 48-

96 timerialm. atmosfere, men efter
24-48 timer i CO, atmosfzere

Ubenzvnt “minute” F, G eller ingen Alle
Ubenzvnt G Naesten alle
Ubenzvnt L Nasten alle

S. sanguis H eller flere En del

S. mitior Flere (K, O) En del

S. milleri Flere (A,C, G, F, Undtagelsesvis

L eller ingen)
S. mutans Ingen Undtagelsesvis
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6b. Fortegnelse over vigtige grupper af streptokokker fra humant materiale,

som kan optrede med a-haemolyse

Artsnavn Lancefield gruppeantigen
S. faecium D

S. avium D

S. bovis D

S. pneumoniae Ingen

S. sanguis H eller flere andre

S. mitior K, M, O eller ingen

S. milleri Flere

Ubenaevnt H

Ubenavnt K

Nogle af streptokokkerne i de anforte arter eller grupper danner ingen zoner
eller undtagelsesvis f-zoner.

7. Diagnostisk vaerdi og seerlige anvendelsesomrader

Ud over det i afsnittet Valg af metode anforte kan man sammenfattende
sige:

Proven for pladeh@molyse tjener som en forste vigtig diagnostisk oriente-
ring, der afger gangen i den videre undersogelse. '

Proven for opleseligt heemolysin er et videre led i undersggelsen af stammer,
der har vist f~h@molyse pa plade. En positiv prove kan, iser ved underspgelse
af halspodninger hos mennesker, anvendes som en grov, dvs. kun tilnaermelses-
vis palidelig prove for tilstedeverelse af streptokokker af serogrupperne A,
CogG.

CAMP-testen kan anvendes som en hurtig og sikker metode til pivisning
af gruppe B streptokokker.

Corynebacterium haemolyticum og sjeldnere C. pyogenes er visse steder
ret hyppige i halspodninger og kan pi blodplade let forveksles med strepto-
kokker. C. haemolyticum er karakteristisk ved p4 CAMP-plader at hemme
stafylokokkens hamolyse (man kan sige den fremkalder et “anti-CAMP
faenomen”), mens C. pyogenes ikke har denne virkning.
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Kapitel 7
Symbioseprover (Haemophilus)

Ved et symbioseforsgg underseger man, om vaksten af en ukendt bakterie,
specielt en formodet Haemophilus, fremmes i narheden af kolonier af en til
dette formdl pd en blodplade udsaet stafylokok. Et positivt symbioseforsog,
dvs. forgget kolonistorrelse i neerheden af stafylokokken, kan som regel tolkes
som manglende evne hos den ukendte bakterie til at syntetisere coenzymet
nikotinamid-adenin-dinukleotid, kaldet NAD.

1. Historisk indledning

Under influenzapandemien i begyndelsen af 1890’erne isolerede R. Pfeiffer,
der arbejdede hos Robert Koch, i 1892 den bakterie, der nu kendes under
navnet Haemophilus influenzae. Pfeiffer kaldte den >Influenzabazillus”,
fordi han mente den var sygdommens &rsag, ofte kaldes den blot Pfeiffer’s
bacil. Som noget serligt karakteristisk for bakterien fremhavedes Pfeiffer,
at den kun kunne vokse i neringssubstrater, der indeholdt blod (Pfeiffer
1893).

Analysen af dette sarlige naringskrav har siden veret genstand for utallige
undersogelser, der bl.a. har fort til den erkendelse, at bakterien for at vokse
kraever tilforsel udefra af to forskellige veekststoffer, som for nemheds skyld
siden 1921 er blevet betegnet som X-faktoren og V-faktoren (Thjotta &
Avery 1921).

Pavisning af X-faktorkravet sker nu ved hjelp af porfyrinpreven og V-
faktorkravet ved symbioseproven. I det historiske perspektiv er undersogel-
ser angdende de to faktorer naturligvis ikke klart adskilt i den ferste tid ind-
til omkring 1920’eme. Alligevel har vi i dette afsnit om symbioseprgven samlet
de underspgelser, som man retrospektivt kan se sarlig angir V-faktorkravet,
mens de tilsvarende undersegelser over X-faktorkravet er omtalt under por-
fyrinpreven (se kapitel 8).

Blandt de mange underspgelser, som Pfeiffer’s opdagelse gav stodet til, er
Grassberger’s (1897) af sarlig interesse i denne sammenhang. Ved udsed af
ekspektorater pa blodagar opdagede han, at kolonier af influenzabaciller
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blev meget storre end normalt, hvis de voksede i nzrheden af stafylokok-
kolonier, som tilfeldigt befandt sig pd samme plade. Af sine videre under-
spgelser drog Grassberger den konklusion, at der foreld en symbiose, idet han
mente, at stafylokokkerne indvirkede p4 blodet i substratet pa en sadan maéde,
at bakterierne lettere kunne optage det uundverlige stof, som man vidste
fandtes i blodet. Grassberger og mange senere forfattere viste, at det ikke
specielt var stafylokokker, som fremkaldte symbiosefzenomenet, men at
det gjaldt nasten alle arter af bakterier. Grassberger’s observation blev hur-
tigt bekraftet (se fx. Cantani 1901 og Ghon & Preyss 1902, 1904), og hur-
tigt opstod der uenighed om, hvad der egentlig foregik, men denne aldre
del af litteraturen er ret uigennemskuelig og mest oplysende ved at demonstrere
de vanskeligheder af forsegsteknisk og fortolkningsmeessig art, der kan opsti
ved analysen af komplekse vakstkrav (se fx. oversigter hos Scott 1929 og
Lucile Anderson 1931).

Som folge af den naste influenzapandemi, der begyndte i 1918, blev hele
problematikken igen taget op mange steder; serlig mé fremhaves arbejder
af Davis i Chicago (1917, 1921a, b), Fildes i London (1920, 1921, 1922),
Otto Olsen i Hamborg (1920a, b), Thjdtta (1921), Thjotta & Avery pa Rocke-
feller instituttet i New York (1921a, b) og Martin Kristensen pd Seruminsti-
tuttet (1922).

Det vigtigste resultat var den sikre pévisning af, at der var to forskellige
stoffer, som var nedvendige for vaksten (Davis 1917, 1921a, b; Fildes 1920,
1921, 1922; Thjdtta & Avery 1921a, b). Thjotta & Avery kaldte dem V-faktor
og X-faktor og viste, ligesom Davis, at den vigtigste forskel var deres forskel-
lige resistens over for hgje temperaturer: X-faktoren talte autoklavering ved
120°C, mens V-faktoren blev odelagt. Det blev ogsd ved kvantitative under-
spgelser vist, at den krevede meengde af de to stoffer var s& ringe, at der ikke
kunne vare tale om, at de blev udnyttet som neringsstoffer, og da man pa
det tidspunkt var begyndt at erkende mangelsygdomme hos dyr og menne-
sker, der kunne forebygges ved hjeelp af sikaldte accessoriske vaekststoffer
eller vitaminer, 14 den tanke neer, at X- og V-faktorerne var sddanne vakst-
stoffer. Andre, iser Fildes og Olsen, hevdede dog, at stofferne havde en
direkte katalytisk funktion i mediet.

Det blev vist, at begge faktorer var til stede i blod, og at de begge, men
navnlig V-faktoren, desuden fandtes i forskellige friske plante- og dyrevav.
Af praktisk betydning var pavisningen af, at forudgiende moderat varmebe-
handling eller pepsinfordejelse af blodet i hej grad begunstigede vaeksten af
Pfeiffer’s bacil. Desuden blev betingelserne for udferelsen af symbioseforspget,
som man tillagde stor diagnostisk betydning, nermere fastlagt, iseer af Martin
Kristensen (disputats 1922). Fra denne tid stammer ogsi opdagelsen af, at
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der var beslegtede bakterier, som kun kreevede den ene af de to vakstfak-
torer, og dermed begyndte den stadig geldende systematiske inddeling af
de ha2moglobinofile bakterier.

Trods disse mange fremskridt var X- og V-faktorernes kemiske natur stadig
helt ukendt, men i 1937 opklarede @gteparret Lwoff dette sporgsmél for
V-faktorens vedkommende (A. & M. Lwoff 1937a). De fremstillede af geer et
ekstrakt, der var aktivt som V-faktor i fortyndingen 1:50.000, og forsogte at
udfzlde det aktive stof med alkohol og forskellige metalsalte ved forskellig
pH. Da resultaterne foreld, blev de af en kollega gjort opmaerksom pé, at de
samme karakteristika fandtes hos cozymase — det dengang anvendte navn
for coenzymet NAD. Da de derpd undersogte et hojt renset praparat af cozy-
mase fra ger, fandt de en V-faktoraktivitet af storrelsesordenen 1:270.000.000.
Flere senere forspg bekraftede, at V-faktoren kunne erstattes af NAD, og da
det dern=st blev vist, at tilsetning af adenylsyre og nikotinamid, som er be-
standdele af NAD, ikke kunne erstatte NAD i vakstforspgene, kunne man
slutte, at V-faktorkravet métte skyldes manglende evne til at syntetisere
selve nikotinamid-adenin-dinukleotid-molekylet af komponenterne. I en
efterfolgende forsagsreekke (A. & M. Lwoff 1937b) kunne de vise, at Pfeif-
ferbaciller, der var dyrket med et minimalt tilskud af V-faktor, udviste staerkt
nedsat evne til at udfere en reekke biokemiske reaktioner, som var kendt for
at vaere afhangige af tilstedevaerelsen af coenzymet NAD for at forlgbe pa
normal made, og pa den made blev det bekreftet, at V-faktoren og NAD har
samme funktion i bakteriestofskiftet.

2. Biokemisk baggrund

Stoffet NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid) og det samme molekyle med
‘en ekstra fosforgruppe, NADP (nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat),
er coenzymer med den sarlige funktion at overfere brint, dvs. brintjoner
+ elektroner, mellem forskellige stoffer som led i en organismes biokemiske
omsatninger. De fungerer ved, at de reversibelt kobles til et stort antal for-
skellige enzymer med evne til specifik binding til bestemte substratmolekyler
og derefter reversibelt oxideres og reduceres.

Oxidationen foregir ved, at der dannes et kompleks af oxideret coenzym
+ specifikt enzym (fx. en dehydrogenase) + substratmolekyle A;i komplekset
frigares elektroner og brintjoner fra substratmolekylet og overfares til coen-
zymet. Coenzymet, der nu er i reduceret form, frigeres fra komplekset og kan
derefter deltage i en reduktion et andet sted, som foregir ved, at der igen
dannes et kompleks, nu bestiende af reduceret coenzym + et andet specifikt
enzym *+ substratmolekyle B, og i dette kompleks overfores brintjoner og elek-
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troner fra coenzymet til substratmolekyle B. Coenzymet er derefter i oxideret
form, og efter at vere frigjort kan det pany deltage i en oxidationsproces.
Disse processer er skematisk vist i Fig. 1.

SUBSTRAT A > PRODUKT A
(OXIDERET)
ENZYM A
- N
OXIDERET REDUCERET
NAD NAD (=NADH )
ENZYM B
PRODUKT B < SUBSTRAT B
(REDUCERET)
Figur 1

NAD’s funktion som coenzym

Nettoresultatet er, at brintjoner og eclektroner er overfort fra substratmole-
kyle A til substratmolekyle B, dvs. at A er blevet oxideret, mens B er blevet
reduceret; dette er en sikaldt oxidationsreduktionsproces.

Da en stor del af en organismes stofskifte bestar i sidanne oxidationsre-
duktionsprocesser, er de to omtalte coenzymer uundvarlige for livets op-
retholdelse. Ganske vist findes der andre coenzymer med tilsvarende funktion,
men da de fleste specifikke enzymer som regel kun fungerer sammen med
et bestemt coenzym, er NAD og NADP livsvigtige stoffer.

I hovedtrekkene er det kendt, hvordan syntesen af disse coenzymer fore-
gar hos hejere organismer, selv om der synes at veere visse variationer, men
precis hvordan forholdene er hos de enkelte arter af bakterier vides ikke.
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Startmaterialet synes at vere aminosyren tryptofan, der omdannes til niko-
tinsyre. Den videre syntese fremgir af felgende skema:

Tryptofan

:

Nikotinsyre + ribose + fosfat

l

Nikotinsyre-mononukleotid + adenin (fra ATP)

|

Nikotinsyre-adenin-dinukleotid + glutamin
Udskiftning af carboxylgruppe med amidgruppe ved
L hjeelp af enzymet NAD-syntetase
Nikotinamid-adenin-dinukleotid

Muligvis er det enzymet NAD-syntetase, som H. influenzae ikke er i stand til
at danne.

Hvis man tilsetter nikotinamid-ribosid til vekstsubstratet, syntetiserer
Haemophilus-arter normalt NAD, formentlig fordi ovennavnte sidste led i
processen bliver overflpdigt, nar nikotinsyre p& forhiand er erstattet af niko-
tinamid. Det er dog muligt, at disse bakterier ogsd mangler andre enzymer
end NAD-syntetase, for tils@tning af nikotinsyre eller nikotinamid alene forer
ikke til dannelse af NAD, siledes som tilfeeldet er hos visse andre bakterier,
men forklaringen kan ogsé ligge i de forskellige molekylers varierende evne
til at treenge ind i cellerne.

Det havdes fra biokemisk side (White et al. 1973), at der hos dyr og planter
ikke kendes noget enzym, som direkte kan danne nikotinamid af nikotinsyre;
omdannelsen kan kun ske ad en omvej, idet der forst ma dannes NAD pi den
allerede beskrevne made, og derefter kan nikotinamid fraspaltes fra NAD.
Miske er det forklaringen p4 den overraskende méde, hvorpd NAD dannes.

Som omtalt mente Thjétta & Avery, at V-faktoren var af vitaminagtig
natur; det var derfor de brugte bogstavet V. Dette er for si vidt blevet bekrzef-
tet, som det i 1937 blev vist, at nikotinamid fungerer som et vitamin, der
forebygger mod sygdommen pellagra. Neodvendigheden af stoffet hos men-
nesker skyldes, at pa en tryptofan-fattig kost kan der ikke dannes tilstraek-
kelig NAD, hvis der ikke gives et tilskud af nikotinsyre eller nikotinamid.
Ogsé mange bakterier har vist sig at kreeve tilsetning af nikotinsyre eller et af
de ovennzvnte intermedizrprodukter, men kun arter af slegten Haemophi-
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lus er s& specielle, at de kraver tilsetning af det feerdige coenzym. Det er
denne serstilling hos Haemophilus-arterne, man udnytter, nir symbiose-
feenomenet anvendes som diagnostisk preve. Da nsesten alle bakterier, der er
i livlig vaekst, danner NAD i overskud, og dette overskud diffunderer ud i
mediet, vil der i substratet i en vis zone uden om en voksende bakteriekoloni
findes frit tilgeelgeligt NAD, som kan optages og udnyttes af de bakterier
af slegten Haemophilus, som vokser i narheden. Om det er faerdigt NAD
eller forstadier, der diffunderer ud, er ikke kendt med sikkerhed. Kolonierne
i denne diffusionszone bliver storre end andre steder pa substratet, hvis der
kun findes utilstrekkelige meengder NAD, i mediet. Det sidste er et vigtigt
punkt, for naturligvis bliver der ingen forskel i kolonistorrelse at aflsese, hvis
substratet i sig selv indeholder si meget NAD, at kolonierne alle vegne kan
vokse ud til maximal storrelse.

Derfor er viden om V-faktorens forekomst og egenskaber nedvendig ved
fremstilling af substrater til udferelse af symbioseforsog.

V-faktor findes bade i serum og i blodlegemer, men i storst mangde i
blodlegemerne. I en plade fremstillet med frisk hesteblod hammes aktivi-
teten dog af en serumfaktor, si veksten af H. influenzae bliver meget spar-
som. Ved moderat opvarmning af blodet som ved fremstilling af Levinthal-
agar eller chokoladeagar frigores V-faktoren fra blodlegemerne, og serum-
hamningen opheeves, s& vaeksten bliver maximal; derfor er disse to substrater
uegnede til symbioseforsag (men velegnede til dyrkning).

V-faktoren findes ogsid i mange planter, bl.a. i betydelig maengde i geer
og kartofler, der som ekstrakter tilsettes visse substrater, fx. geerekstrakt til
seerlige blodplader og kartoffelekstrakt til kighosteplader. For si vidt plante-
ekstrakterne er steriliseret ved autoklavering, burde V-faktoren pa grund af
sin varmefolsomhed vere destrueret, men gjensynlig gelder det ikke altid i
praksis under de givne forhold, og uden serlig kontrol ber man i hvert fald
ikke anvende kighosteplader og blodplader med geertilsetning til symbiose-
forspg. (I 1978 har substratafdelingen &ndret 5% blodpladen, si den indehol-
der 0,3 % geerekstrakt. Konsekvensen af dette for symbioseforsegene er i
ojeblikket uafklaret).

For inaktivering af V-faktor ved temperaturer pad 100°C eller lavere gzlder,
at den er meget pH-afhangig. Ved pH 7,5 eller hojere sker inaktiveringen hur-
tigt; ved lav pH, fx. 4,5, sker den langsomt. V-faktoren er dialysabel, og der
tabes ikke navneveerdige mangder ved filtrering. Ved udferelse af et symbiose-
forseg mid man ved valg af substrat naturligvis serge for, at X-faktoren er
til stede i tilstreekkelig mangde, si alle andre forudsetninger for maximal
vaekst omkring stafylokokkolonierne er til stede. Se narmere herom under
porfyrintestens afsnit om biokemisk baggrund.
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3. Valg af metode

Man kan bruge filtrerpapirskiver impraegneret med NAD til at leegge pa dyrk-
ningsmediet i stedet for pletvis udsaning af stafylokokker (Evans et al. 1975).
Denne fremgangsmade sikrer mod falsk positive reaktioner, som kan skyldes
andre vekstfaktorer end NAD, men sddanne uspecifikke reaktioner synes at
vaere sjeeldne. Derfor vil vi til rutinebrug anbefale det klassiske symbiosefor-
spg med en stafylokokstamme som NAD-kilde og forbeholde discmetoden
til kontrol i tilfelde, hvor der er opstiet formodning om en falsk positiv
reaktion. \

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

Substrat: En 5 eller 10% hesteblods-agarplade med tilseetning af 0,3% ger-
ekstrakt (se i ovrigt angdende substratvalg stykket om biokemisk baggrund i
dette afsnit om symbioseprever og i afsnittet om porfyrinpreven).

Ammebakterie: Den “grd kok” eller en hvilkensomhelst anden bakterie,
som i forspg har vist sig egnet. Den “’grd kok” er en stafylokokstamme, som i
arevis har veeret holdt i live i diagnoseafdelingen ved stadige omsaninger i eks-
traktagarstik.

Udforelse

Blodpladen kan tilsds med en isoleret enkeltkoloni fra en primerplade, men
bedre er en renkultur af den bakterie, der skal undersages. Fremgangsmaden
ved udsiningen er vigtig. En eosken med kun lidt kultur traeekkes hen over
overfladen i ret fi zig-zag-strog med store mellemrum. Det ideelle er at opnd
tetliggende enkeltkolonier i de fleste strog.

Figur 2
Udsaningsteknik ved symbioseundersogelse
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Derefter udsas den “’gra kok’ ved hjeelp af en lige nil pd den made, at man
stikker ndlen ned i agaren 6-8 steder. Stikkene skal ligge p4 en omtrent ret
linie, s& man senere altid har styr p4, hvad man selv har udsaet og hvad der evt.
er kommet til som kontamination, og stikkene skal placeres midt imellem
stragene (se tegningen). Gor man det pad denne méde, vil man som regel opné
mindst eet sted at fi enkeltkolonier af den udsiede bakterie og kolonier af
ammebakterien i en passende afstand fra hinanden. Bade for kort og for lang
afstand imellem de to slags kolonier kan gore symbioseforsgget utydeligt eller
i uheldigste tilfzelde fore til, at symbiosen slet ikke opdages. Pladen inkuberes
ved 35°C i almindelig atmosfare eller i CO,-atmosfare, athangig af bakte-
riens krav til inkubationsatmosfaere.

Aflesning

Aflaesningen vil i de fleste tilfeelde kunne ske efter 20-24 timer, men er resul-
tatet usikkert, kan man inkubere 1 degn mere. Man observerer, om kolonierne
af den udsiede bakterie viser variation i sterrelsen, siledes at man i nerheden
af stafylokokkolonierne finder relativt store kolonier og i stigende afstand
derfra faldende kolonistorrelse, til man nir ned pad den samme lille sterrelse,
som findes i strogene laengst fra stafylokokkerne. Det hele afspilles inden for
en afstand af 0,5 til 1 cm fra randen af stafylokokkolonien.

Selv om der ikke noget sted er opndet enkeltkolonier i en passende afstand
fra stafylokokkolonierne, kan forseget i nogle tilfeelde alligevel aflases, fordi
vaekststimulationen vil vise sig ved, at vaekststroget tet ved stafylokokkerne
er fyldigere og har en mere grahvid farve end de gvrige steder, hvor vaeksten
er nezrmest farvelgs. Her mid man dog passe pa, da variationer i det afsatte
inoculum kan péavirke strogets udseende.

Advarsel: Teknikken ved udsaningen er altafgorende; ofte har et oprindeligt
negativt symbioseforspg vist sig at blive positivt, nar udsaningen bliver foretaget
korrekt!

Fortolkning

En tydelig stimulation af den ukendte bakteries vaekst i umiddelbar narhed
af stafylokokkolonierne — ogsd hvor der kun er tale om en mere diffus vekst-
forogelse af selve stroget — kan tolkes som et positivt symbioseforseg og der-
med i de fleste tilfelde som et V-faktorkrav. Der méi tages et lille forbehold,
fordi mange andre stoffer end NAD diffunderer ud fra en stafylokokkoloni,
og ved tilfeldighedernes spil kan det forekomme, at den underspgte bakterie
netop stimuleres i sin veekst af et af disse stoffer. Som eksempel herpd kan
specielt navnes visse streptokokker isoleret fra endocarditistilfeelde (Cayeux
et al. (1971),MacCarthy & Bottone (1974), George (1974), Carey et al (1975)).
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Et teknisk korrekt udfert negativt symbioseforsog tages som udtryk for, at
bakterien ikke har noget V-krav. Men her ber man altid tenke pa, at et nega-
tivt udfald fir man ogsi trods tilstedeveerende V-krav, hvis substratet inde-
holder for meget V-faktor.

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen seerlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Folgende arter af slegten Haemophilus giver ifelge Kilian (1976) positivt
udfald af symbioseforseget: H. influenzae, H. haemolyticus, H. parainfluenzae,
H. paraphrophilus, H. segnis, H. parasuis, H. pleuropneumoniae, H. paragal-
linarum og desuden ubenavnte Haemophilus spp svarende til Kilians taxon A,
B og C som ialt kun omfatter 13 stammer.

7. Diagnostisk vaerdi og sarlige anvendelsesomrader

Da alle kendte bakterier med V-faktorkrav herer til slaeegten Haemophilus,
men ikke alle arter af slagten har dette krav, er proven vaerdifuld som et
middel til at differentiere mellem arterne i sleegten og ved et positivt prove-
udfald som et kriterium for, at den pageldende stamme horer til slegten
Haemophilus.

Bade falsk positive og falsk negative preoveudfald kan forekomme, men
er sjeldne, uden at n@jagtige tal kan opgives.
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Kapitel 8
Porfyrinsynteseprever (Haemophilus)

Ved hjalp af porfyrinproven undersgger man i en direkte enzymtest, om en
bakteriesuspension ud fra §-aminolaevulinsyre (ALA) kan syntetisere porfy-
rin. Denne prove kan med fordel treede i stedet for et kontrolleret vakst-
forspg, der undersgger, om bakterierne kraever den sdkaldte X-faktor. Bide
manglende porfyrinsyntese i den direkte enzymtest og manglende veekst uden
tilsat X-faktor tages som udtryk for en syntesedefekt hos bakterierne, der
medforer, at de livsvigtige stoffer cytokromerne ikke kan dannes. (Nogle
biokemikere betegner cytokromerne som enzymer, andre gor det ikke).

1. Historisk indledning

I 1892 lykkedes det Pfeiffer at fa veekst af influenzabaciller ved at sztte blod
til substratet. Neermere undersogelser viste, at det var blodlegememe og ikke
serum, som var ngdvendigt, og at det var h&@moglobinet og ikke cellestroma,
som var den aktive bestanddel. Bakterierne kaldtes derfor hamoglobinofile.
Da Pfeiffer kunne vise, at h&moglobinets evne til reversibel binding af ilt var
uden betydning i denne sammenhang, ndede han den konklusion, at det var
hemoglobinets jernindhold, som gjorde det til en effektiv vakstfaktor (Pfeif-
fer 1893).

Grassberger (1897) bekraftede, at hemoglobin var det aktive stof i blod,
men viste samtidig, at vaeksten yderligere begunstigedes af et diffusibelt stof
fra andre bakteriekolonier pa pladen (om denne sikaldte symbiose, se kapitel
7). ,
Cantani (1901) forspgte uden held at bruge h@matin som substrattilset-
ning, men Ghon & Preyss (1903) viste, at heematin var meget effektivt, hvis
det brugtes sammen med det aktive stof fra andre bakterier, som Grassberger
havde pavist.

Tolkningen af disse og utallige andre tilsyneladende modstridende forseg
blev forst mulig, da det lykkedes at vise, at influenzabakterier krevede to af
hinanden uafh@ngige vekstfaktorer (Davis 1917; Fildes 1921; Thjotta &
Avery 1921a, b), dels X-faktoren, der tilte autoklavering og iser fandtes



78 Kulturelle og andre egenskaber

i heematin, men desuden i mindre mangde i dyre- og plantevav, dels V-fak-
toren, som ikke tilte autoklavering og fandtes i blodlegemer og andre friske
vaev fra dyr foruden i planter og de fleste bakterier.

Et vigtigt bidrag til forstdelse af X-faktorens funktion i cellestofskiftet
skyldes A. & M. Lwoff (1937). I begyndelsen af 1930’erne havde de beskeef-
tiget sig med protozoers n&ringskrav in vitro og bl.a. vist, at trypanozomer
krever haemin for at syntetisere enzymerne i deres respirationskade, og de
viste forpvrigt ogsi, at protoporfyrin kunne erstatte heemin. De kom derfor
pa den tanke, at influenzabakteriernes X-faktorkrav kunne have samme betyd-
ning. For at undersoge dette bestemte de forst den mindste meengde hemin,
som lige netop kunne fa influenzabakterier til at vokse, og derefter bestemte
de hos bakterier, som var dyrket p4 dette minimum, storrelsen af iltoptagelsen
i et Warburg-apparat og den forggelse i iltoptagelsen, som blev resultatet af
at tilsette sma ekstra mengder hemin. Da de fandt god parallellitet mellem
storrelsen af iltoptagelsen og de tilsatte heeminmaengder, drog de den slutning,
at heemin brugtes af bakterierne ved syntese af respirationsenzymer som cyto-
krom, catalase og peroxidase.

Cytokromerne var genopdaget af Keilin i 1925, og kort efter fremsatte
Warburg den formodning, at de indeholdt jernporfyriner (se Warburg 1932).
I begyndelsen af 1950’erne var man ndet til en delvis forstaelse af, hvordan
porfyrineme syntetiseres i den levende organisme. Ved disse undersogelser
benyttede man ogsd mikroorganismer som modeller (se fx. June Lascelles
1956), og dermed var det blevet nerliggende nermere at undersoge H. influen-
zae som en af de fi kendte organismer, der kreevede porfyrin som vekstfaktor.

I underspgelser, der i ovrigt havde et andet hovedformal, var det allerede
af Granick og Gilder vist, at protoporfyrin kunne erstatte jernporfyrin som
vaekstfaktor for H. influenzae (Granick & Gilder 1946; Gilder & Granick
1947).

Brumfitt (1959) viste i substitutionsforseg, at ingen af de andre forstadier
til porfyrin, dvs. d-aminolevulinsyre, porfobilinogen, uroporfyrin III eller
coproporfyrin III kunne erstatte X-faktoren, men bekrzftede, at jernfrit
protoporfyrin var virksomt, omend mindre effektivt end hsematin. White
& Granick bekraeftede i 1963 Brumfitt’s resultater, men opdagede, at deres
stamme af H. aegyptius ikke kunne udnytte protoporfyrin, men kravede
haemin — en iagttagelse der senere er bekraftet af Kilian et al. (1976) for to
andre stammer af H. aegyptius. White & Granick foretog desuden de forste
synteseforspg med Haemophilis-stammer og &-aminolevulinsyre som ud-
gangsmateriale. Forspgene viste, at haemin-uafhaengige stammer dannede
porfobilinogen og uro- og coproporfyrin, mens de haeminafhaengige stammer
ikke dannede disse intermediserprodukter.
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White foreslog derefter Biberstein at undersege ukendte Haemophilus-
stammers evne til at omdanne 8-aminolaevulinsyre i relation til deres vaekst-
krav. Biberstein et al. (1963) brugte Lascelles’ fremgangsmade med suspension
af kulturerne direkte i substratet og pavisning af dannede porfyriner ved
hjelp af fluorescens i ultraviolet lys. De undersogte 37 stammer af 6 forskellige
Haemophilus-arter og udferte samtidig vackstforsog til bestemmelse af NAD-
og heminkrav. Resultatet viste, at alle heemin-uafhaengige stammer dannede
porfyrin af §-aminolevulinsyre, og alle ikke-porfyrindannende stammer kree-
vede haehin i vaekstforseget.

Skont Biberstein et al. fremha&vede vanskelighederne i forbindelse med
vaekstforsegene, anbefalede de dog ikke i stedet for at bruge porfyrinpa-
visning i den bakteriologiske diagnostik. Det gjorde derimod Kilian (1974),
som ved at undersege over hundrede stammer med enkelte undtagelser kom
til samme resultat som Biberstein. Kilian fastlagde de nazrmere betingelser
for anvendelse af porfyrinpreven til praktisk brug ved differentiering af Hae-
mophilus-stammer og fremhavede dens hurtighed og gode reproducerbarhed
i modsatning til vaekstforspgene. Lund & Blazevic (1977) har bekraeftet Kilians
resultater og opfattelsen af porfyrinpreoven som en velegnet rutineprove.

Bade Biberstein et al. og Kilian undersegte muligheden for i samme system
at pavise porfobilinogen — det forste intermedierprodukt efter d-aminolae-
vulinsyre — ved hjeelp af Ehrlich’s eller Kovacs’ reagens, der paviser et mole-
kyle med een pyrrolring. Det kan lade sig gore, men Lund & Blazevic’s erfa-
ringer gik ud p4, at en sddan preve var for upraktisk til rutinebrug i de tilfzelde,
hvor der i kulturen dannes indol, som i nogle tilfazlde matte ekstraheres sar-
skilt for at det kunne afgeores, om reaktionen skyldtes indol eller porfobili-
nogen. I diagnoseafdelingen har vi gjort samme erfaring.

Selv om h&min og NAD som vakstfaktorer kun kraeves i sma maengder, har
det vist sig, at den nodvendige meengde varierer ret betydeligt. Det er bl.a.
vist, at H. influenzae og H. parainfluenzae kreever forskellig mangde NAD
for at give optimal kolonisterrelse, hvilket kan udnyttes diagnostisk (Evans
et al. 1974), og det er vist, at H. ducreyi kreever betydelig sterre hemin-
meengder end andre Haemophilus-arter, hvilket maske delvis forklarer de
vanskeligheder, der altid har vaeret ved dyrkning af denne bakterie (Hammond
et al. 1978).

2. Biokemisk baggrund

I hovedtrekkene er det kendt, hvordan porfyrinringen syntetiseres, og man
ved, at det sker pd samme made i dyr, planter og mikroorganismer (White
& Granick 1963), men det ma tilfejes, at flere detaljer stadig er uopklarede
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(se fx. Jacobs et al. 1969, 1970, 1971, 1972; Russell 1974; Frydman et al.
1975). :
Folgende skema viser stadierne i syntesen. I parentes er anfort de alminde-
ligt anvendte forkortelser for intermedisrprodukterne, og ud for pilene be-

skrives elementzrt, hvad der sker:

Ravsyre + glycin

l kondensering til 1 linezert molekyle
d-aminolaevulinsyre (ALA)

l 2 linezre molekyler kondenseres til 1 pyrrolring

Porfobilinogen (PBG)
(en enkelt pyrrolring)

l 4 pyrrolringe kondenseres til 1 tetrapyrrolring

Uroporfyrinogen III (URO)
(kompleks af 4 pyrrolringe)

l 4 acetat-sidekader decarboxyleres
Coproporfyrinogen III (COPRO)

l 2 propionsyre-sidekader decarboxyleres oxidativt
Protoporfyrin IX (PROTO) + Fe*

L 1 jernatom inkorporeres ved hjelp af ferrochelatase
Hem

Uroporfyrinogen og coproporfyrinogen vil in vitro hurtigt autooxideres til
uroporfyrin og coproporfyrin.

Det ferdige enzym dannes ved, at heem og det specifikke protein bindes
sammen; i cytokrom c for eksempel sker det ved to bindinger fra jernatomet
og to bindinger fra porfyrinets vinyl-sidekader til bestemte aminosyrer i
peptidkeden (om cytokromers funktion, se kapitel 14).

Hemoglobin bestar af hem koblet til proteinet globin og kan let spaltes
i disse to komponenter. I hem er jernet i divalent form, og haem er altsd
ferroprotoporfyrin. Ferriprotoporfyrin kaldes hemin. 1 fri form er hem
ustabilt og iltes hurtigt til heemin, der som regel forekommer som et klorid-
salt og nemt kan opnas i krystallinsk form. Hematin er ferriprotoporfyrin-
hydroxyd, som fremstilles af h&min ved oplesning i overskud af alkali og pa-
folgende udfeeldning ved tilbagetitrering med syre.
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Alle porfyriner indeholder tetrapyrrolkomplekset og er derfor farvede
forbindelser med evne til at fluorescere i ultraviolet lys. Pavisning af fluore-
scens oplyser ikke noget om, hvilke af de mulige porfyrinforbindelser der er
til stede, men ved en kombination af forskellige oplesningsprocedurer og
papirkromatografi kan de adskilles og de1v1s identificeres ved sammenligning
med kendte forbindelser.

White & Granick (1963) og Biberstein et al. (1963) er de eneste, som i forsag
med Haemophilus og ALA har prgvet at bestemme intermedizrprodukterne
pracist, og deres resultater er ikke kvantitative. De péviste porfobilinogen
og et dipyrrol-lignende produkt, der mentes at vare et artefakt af dette,
og desuden uroporfyrin, coproporfyrin og porfyrinogener med forskelligt
antal frie carboxylgrupper. Protoporfyrin blev ikke med sikkerhed pavist.
Resultaterne sandsynligger i hej grad, at de heemin-uafhengige Haemophilus
syntetiserer h&m pa stort set samme made som andre bakterier og hgjere
organismer. Med de haemin-afhangige stammer kunne ingen af de navnte
intermediserprodukter pavises, og dette i forbindelse med substitueringsfor-
sogene synes at vise, at der hos disse stammer er tale om en syntesedefekt om-
fattende 4-5 enzymer i reekke.

Da alle porfyriner fluorescerer, vil i Kilians porfyrinpreve allerede den for-
ste tetrapyrrolforbindelse i reekken, dvs. uroporfyrin, give en positiv reaktion,
og man kan s& ikke afgere, om desuden senere trin i syntesen har fundet
sted. I et vakstforspg er det tilstedeverelsen af det ferdige cytokrom, der
afger, om proven vurderes som positiv eller negativ. Der kan altsi teoretisk
veere syntesedefekter liggende pa vejen mellem URO og det faerdige enzym,
som vil afslgres ved vakstforspget, men ikke ved porfyrinpraven. De hidti-
dige erfaringer, omfattende mange hundrede stammer, viser dog, at der i
praksis er god overensstemmelse mellem de to prever. De uoverensstemmel-
ser, der er fundet (Kilian 1974; Lund & Blazevic 1977), gar i begge retnin-
ger, men er i gvrigt ikke n®rmere undersegt; man er tilbgjelig til at give de
darligt reproducerbare veekstforspg skylden for dem.

3. Valg af metode

Valget star mellem Kilians porfyrinprove og et vakstforsog med kontrol
over mangden af haemin og NAD i medierne. Alle er enige om at papege van-
skeligheden ved at udfere tilfredsstillende vakstforsog af denne art, selv om
brugen af discs med h&min og NAD vel kan siges at have gjort opgaven lettere,
men heller ikke sidanne plader fungerer altid (Kilian 1976). Evans & Smith
(1972) kom til det resultat, at pad grund af disse vanskeligheder blev over
30% af H. influenzae-stammer fejlidentificeret som H. parainfluenzae. Da
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porfyrinpraven pa den anden side er simpel, hurtig og ifplge Kilian har en
god reproducerbarhed, kan der ikke veere tvivl om, at den bor foretraekkes.
Den tidligere anfarte teoretiske indvending mod preven, at en positiv reak-
tion ma kunne forekomme hos stammer med ha&minkrav, synes i praksis
at vare betydningsles.

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning
Kilians porfyrinprove (Kilian 1974)

Enzymsubstratet
S-aminolzvulinsyreklorid (ALA) 2 mM (33,5 mg)
MgS0,,7H,0 0,8mM (19,7 mg) *

oplost i 0,1 M fosfatbuffer (Serensen) med pH 6,9

Aftappes i maengder pa 0,5 ml i Widalglas (70 x 10/11 mm). Som kontrol
et tilsvarende glas uden tilsat ALA.

Til fluorescenspdvisningen anvendes en Woods lampe, fx. en Philips HPW,
125 W med maximum-emmission ved 360 nm.

Udforelse: Stammen, der skal undersoges, dyrkes pa et substrat, fx. cho-
koladeagarplade, som giver god vekst pd 24 timer. &ldre kulturer ber ikke
anvendes (Lund & Blazevic 1977). Kulturen hgstes og opslemmes i enzym-
substratet og kontrolglasset til en tet suspension. Kilian anbefaler en gsken-
fuld pr. glas, men tattere suspension giver hurtigere positive prover. Glassene
henstilles ved 35°C.

Aflesning: Med tilstreekkelig tette suspensioner kan aflesningen foretages
efter 4 timer; fortsat inkubering efter dette tidspunkt og senere afleesning
narsomhelst er mulig. Aflesningen skal foregd i et merkt rum eller i en mork
kasse. Lampen tzndes og holdes i en afstand af 10-20 cm fra glassene. Positive
glas udsender en redlig fluorescens, som sammenholdt med farveni et kontrol-
glas ikke er vanskelig at erkende, men den uevede ber altid bruge kontrol-
glas.

Fortolkning: Glas, der fluorescerer, er positive, glas uden fluorescens er
negative. En positiv reaktion betyder, at den ukendte stamme kan syntetisere
porfyrin af ALA og derfor sandsynligvis ogsd kan danne cytokrom; den har
altsa intet vaekstkrav. (Leg maerke til at i diagnostiske tabeller har der ud for
H. influenzae’s vekstfaktorkrav tidligere stiet et +, hvor der nu ud for por-
fyrinpreven vil komme til at std et -).
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5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen szrlige ud over de saedvanlige ved omgang med tette bakteriesuspen-
sioner. Man bar huske, at ultraviolet lys kan fremkalde irritation af gjnene
ved for lang tids udsattelse.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med negativ reaktion, dvs. bakterier
som har X-faktorkrav

S4 vidt vides, er slegten Haemophilus den eneste gruppe bakterier, hvor denne
syntesedefekt forekommer. Kilian (disputats 1976) anforer folgende Hae-
mophilus-arter, som giver negativ porfyrinprove: H. influenzae, alle biotyper;
H. haemolyticus; H. haemoglobinophilus og H. ducreyi.

7. Diagnostisk vaerdi og seerlige anvendelsesomrader

Da en negativ porfyrinprove si vidt vides kun forekommer hos visse arter
af slegten Haemophilus, kan proven anvendes til umiddelbar erkendelse af
X-faktorkreevende Haemophilus, og det vil i de fleste tilfeelde betyde H. in-
fluenzae. 1 ovrigt er resultatet af porfyrinpreven det primare taxonomiske
inddelingsgrundlag i sleegten Haemophilus (se Tabel 4 i Kilians disputats).
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Kapitel 9
Koagulaseprever (stafylokokker)

Prover, der undersoger stafylokokkers evne til at koagulere stabiliseret plasma,
og prover, der paviser plasmas evne til at fremkalde sammenklumpning i sus-
pensioner af stafylokokker. Med ferstnavnte slags prover pavises bakterie-
produktet koagulase og med sidstnevnte et bakterieprodukt, der kaldes
»clumping factor”. De to produkter er af forskellig natur, men meget ofte
er de begge samtidigt til stede. Begge slags prever anvendes til identifikation
af Staphylococcus aureus.

1. Historisk indledning

Opdagelsen af stafylokokkoagulase tilskrives almindeligvis Much fra Hamborg
i et arbejde fra 1908, men faktisk var Leo Loeb i Canada den forste, som paviste
reaktionen. Under arbejde med koagulationsproblemer fik Loeb den ide,
at han ville underspge fibrinudfzldningernes betydning ved lokale inflamma-
tioner, og begyndte med at undersege, hvordan forskellige bakterier virkede pa
plasma (Loeb 1903/04). Herunder opdagede han, at Staphylococcus aureus
fremkaldte en kraftig koagulation af giseplasma, mens en raekke andre bak-
terier, iseer Enterobacteriaceae, enten virkede svagt eller slet ikke. Much,
der tilsyneladende ikke kendte Loeb’s iagttagelse, var interesseret i serum-
bactericidi og opdagede under sit arbejde, at S. aureus koagulerede citratplasma
fra mennesker og heste, mens en rekke andre bakterier, deriblandt andre slags
stafylokokker, ikke fremkaldte koagulation. Han observerede ogsa, at tilset-
ning af S. aureus til en oplosning af fibrinogen ikke fremkaldte koagulation,
men medferte en sammenklumpning af bakterierne. Much havde altsd uden
at gore sig det klart pavist bade koagulase og ’clumping factor”. Han mente,
at koagulationen fremkaldtes af en serlig stafylokoktrombokinase, som han
gav navnet stafylokinase.

Forst fra midten af 1920%re synes Much’s iagttagelser at vare blevet
udnyttet praktisk. Det skyldtes iser Dardnyi fra Budapest (1926). Han an-
vendte citratblod fra kaniner uden at fijerne blodlegemerne og opslemmede
i 0,5-1,0 ml citratblod en gsefuld agarkultur og inkuberede 3-6 timer.
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Dardnyi’s fortjeneste er, at han pd et storre materiale viste, at de stafylo-
kokker der gav en positiv koagulaseprgve stammede fra purulente proces-
ser, mens de koagulase-negative stafylokokker stammede fra menneskets hud
og omgivelserne. Underspgelser fra de folgende ar (Gross 1927, Kemkes 1928;
Dardnyi 1935) bekreftede i det store og hele Dardnyi’s iagttagelser, og efter-
handen blev koagulaseprovens verdi som et middel til at skelne mellem pato-
gene og apatogene stafylokokker etableret.

De navnte underspgelser var alle udfert som en koagulationsprove i et rea-
gensglas (tube-test), men i 1934 genoptog Luise Birch-Hirschfeld den agglu-
tinationsprove pa objektglas (slide-test), som Much ogsd havde anvendti 1908.
Hun anvendte plasma fra forskellige dyr stabiliseret pa forskellig méide og
fandt, at tube-test og slide-test i naesten alle tilfzlde gav samme resultat,
selv om hun ipvrigt mente, at der var tale om to uafhangige reaktioner.

Cadness-Graves et al. (1943) bekraftede Birch-Hirschfeld’s resultater og
indforte betegnelsen “clumping factor” for det stof, som fremkaldte en positiv
slide~test, altsd agglutination. Forholdet mellem tube-test og slide-test har
ogsd varet underspgt af Elek (1959) og Munch-Petersen (1961), og det
fremgar, at trods vidtgiende overensstemmelse findes der en del stammer,
som kun er positive i den ene eller den anden af de to slags prover. Duthie
(1954a, b) undersogte mere indgiende de to slags reaktioner og kunne vise,
at det stof som udleste koagulationen var forskelligt fra det, som fremkaldte
agglutinationen. Han foreslog at kalde det forste stof fri koagulase og det
andet bundet koagulase, fordi det ikke fandtes frit i kulturerne men bundet
til bakteriernes overflade. Andre mener, at betegnelsen bunden koagulase er
vildledende og foretraekker betegnelsen clumping factor”.

Som n&vnt havde Loeb iagttaget, at visse gramnegative stave kunne frem-
kalde en plasmakoagulation, og ogsi senere underspgere har gjort samme
iagttagelse. Forklaringen herpé blev fundet i 1948 af Harper & Conway og be-
krzeftet af Mushin & Kerr i 1954. Det som sker i et sadant tilfeelde er, at
bakterierne udnytter det tilsatte citrat som kulstof- og energikilde, og nér
citratet, der virker som antikoagulans ved at binde calciumjoner, gradvis for-
svinder, indtraeder der af sig selv en fysiologisk plasmakoagulation.

Siden Smith & Hale (1944) gjorde opmerksom pi analogien mellem den
koagulase-inducerede plasmakoagulation og den fysiologiske blodkoagulation
har man fra biokemisk side udfert et stort antal undersegelser for naermere
at preecisere lighedspunkter og forskelligheder (se herom i naeste afsnit).

Ifelge en oversigt fra 1958 (cit. af Tager & Drummond 1965) fandtes der pa
det tidspunkt mindst 45 forskellige metoder til pavisning af koagulase. Blandt
nyere modifikationer kan naevnes plademetoder, hvor de enkelte koloniers
koagulasedannelse kan iagttages umiddelbart (se Elek 1959; Munch-Petersen
1961; Abramson 1972; Parisi et al. 1973).
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2. Biokemisk baggrund

Skent man siden 1948 har haft hgjt rensede, men dog ikke helt rene koagulase-
praeparationer fra stafylokokker, er det endnu ikke definitivt afklaret, om
koagulasen som sidan skal betragtes som et enzym eller et aktivt molekyle
af anden natur. Det er i hvert fald et protein, men der er usikkerhed angiende
molekylestorrelsen, som angives at ligge mellem 5000 og 44.000, hvilket mulig-
vis betyder, at molekylet under rensningsproceduren delvis nedbrydes i mindre
komponenter (Tager & Drummond 1965; Tager 1974).

I 1954 viste Sherry & Troll som noget feelles for stoffer som trombin,
trypsin og slangegift, der alle kan udlese den fysiologiske koagulationsproces,
at de var i stand til at spalte en metylester af tosylarginin (Hartley 1960).

Det blev derefter vist, at koagulase alene manglede denne hydrolyserende
evne, men at efter tilsetning af en plasmafaktor, kaldet CRF (coagulase react-
ing factor) fandt denne specielle spaltning sted ligesom med de andre igang-
settere af koagulationsprocessen. Det blev taget som udtryk for, at koagulase-
CRF-komplekset fungerer ligesom trombin, og at den koagulase-inducerede
plasmakoagulation har vesentlige lighedspunkter med de sidste stadier af den
fysiologiske blodkoagulation. Man opstillede folgende model for processen:

Koagulase + CRF — koagulase~-CRF-komplekset D
Koagulase-CRF-komplekset + fibrinogen - fibrin 2)

Koagulase-CRF-komplekset betegnes i senere arbejder som koagulase-trombin
for pa samme tid at antyde dets funktion som trombin og dets forskellighed
fra bio-trombin, det trombin som fungerer ved den fysiologiske blodkoagu-
lation. Denne model godtages ikke af alle; bl.a. havdes det af nogle forskere,
at den indledende reaktion sker direkte mellem koagulase og fibrinogen.

Et vesentligt argument for ligheden mellem den koagulase-inducerede
koagulation og den fysiologiske koagulation er pévisningen af, at blodets
protrombin fungerer som CRF. Problemet er blot, at andre stoffer i blodet,
som mangler protrombinaktivitet, ogsd kan fungere som CRF (Abramson 1972;
Tager 1974; Zajdel et al. 1976).

Foruden lighedspunkterne mellem de to koagulationsprocesser er der grund
til at fremhave, at koagulasekoagulationen er noget serligt ved ikke at kreve
tilseetning af calciumjoner og ved at foregd i narver af antikoagulantia som
citrat, oxalat, heparin og hirudin (Tager & Drummond 1970). Det vides ogsa,
at der ved koagulasekoagulation ikke sker nogen aktivering af den sikaldte
faktor XIII, hvis funktion er at stabilisere fibrinet, hvilket medferer, at koagu-
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lasekoaglet ikke bliver s& fast som et normalt blodkoagel. Man kan altsa sige,
at trods vesentlige lighedspunkter er de to processer ikke i alle detailler
identiske, og at en fuldstzendig biokemisk forstaelse af stafylokokkoagulasens
virkningsmekanisme stadig mangler.

Stafylokokkoagulase forekommer som et ekstracellulert produkt i kultu-
rerne. Det dannes bade under lag-fase og i logaritmisk veekstfase, og maengden
er som regel storre, hvis kulturen indeholder serum eller albumin. Hvad der
er baggrunden for denne stimulation” vides ikke. I nogle kulturer dannes et
enzym, sandsynligvis en protease, som edeleegger koagulasen, og det har vaeret
formodet, at albumin beskyttede koagulasen mod proteasens virkning, men
forspg taler imod denne forklaring. Ved immunologiske forseg er det vist,
at der er fire antigent forskellige koagulaser (Duthie 1952, 1954 a, b).

Den ekstracellulere eller fri koagulase er efter de flestes opfattelse forskel-
lig fra den sikaldte “clumping factor”, hvorfor betegnelsen bundet koagulase
for sidstnavnte er uheldig og ber undgas. Den afgorende forskel er, at ”clump-
ing factor” findes bundet til cellevaeggen og reagerer direkte med fibrinogen
uden medvirken af en plasmafaktor. Resultatet af reaktionen er, at fibrinogenet
bindes til bakteriernes overflade, og at der derefter kan foregd en sammen-
klumpning af cellerne. Ogsd serologisk er “clumping factor” forskellig fra
koagulaserne. Man har fremstillet clumping factor” ved at ekstrahere vaskede,
frysetorrede bakterier med myresyre og fzlde med acetone og herefter kon-
centrere det ved adsorption til cellulosefosfat efterfulgt af eluering med salt-
syre. Produktet er et steerkt basisk protein med isoelektrisk punkt ved 10,2-10,7,
men en n@rmere karakterisering af proteinet mangler (Briickler et al. 1974).

3. Valg af metode

Det er en afgerende betingelse for at kunne udfere palidelige koagulaseprover
at rdde over egnet plasma. Fire krav bor plasmaet teoretisk opfylde (Tager
& Drummond 1965):

1) et tilstreekkeligt indhold af CRF,

2) et tilstraekkeligt indhold af fibrinogen;
3) lav fibrinolytisk evne, og
4) kun sma meengder inhibitorer.

Orth et al. (1971) har vist, at plasma fra homo, kanin og svin har sterre indhold
af CRF end hesteplasma, og at mangden i de forstnevnte slags plasma gor
dem egnede til brug i koagulaseprever. Individuel mangel p4 CRF kan fore-
komme pé grund af den genetisk bestemte konstitution (Smith & Hale 1944).
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Orth et al. viste ogsd, at den fibrinolytiske aktivitet var mindst i svineplasma
og humant plasma. Med hensyn til inhibitorer fandt Tager & Hales (1948),
at 20% af humane plasmaprgver gav heemning, men om det skyldtes specifikke
antistoffer eller uspecifikke heemmestoffer blev ikke afgjort.

I praksis vil valg af plasma tildels vere bestemt af, hvor nemt man kan
skaffe sig en bestemt slags blod. Hvis hver ny batch af plasma kontrolleres
for egnethed med udvalgte positive og negative stammer, skulle man veare
pa den sikre side, men man ber i denne forbindelse ikke glemme, at forskel-
lige phaggrupper har antigent forskellige koagulaser, dvs. at de positive kontrol-
stammer skal repraesentere alle de hyppigt forekommende phaggrupper. Da
man pa Seruminstituttet har nem adgang til hesteblod, og da Martin Kristen-
sen i 1930’erne viste, at det var bedre egnet end humant blod, har hestecitrat-
plasma siden vaeret anvendt.

Standardmetoden i diagnoseafdelingen er reagensglasproven med pévisning
af koageldannelse. @nsker man i szerlige tilfeelde et resultat omgiende, kan man
udfere en “’clumping test” p4 objektglas, men resultatet ber — i hvert fald ved
negativt udfald — bekraeftes med standardmetoden.

4. Teknisk udferelse, afleesning og fortolkning

A. Koagulaseprave i reagensglas

Substrat: Hestecitratplasma fremstilles ved at tappe 90 ml hesteblod i 10 ml
af en 10% oplesning af natriumcitrat i destilleret vand. Blandingen henstar
2 dogn i koleskab, hvorefter plasma skilles fra og aftappes i 1 ml portioner
i hgje, tynde glas (155 x 10/11 mm) (man kan ifelge litteraturen uden skade
fortynde plasma vasentligt). Kontrollen af plasma foregir i stafylokoklabo-
ratoriet i afdelingen for hospitalsinfektioner. Glassene kan i hvert fald holde
sig i flere uger ved 4°C.

Udforelse: Glassene tilsds med en hel koloni fra en degngammel plade-
kultur eller med 0,5 ml fra en flydende kultur, fx. ogsé direkte fra et af blod-
dykningsmedierne. Til korrekt udforelse ber der medtages et utilsdet kontrol-
glas, et kontrolglas tilsiet med en koagulase-positiv stamme og et kontrol-
glas tilsiet med en koagulase-negativ stamme. Glassene inkuberes ved 35°C.

Afleesning: Glassene aflaeses efter 4 og 24 timer med henblik pa dannelse
af et koagel ved at man vipper dem forsigtigt og iagttager, om plasmaet er
flydende eller stivnet. Glasset ma ikke rystes, da man derved kan odelegge
en begyndende koageldannelse. Hvis koaglet bliver siddende i bunden nar
glasset vendes pd hovedet, er det en oplagt positiv reaktion, og efter nogles
opfattelse skal kun s udtalte reaktioner regnes som positive (Sperber & Tatini
1975). Det almindeligste er dog, at ethvert tydeligt tegn pa koageldannelse,



90 Kulturelle og andre egenskaber

selv om den ikke omfatter hele plasmamangden, regnes for en positiv reak-
tion. Af hensyn til den mulighed, at bakterierne kan aktivere det i plasma
forekommende plasminogen til plasmin, som kan oplgse et allerede dannet
koagel (Orth et al. 1971; Zajdel et al. 1976), har det veeret anbefalet at fore-
tage aflesningen efter 1, 2, 4, 8 og 24 timers inkubering (Subcommittee
on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci 1965).

Fortolkning: Med en renkultur af stafylokokker er en positiv reaktion pr.
definition udtryk for, at stammen er en Staphylococcus aureus. Man kan
ikke slutte omvendt, at S. aureus er udelukket fordi reaktionen er negativ,
da der findes et mindre antal koagulase-negative S. aureus. Man kan fa en falsk
positiv reaktion, hvis der som forurening findes en gramnegativ stav som kan
udnytte det tilsatte citrat. Det vil navnlig kunne blive aktuelt, hvis reaktionen
udfeores direkte fra et bloddyrkningsglas eller anden flydende kultur uden
forudgaende rendyrkning. Er preven udfert under disse betingelser, mé en mi-
kroskopisk renhedskontrol af glasset derfor anbefales.

B. Objektglasprave for clumping factor”

Reagens: Humant citratplasma, som fremstilles ved at blande 4,5 ml frisk-
tappet blod med 0,5 ml af en 3,13% oplesning af natriumcitrat i destilleret
vand. Ved -20°C er reagenset holdbart i laengere tid, ved +4°C kun i fa dage.

Udforelse: Fra en pladekultur fremstilles en tat suspension af stafylokokker
i en dribe destilleret vand pa et objektglas. Ttheden skal vere ca. 10! bak-
terier pr. ml. Til bakteriesuspensionen tilsettes en dribe ufortyndet citrat-
plasma. (Man kan ogsd bruge en 1% fibrinogenoplesning som reagens (Briick-
ler et al. 1974)). Suspension og reagens blandes omhyggeligt i 5 sekunder.

Aflesning: Hvis der indtreeder en makroskopisk synlig sammenklumpning
af bakterierne, er proven positiv; hvis suspensionen forbliver homogen, er den
negativ. Sammenklumpningen skal finde sted ilpbet af 10-15 sekunder, og det
er en fejl at betragte en senere indtreedende klumpning som en svagt positiv
reaktion.

Fortolkning: Falsk positive reaktioner kan forekomme p4 grund af spontan
autoagglutination. Det sikrer man sig imod ved parallelt at observere en drébe
af bakteriesuspensionen, som i stedet for reagens har faet tilsat en dribe vand.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Risikoen ved at arbejde med taette suspensioner af S. aureus i det hele taget
og specielt ved at manipulere store draber pa et objektglas mé ikke under-
vurderes. Der er mulighed bide for aerosoldannelse og direkte kontamination
af haendeme.
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6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Kun S. aureus er positiv, men koagulase-negative S. aureus forekommer und-
tagelsesvis (Korman 1963; se ogsd Bergey’s Manual, 8. udg. 1974, p. 486).

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

Forudsat at man anvender et kontrolleret, velegnet plasma har koagulase-
preven god reproducerbarhed. Proven anvendes udelukkende til differentie-
ring inden for slegten Staphylococcus, hvor den betragtes som den afggrende
egenskab til identifikation af S. aureus.
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Kapitel 10
Galdeopleselighedsprover

Prover der paviser oplesning (lyse) af bakterieceller induceret af galde eller
galdesure salte.

1. Historisk indledning

Under arbejdet med at bekeempe kvaegpest (Rinderpest) i Sydafrika i 1896-97
observerede Koch, at hvis man injicerede galde fra kvaeg, der var ded af kvag-
pest, subkutant pa raske dyr, s fik de kun ganske lette tilfeelde af sygdommen
og var derefter beskyttet i leengere tid mod letalt forlobende kvaegpest (Koch
1896-97). Neufeld (1900), der var elev af Koch, undersogte, om lignende
forhold gjorde sig geldende ved andre septiske infektioner, og observerede
herunder, at galde fra normale dyr havde en specifik oplesende virkning pa
pneumokokker, mens en razkke andre bakteriearter, heriblandt streptokokker,
ikke oplestes, men tvertimod voksede i galde. Ved tils®etning af 0,1 ml ka-
ningalde til 1-2 ml bouillonkultur af pneumokokker blev disse oplgst og
drebt inden for et tidsrum, der 14 mellem 3-4 minutter og 15 minutter. Neu-
feld fandt endvidere, at galdens lytiske effekt varierede betydeligt, og at galden
talte 3 times kogning uden at miste evnen til at oplese pneumokokkerne.
Lysen kunne forega ved temperaturer fra 1-2°C op til 38°C, men nar pneu-
mokokkerne forst var drebt ved opvarmning, kunne de ikke opleses af galde.
Han viste, at udfeldede glykol- og taurokolsure galdesalte havde samme
virkning som ukoblede galdesalte. Nicolle & Adil-Bey (1907) synes allerede i
1900-01 at have bekraftet de vaesentligste af Neufeld’s observationer.

I 1907 bekraftede Levy fra Berlin, at rent galdesurt salt (2,5% Na—tauro-
cholat) havde samme lytiske effekt som galde, og beskrev en metode til under-
sogelse for bakteriers opleselighed i galdesurt salt. Han fandt, at denne metode
ved siden af patogenitetsforsgg pd dyr var den bedste af de foreliggende tests
til at skelne mellem pneumokokker og streptokokker og anbefalede den som en
palidelig prove (i dag regnes pneumokokker til genus Streptococcus, men tid-
ligere blev disse to grupper henfert til hver sin genus).
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Provens anvendelighed blev hurtigt bekreftet af bla. Schultze (1907),
Mandelbaum (1907) og Aschner (1917). Mair (1917) fandt, at deoxycholat
virkede endnu bedre end taurocholat, og viste desuden, at ved starkt sur
reaktion i kulturerne pa grund af glukoseforgeering skete der en udfzldning
af galdesaltet, som forstyrrede afleesningen; han foreslog derfor at bruge Na-
deoxycholat i stedet for galde. Kozlowski (1925) viste, at oksegalde indeholdt
seber (estere) af hojere umattede fedtsyrer (Na-oleat, -linoleat og -linolenat),
som var 100 gange mere effektive end galdesure salte til at lysere pneumokok-
ker, men disse forbindelser er ikke senere blevet anvendt. Downie et al. (1931)
undersogte 20 forskellige galdesaltes lytiske virkning og fandt, at deres aktivi-
tet syntes at vere afhengig af antal og position af OH-grupper. Han mente,
at deres lytiske effekt ikke udelukkende kunne forklares ud fra deres virkning
pa overfladespendingen. Klein (1935) foreslog at anvende saponin i stedet
for galde; her er der dog formentlig tale om en helt anden proces, da der kreeves
tilsetning af cholesterol.

Ikke alle de nawvnte forfattere fandt galdeoploselighedstesten pélidelig
til at skelne mellem pneumokokker og streptokokker, hvilket ifplge Kelly
& Gussin (1924) formentlig skyldtes forskelle i testens udferelse (frisk galde,
opvarmet galde, forskellige galdesalte, forskellige fortyndinger, forskellige
vakstmedier etc.). Selv fandt Kelly & Gussin, at naturlig uopvarmet oksegalde
gav de bedste resultater. En anden grund til usikkerhed angdende testens
palidelighed i begyndelsen af arhundredet var, at type III pneumokokker fejl-
agtigt klassificeredes som streptokokker under navnet Streptococcus mucosus,
mens de i galdetesten naturligvis opforte sig som de pneumokokker de var
(Neufeld & Schnitzer 1928).

I 1925 fandt Reiman, at R-pneumokokker (R = Rough = kapsellpse) var
mere resistente over for galdens lytiske effekt end S-pneumokokker (S =
Smooth = med kapsel). Denne observation blev siden udbygget af Downie
et al. (1931) og iser af Erna Lund (1959), som fandt, at 50 undersogte S-
pneumokokker var galdeopleselige, mens 3 af 15 R-pneumokokker var uop-
loselige ligesom 80 streptokokker. Lund (1959) viste ogsa, at hvis hun gjorde
S-pneumokokker kapsellose (R-variant) ved gentagne passager i homologt
antiserum, si blev de uoplgselige i galde efter forste passage, men hun fandt
i pvrigt, at efter yderligere passager i homologt antiserum blev alle R~varian-
terne igen folsomme for galde.

Det havde lznge veret kendt, at pneumokokker havde en udpraget tendens
til autolyse, og Lord & Nye (1922a, b) foreslog, at dette kunne skyldes et
endocellulert enzym, og at galdens lytiske effekt forarsagedes af, at galden
aktiverede dette autolytiske enzym. Dette synspunkt stottedes af Atkin (1926),
mens Avery & Cullen (1920a, b) og Goebel & Avery (1929), som i studiet af
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pneumokokenzymer benyttede galde til at oplgse pneumokokker ved kgle-
skabstemperatur, fremlagde resultater, der tydede pé, at galdens lytiske effekt
var uafhengig af pneumokokkernes enzymaktivitet. Dubos (1937) viste — i
delvis modsatning til den herskende opfattelse — at pneumokkker, der be-
handledes s& forsigtigt med smi koncentrationer af jod eller med organiske
syrer ved surt pH, at de ikke laengere var formeringsdygtige, dog stadigvak
var oploselige i galde og stadigvek undergik autolyse efter drabet. Dubos
tolkede disse resultater siledes at galdeeffekten kun involverede ét eller nogle
fa af de enzymer, der deltager i autolyseprocessen. Dette stattes af nyere
undersogelser (Mosser & Tomasz 1970; Holtje & Tomasz 1975; se Biokemisk
baggrund).

Hawn & Beebe (1965) udarbejdede en tidsbesparende direkte plademetode,
hvor enkeltkolonier dekkes med en @sefuld 2% Na-deoxycholat, og denne
metode viste fuld overensstemmelse med den konventionelle reagensglas-
metode. En lignende fremgangsméide anvendtes af Drew (1977) til primeer
screeningsmetode.

2. Biokemisk baggrund

Galdesyrer er steroider, som syntetiseres fra cholesterol, og de omfatter bl.a.
cholsyre (3,7,12-trihydroxycholansyrs), chenodeoxycholsyre (3,7-dihydroxy-
cholansyre), deoxycholsyre (3,12-dihydroxycholansyre) og lithocolsyre
(3-hydroxycholansyre). De findes som salte i galden konjugeret til glycin og
taurin ved hjzlp af amidbindinger, kaldet glycocholsyre og taurocholsyre.
De rene galdesyrer er tungt opleselige i vand og let opleselige i alkohol, hvori-
mod alkalisaltene er let opleselige i vand og nedsatter vandets overfladespan-
ding, dvs. virker som detergens med sterkt emulgerende egenskaber over for
lipider. Galdesaltene er galdens vigtigste bestanddel med den fysiologiske op-
gave at fremme fordejelse og absorption af fedtstoffer fra tarmen. Forholdet
mellem taurocholsyre og glycocholsyre i galden varierer fra dyreart til dyreart.

Galdesalte er som anfert detergenser, og andre detergenser, fx. saponiner
og sber af hgjere umettede fedtsyrer, forarsager ogsa lyse af pneumokokker,
men kun under srlige omstendigheder. Der er en sammenhang mellem den
kemiske struktur af galdesaltene og deres evne til at inducere lyse af pneu-
mokokker, idet aktivitet forudseetter tilstedevarelse af mindst én hydroxyl-
gruppe, og den stiger ved tilstedevarelse af to hydroxylgrupper pé kulstof-
atom 3 og 12 (Downie et al. 1931).

Mekanismeme, der ligger bag lysen af pneumokokker i nerveer af galde-
salte, er ikke fuldt opklarede, idet tolkningen af galdesaltes lytiske effekt van-
skeliggores ved, at pneumokokker har en udpraget tendens til autolyse.
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Meget tyder dog pa, at galdesaltenes virkning skyldes, at de pavirker den
naturlige autolytiske proces. Autolysen tilskrives et kompleks af intracellu-
leere enzymer, under eet kaldet autolysin. Der indgir i komplekset bl.a. en
amidase = N-acetylmuramyl-L-alanindase = mucopeptid amidohydrolase,
som spalter amidbindingen mellem alanin og muraminsyre i peptidoglycan
(Mosser & Tomasz 1970). Nye undersogelser (Holtje & Tomasz 1975) tyder
pa, at autolysins aktivering og aktivitet heemmes i bakteriecellen af lipoteicho-
insyre, og at deoxycholat ophaver den hzmning, som lipoteichoinsyre har
pa pneumokokautolysin. Det er foresldet, at mekanismen kunne vare, at
deoxycholat og andre detergentia specifikt spalter et autolysin-lipoteichoin-
syre-kompleks.

Galdeoploselighedsproven foregar bedst og er lettest afleselig ved pH 6,8-7,6,
hvorfor pneumokokkerne teoretisk set ikke ber dyrkes i tilstedeverelse af
forgaerbart kulhydrat. Dette sidste betyder dog neppe ret meget i praksis
ifolge Kelly & Gussin (1924), da pH ikke kommer under 5-5,5 ved veekst
af pneumokokker i et glukoseglas, og ved dette pH kan galdetesten godt gennem-
fores. Reaktionen foregir bedst ved 37°C og med unge, levende kulturer,
da dede celler ikke lyserer. Reaktionen kan dog foregi ved lavere tempera-
turer. Klorid med monovalente katjoner, fx. NaCl, heemmer reaktionen i smé
koncentrationer (0,004-1%), men fremmer reaktionen i hgjere koncentra-
tioner (2-4%); klorid med divalente katjoner, fx. CaCl, , virker lige omvendt
(Falk & Yang 1926a, b).

3. Valg af metode

I diagnoseafdelingen og i pneumokoklaboratoriet anvendes galdeopleseligheds-
testen ikke, idet man i stedet anvender optochintesten til at diagnosticere
pneumokokker, da denne test ifglge Lund (1959) er bedre til dette formaél.
I pneumokoklaboratoriet suppleres proceduren som regel med en undersogelse
for kapselreaktion i omniserum. I nogle andre laboratorier anvendes imidlertid
galdeoploselighedstesten i form af en hurtig plademetode. I det folgende skal
derfor den klassiske reagensglasmetode (som referencemetode) og et par hurtige
plademetoder beskrives.

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

A. Reagensglasmetoden (Lund 1959, 1960)
Substrat: 5% serumbouillon eller oksebouillon med 1% glukose.
Reagens: 10% Na-taurocholat i filtreret oksebouillon.
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Udforelse: Serumbouillonen eller glukosebouillonen tilsds med stammen,
der skal undersoges og dyrkes ved 35-37°C i 1 degn. Derefter afpipetteres 1 ml
kultur i to Widalglas. Til det ene s@ttes 1 ml 10% Na-taurocholat og til det
andet (kontrolglasset) 1 ml utilsdet bouillon. Herved opnés samme fortynding
af kulturen i begge glas og dermed ensartet udgangsturbiditet. Proveglas og
kontrolglas settes i 10 minutter ved 35°C for aflaesningen.

Afleesning og fortolkning sker ved at sammenligne turbiditeten i de to glas.
Hvis proveglasset er helt opklaret fordi cellerne er oplest, er preven positiv,
dvs. kulturen er galdeopleselig. Hvis turbiditeten er ens i begge glas, er proven
negativ, dvs. kulturen er ikke galdeopleselig. Hvis der kun er delvis opklaring
af proveglasset sammenlignet med kontrolglasset, regnes proven ogsa for
negativ. Man kan yderligere sikre resultatet ved for aflesningen at foretage
udsining af en oskenfuld fra begge glas pa en blodplade. Ved en positiv pre-
ve vil man finde veekst fra kontrolglasset, men ikke fra proveglasset. Ved
en negativ progve kommer der ensartet vaekst fra begge glas. Ved delvis opkla-
ring vil man finde fuld vekst fra kontrolglasset og sparsom vakst fra prove-
glasset; dette tolkes som et negativt udfald af preven.

B. Plademetoden (Hawn & Beebe 1965)

Substrat: 10% eller 5% blodagarplade

Reagens: 2% Na-deoxycholat (pH 7,0) i bouillon eller fysiologisk saltvand

Udforelse: En osefuld eller en dribe af galdesaltoplgsningen anbringes
oven pa en suspekt koloni, og pladen inkuberes ved 37°C i 30 minutter.

Aflcesning og fortolkning: Hvis kolonien er forsvundet efter inkubationen,
kun efterladende den a-hamolytiske zone hvor den 14, kaldes bakterien for
galdeoplgselig.

En variation af ovenstdende metode anvendes i nogle laboratorier; reagenset
er dehydreret frisk oksegalde (Bacto-Ox-Gal fra Difco), hvoraf en knivspids
anbringes oven pad en suspekt koloni. Inkubation, aflasning og fortolkning
folger Hawn & Beebe’s metode.

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen serlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

I Bergey’s Manual, 8. udg., er der kun anfert oplysninger om pneumokokker
og andre streptokokker.
Genus Streptococcus: Alle smooth-varianter af S. preumoniae er oploselige
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i galdesure salte. 20% af rough-varianter af S. pneumoniae og alle andre strep-
tokok-species er uoplgselige i galde.

Genus Haemophilus: kan angiveligt vare galdeoploselig (se Blazevic &
Ederer 1975).

7. Diagnostisk vaerdi og szerlige anvendelsesomrader

Proven anvendes udelukkende til at skelne smooth-varianter af pneumokok-
ker fra andre a-hamolytiske streptokokker og er her lige s& god som opto-
chintesten og kapselsvulsttesten. Ved rough-varianter af pneumokokker mé
optochintesten foretraekkes.
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Kapitel 11
Optokinpmvén

Optokinproven underspger bakteriers felsomhed over for Kkininderivatet
optokin.

1. Historisk indledning

Inspireret af kliniske iagttagelser af kinins gunstige effekt pd forlgbet af lobeer
pneumoni underspgte Morgenroth & Levy i Tyskland i 1911 forskellige kinin-
derivaters effekt pA mus med pneumokokinfektion. De fandt, at injektioner
af kininderivatet atylhydrokuprein(= optokin) kunne beskytte og helbrede
mange af musene. Senere forsegte man at anvende stoffet til mennesker med
pneumokokinfektioner (bl.a. Moore & Chesney 1917), men det blev hurtigt
forladt pa grund af alvorlige bivirkninger (devhed og blindhed) og den tvivl-
somme effekt, nar det blev givet i ikke-toksiske doser.

Pa Rockefeller Institute i New York undersegte Moore (1915) optokins
effekt pa forskellige bakterier in vitro og fandt, at pneumokokker var steerkt
folsomme, selv i store fortyndinger (1:50.000), mens de gvrige streptokokker
og andre bakterier forst blev haemmet ved langt hejere koncentrationer. Pa
grund af denne forskel i folsomhed foreslog han at bruge optokinfelsomhed
som en diagnostisk test for pneumokokker. ‘

Forst da de engelske bakteriologer Bowers & Jeffries i 1955 indferte opto-
kin-impragnerede discs og foreslog at kvantitere resultatet ved at méle heem-
ningszonens storrelse pa fast substrat, blev pneumokokdiagnosticering ved
hjzelp af optokinfplsomhed almindeligt anvendt. Ved sammenligning af denne
metode og den traditionelle prove for galdeoplpselighed fandt Bowers &
Jeffries nasten fuld overensstemmelse. De viste desuden, at man ved passager
i stigende optokinkoncentrationer kan gore en pneumokok optokinresistent;
samtidig med erhvervelse af optokinresistens tabte pneumokokkerne deres
virulens for mus, men bevarede evnen til at oplgses i galde.

Bowen et al. fra Johns Hopkins Hospital i Baltimore (1957) vurderede me-
toden til rutinebrug og fandt, at alle undersogte pneumokokker var optokin-
folsomme, og at alle a~h@molytiske streptokokker var resistente eller gav en
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hamningszone, der var tydeligt mindre end pneumokokkernes. De fandt
ingen korrelation mellem h@&mningszonens storrelse og den serologiske type.
Ema Lund, der arbejdede i Seruminstituttets pneumokokafdeling, omtalte
allerede i sin disputats (Merch 1943) optokinpreven, og i 1959 undersggte hun
narmere brugen af disc og tablet og fandt, dels at zonestorrelsen omkring pneu-
mokokker og streptokokker aldrig overlapper, dels at visse kapsellgse (rough)
pneumokokker er galdeuopleselige men optokinfelsomme, siledes at optokin-
proven er mere sikker end galdeoploselighedsproven. Hun undersegte discs
impragneret med forskellige koncentrationer af optokin og fandt, at 0,05%
var den mest egnede koncentration.

I 1971 viste Ragsdale & Sanford, at inkubering i en 5% CO,-atmosfzre i
stedet for atmosferisk luft giver heemningszonediametre, der for bide pneu-
mokokkers og andre streptokokkers vedkommende er 5 mm mindre.

2. Biokemisk baggrund

Optokins kemiske navn er atylhydrokupreinhydroklorid. Dets nermere virk-
ningsmekanisme er ukendt, men det er muligt, at det virker ved at interferere
med DNA syntesen (Blazevic & Ederer 1975).

Pnemokokker er sazrligt folsomme for og heemmes af optokin i flydende
substrat i koncentrationer pa 0,08-5 ug/ml, mens andre streptokokker forst
hemmes af koncentrationer pa 20 ug/ml eller hgjere. Pa fast substrat h&emmes
pneumokokker af koncentrationer pa 0,6-2,5 ug/ml og de ovrige streptokokker
forst af 20 ug/ml eller hojere. Andre bakterier som er undersegt af Moore
(1915), fx. Enterobacteriaceae, er endnu mere resistente over for optokin.

3. Valg af metode

Optokinfelsomheden kan undersoges i flydende eller pa fast substrat, men til
rutinebrug er en diffusionsmetode pa fast substrat at foretraekke (Lund 1959).
Som depot kan anvendes optokin i tabletform eller discs. P4 Seruminstituttet
benyttes en agardiffusionsmetode med optokin i en 6 mm disc (Lund 1959).
Optokinpreven har nu neesten helt erstattet den tidligere anvendte preve for
galdeoplgselighed.

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

Substrat: 5% eller 10% blodagarplade.
Reagens: 6 mm papirdiscs, som indeholder 0,02 ml af en 0,05% optokin-
oplesning. Disc’ene fremstilles i antibiotika-afdelingen. De meettes med en
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0,05% optokinoplesning og torres derefter i varmeskab. Disc’ene kan téle
120°C i autoklave i 3 time. De opbevares i kaleskab, men holdbarheden er god
ogsa ved stuetemperatur, ifelge litteraturen op til 9 maneder (Bowers & Jeffries
1955).

Udforelse: Blodpladen tilsds med taette strpg, optokindisc’en pas®ttes og
pladen inkuberes i atmosfzrisk luft ved 35°C i 1 degn. Dyrkes pneumokok-
kerne i CO,-atmosfere, vil hemningszonen omkring optokindisc’en blive
mindre, ifplge litteraturen ca. 5 mm (Ragsdale & Sanford 1971). Man ber
derfor normalt ikke inkubere pneumokokker i CO,-atmosfare, nir der proves
for optokinfelsomhed. Kan pneumokokkerne ikke vokse uden CO,, ber man
inkludere kontrolplader med en pneumokok og en streptokok.

Aflesning og fortolkning: Diametren af den vakstfri zone omkring disc’en,
males. Pneumokokker har heemningszoner pa & 20 mm, andre streptokokker
< 15 mm. Rough (akapsulate) og smooth (kapsulate) pneumokokker giver
samme zonestorrelse. Ved udferelse pd 5% i stedet for 10% blodagarplade
vil der veere nogle fa falsk positive resultater (Jorgen Henrichsen, upublicerede
observationer).

5. Sikkerhedsforanstaltninger
De szdvanlige ved omgang med potentielt patogene bakterier.

6. Fortegnelse over de vigtigste optokinfelsomme bakterier

Pneumokokker er de eneste kendte bakterier, som med de valgte folsomheds-
granser er optokinfelsomme.

7. Diagnostisk veerdi og s®rlige anvendelsesomrader

Proven anvendes udelukkende til at differentiere mellem pneumokokker og
andre streptokokker.
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Tellurresistensproven

Prover, der paviser bakteriers evne til at vokse i tilstedevaerelse af smid mangder
tellurit, og deres evne til at reducere dette.

1. Historisk indledning

I begyndelsen af 1800-tallet blev det vist, at levende organismer omdannede
selen- og tellurforbindelser til substanser med en karakteristisk lugt, og senere,
at denne omdannelse bevirkede en “pigmentering” af de involverede celler
(se Gosio 1905, p. 72-73).

Ogsa bakteriologer begyndte at interessere sig for dette faenomen, ogi 1900
offentliggjorde Klett efter tilskyndelse fra Scheurlen (1900) et arbejde om
bakteriers reducerende virkning p& natriumselenit og -tellurit. Ud fra forseg
med 27 forskellige bakterier, bl.a. difteribakterien, konkluderede han, at alle
bakterier havde evne til at reducere de to forbindelser, dog i forskellig grad
afhengig af vaksten. Der dannedes metallisk selen og tellur, og dette med-
forte en farveandring af kulturerne til henholdsvis red og grasort.

P4 baggrund af Klett’s observationer og pad grund af den tids problemer
med at fremstille sterile sera, vacciner og andre injektionsvasker foreslog
Gosio fra Rom (1905), at bruge telluritreaktionen til at kontrollere, om injek-
tionsvaesker var sterile. Han tilsatte en ringe maengde kaliumtellurit (0,001%)
til forskellige vaesker, og ved at udsd fra dem, kunne han vise, at der var god
korrelation mellem sortfarvning af vasken og tilstedevzrelse af levende bak-
terier, hvorimod sporer ikke kunne opdages. Telluritreduktionen udeblev des-
uden, hvis der ikke var tilstreekkelig nering i injektionsvaesken til at bakte-
rierne kunne vokse. Ved dyreforspg pévistes, at en si lille meengde kalium-
tellurit ikke havde nogen toksisk virkning og uden fare kunne injiceres i men-
nesker.

King & Davis (1914) fra Parke, Davis & Co. bekraeftede Klett’s og Gosio’s
resultater, og i 1915 udviklede Corper fra Chicago pd grundlag af tellurit-
reduktionen en metode til hurtigt at afgore, om en kultur af tuberkelbakterier
var levende, hvilket ved en almindelig dyrkning kunne tage flere uger. En
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klump bakterier blev sat til en bouillon, der indeholdt 0,01% natriumtellurit,
og inkuberet ved 37°C. Hvis bakterierne var levende, ville klumpen i lgbet af
30 minutter til 2 timer antage en grasort farve.

Den storste betydning fik tellurproven dog inden for difteridiagnostik-
ken. Loeffler havde i 1884 opdaget difteribakterien og pavist, at den var
patogen for marsvin. I &rene herefter anvendtes Loeffler’s medium (dvs. varme-
stivnet okseserum) til pavisning af difteribakterier fra patienter med difteri.
Det mikroskopiske billede af difteribakterierne fra dette medium var tildels
karakteristisk, men bortset herfra var mediet ikke serligt tilfredsstillende,
da difterikolonieme ikke havde noget seerpraeget udseende og meget let blev
overvokset af andre bakterier. I 1912 indferte Conradi & Troch (1912a, b)
ved universitetet i Halle tellurmediet i difteridiagnostikken. Pa et Loeffler-
medium tilsat 0,02% kaliumtellurit blev de fleste bakterier heemmet i deres
vaekst, hvorimod difteribakterierne voksede godt med karakteristiske sorte
kolonier p4 grund af reduktionen af tellurit. Enkelte stafylokokker, strepto-
kokker og coryneforme stave (andre end difteribakterier) reducerede ogsi
tellurit i steerkere eller svagere grad, men kunne skelnes fra difteribakterierne
ved koloniform og ved hjeelp af Neisser’s farvning med en blanding af metylen-
blat og krystalviolet. Den mikroskopiske diagnose var imidlertid usikker, idet
difteribakterierne pa tellurmediet voksede med korte, plumpe stave, der lig-
nede andre coryneforme stave. Conradi & Troch angav, at de med deres nye
medium fik mange flere positive difteriprover end med Loeffler’s medium.

Dette blev indledningen til fremstilling og brug af en lang raekke forskel-
lige tellurmedier, hvor man varierede basalmediet, den anvendte tellurfor-
bindelse og telluritkoncentrationen (fra 0,011% til 0,16%; de fleste foretrak
0,04%) (Smith 1914; Douglas 1922; Allison & Ayling 1929; Clauberg 1929,
1931; Pesch & Kriamer 1930; Anderson et al. 1931; Horgan & Marshall 1932;
McGuigan & Frobisher 1936; Cooper et al. 1940; Hoyle 1941). Problemet
var at sammens®tte et medium, der var let at lave og hvorpa difteribakte-
rierne voksede hurtigt og karakteristisk, samtidig med at de fleste andre bak-
terier blev hemmet. Desuden skulle den mikroskopiske morfologi helst vere
typisk, siledes at en sekundeer udsining pd Loeffler’s medium ikke var ned-
vendig. Clauberg’s medier fra 1929 og 1931 skulle muliggere en makroskopisk
diagnose, som kun i fa tilfelde behgvede nermere verifikation, men substrat-
fremstillingen var kompliceret. Hoyle’s medium fra 1941 skulle have den for-
del, at veeksten var sd hurtig, at diagnosen altid kunne stilles efter 18 timers
inkubation, og at cellemorfologien ikke var si atypisk som pa andre tellur-
medier.

Flere forfattere havde allerede omkring arhundredskiftet bemarket, at
difteribakterierne “’spaltede ud” i forskellige typer. Dette blev i 1931 af An-
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derson et al. korreleret til det kliniske forleb. Fra patienter med meget alvor-
lig difteri isolerede de en variantform, som de kaldte B. diphtheriae gravis;
denne voksede pa deres tellurmedium med store, flade grasorte kolonier, der
havde en uregelmeessig rand. Fra patienter med en mildere difteri isolerede
de mindre kolonier, der var hvelvede, sorte, blanke og med jeevn rand. Denne
type kaldte de B. diphtheriae mitis. Endelig isolerede de en tredie type, der
var meget lille og flad med merkt centrum og tynd rand, som de kaldte B.
diphtheriae intermedius. Oeding viste i sin disputats fra 1949, at de tre koloni-
former af difteribakterier ikke var sa stabile som oprindelig antaget.

Da difterivaccinationerne pébegyndtes omkring 1950, faldt antallet af
difteritilfeelde i den vestlige verden hurtigt og staerkt. Derved blev tellurmediet
dog ikke overflpdigt. Fleming havde i 1932 undersegt felsomheden hos for-
skellige bakterier over for kaliumtellurit og penicillin og vist, at penicillinfel-
somme bakterier i langt de fleste tilfeelde var tellurresistente og omvendt, at
penicillinresistente bakterier var tellurfglsomme. En undtagelse var entero-
kokkerne, der var resistente overfor bade penicillin og tellur. Fleming anbe-
falede at anvende tellurplader til isolering af fx. enterokokker og difteroider
fra feeces og urin eller andet materiale med blandet flora. Bornstein efterpro-
vede i 1940 Fleming’s resultater pd enterokokker og andre streptokokker.
Da han fandt, at visse viridans” streptokokker var tellurresistente ligesom
enterokokkerne, konkluderede han, at felsomhed for tellur ikke ville fi stor
betydning i klassifikationen af streptokokker.

Dette blev modbevist af Skadhauge i hans disputats om enterokokker fra
1950. Skadhauge viste, at Sherman’s enterokokgruppe kunne deles i en tel-
luritresistent gruppe omfattende S. faecalis og en telluritfelsom gruppe omfat-
tende S. faecium og S. durans. Denne inddeling og dens praktiske betydning
er senere blevet bekraftet af talrige andre forfattere (se fx. Whittenbury
1965).

Senere er tellurproven forsegt anvendt til at karakterisere andre bakterier,
fx. stafylokokker (Brown & Evans 1963), mikrokokker (Clausen 1964) og
Moraxella (Ryan 1964; Racburn & Gilmour 1974), dog uden at fa storre
betydning. Smith et al. har i 1977 foresldet at anvende en telluritreduktions-
prove ved diagnostikken af Haemophilus vaginalis. De foreslar at flyde en
plade, hvorpd bakterierne allerede er vokset frem, med en vandig oplgsning
af 1% kaliumtellurit og derefter inkubere igen ved 37°C i 60 minutter. Kolo-
nier, der har reduceret tellurit, vil herefter vaere grasorte og de ovrige farve-
lose. Denne metode skulle veere specielt egnet til i vaginalsekreter at finde
kolonier af Corynebacterium vaginale (= H. vaginalis), der modsat starstedelen
af den ovrige vaginalflora ikke farves sorte.
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2. Biokemisk baggrund

Mekanismen bag tellurits veekstheemmende virkning er ikke fuldt afklaret.
Elektronmikroskopiske studier af difteribakterier dyrket pa kaliumtellurit-
plader foretaget af Morton & Anderson (1941) tydede pa, at telluritsaltet
blev reduceret til metallisk tellur, og dette er senere bekraftet af Tucker
et al. (1962) ved rentgendiffraktionsanalyse. Hvor i cellen metallet findes
er ikke sikkert afgjort. Terai et al. har i 1958 forsegt af renfremstille det
tellurit~-reducerende enzym fra Mycobacterium avium. De fandt, at enzymet,
som de kaldte telluritreduktase, er til stede i de cellefri ekstrakter af bakte-
rierne, at det har pH optimum ved 6,5, og at det stimuleres af ferri- og ferro-
joner. Thomas et al. har i 1963 vist, at cellefri ekstrakter af S. faecalis har
hej tellurit-reducerende kapacitet. Payne & Morley (1976) undersogte celler
af S. faecalis, der havde overlevet varmebehandling ved 60°C i 4 minutter.
Disse celler havde mistet deres resistens overfor tellur, og det blev vist, at
genetablering af tellurresistensen kraevede protein- og RNA-syntese, hvorimod
samtidig cellevaegssyntese var uden betydning.

3. Valg af metode

Siden 1912 har det varet mest almindeligt at anvende et fast substrat tilsat
0,04% kaliumtellurit, men underspgelsen kan ogsad udferes i flydende eller
halvflydende medium. I diagnose- og streptokokafdelingen anvendes samme
slags plader til difteri- og streptokokdiagnostik.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

McLeod’s medium

Substrat: 1 liter oksebouillonagar (s.61) smeltes og afkeles til ca. 75°C, til-
settes 100 ml defibrineret hesteblod og efter omslag til chokoladebrunt til-
seettes 40 ml 1% kaliumtellurit og substratet opheeldes med ca. 30 mli 9 cm
petriskile.

Udforelse: Pladen tilsds pa seedvanlig made med prevemateriale eller med en
enkelt koloni fra en primaerplade og inkuberes ved 35°C i 1-2 dagn.

Aflesning og fortolkning: God vakst af sorte eller gra kolonier er udtryk
for resistens overfor tellur samt reduktion af dette; ingen vaekst er udtryk
for folsomhed for tellur. Nogle bakterier vokser svagt med smé grd kolonier
som udtryk for en vis tellurfelsomhed.
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5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen searlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste tellurresistente bakterier

Streptobacillus moniliformis

Streptococcus: S. faecalis (S. faecium og S. avium er svagt resistente)

Erysipelothrix rhusiopathiae

Corynebacterium: C. diphtheriae, C. pseudotuberculosis og C. equi. Ingen

oplysninger om de ovrige species.

Mycobacterium: Nogle species.

Nocardia: N. polychromogenes og N. rubra. Ingen oplysninger om de ovrige
species.

7. Diagnostisk veerdi og saerlige anvendelsesomrader

Tellurproven har iser betydning i difteri- og streptokokdiagnostikken. De tre
typer af difteribakterier kan kolonimorfologisk bedst skelnes fra hinanden
pa telluritmediet (se Historisk indledning), og difteribakterierne kan i mange
tilfelde alene pa grundlag af denne preove adskilles fra andre coryneforme
stave. S. faecalis vokser kraftigt pa telluritmediet og kan derved skelnes fra
alle andre streptokokker. Den svage veekst af S. faecium og S. avium har en
vis vejledende veerdi i streptokokdiagnostikken.
Her ud over har tellurpreven i dag ikke storre betydning.
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Kapitel 13
KCN-prever

Med KCN-preover piviser man bakteriers evne til at vokse eller ikke vokse i
narver af en bestemt lav koncentration af enzymgiften kaliumcyanid (KCN).

1. Historisk indledning

Blasyre eller cyanbrinte (HCN) og dens salte cyanider har varet kendt siden
1783, da de blev opdaget af den svenske kemiker Scheele. I begyndelsen af
dette arhundrede anvendtes stofferne hyppigt i forbindelse med fysiologiske
undersogelser af dyrisk vaev, fordi man havde opdaget, at de seerligt pavirkede
cellernes respiration, og at cyanidfglsomhed kunne bruges som et generelt
udtryk for den fysiologiske aktivitet. Man havde ogsi opdaget, at cyanider
hemmede geercellers evne til at danne alkohol af druesukker og haeemmede
den fotosyntetiske proces hos alger. Et vigtigt skridt i retning af forstielse
af cyanidernes virkemide var Warburg’s pavisning i 1919 af deres hemmende
virkning pa enzymer, som indeholder jern- eller kobberatomer.

Cyaniders virkning pi bakterier var undersogt af Kronig & Paul (1897),
som bestemte den desinficerende virkning overfor miltbrandsporer og fandt,
at der nesten ingen virkning var, og af Meyerhof (1917), som havde vist, at
de pévirkede stafylokokkers iltforbrug.

Det forste virkelig betydningsfulde bidrag pa dette omrade skyldes Burnet
(senere bedst kendt som immunolog), som i 1927 fra Lister-instituttet i Lon-
don publicerede en afhandling med titlen: "The action of cyanides on bacte-
ria”. Burnet viste, at ved vaekstforseg pa plader, der var tilsat 0,5% kalium-
cyanid, kunne de underspgte bakterier deles i to klasser: de cyanid—folsomme,
fx. Shigella og Salmonella, og de cyanid-resistente, fx. streptokokker. Han
viste ogsd, at cyanideffekten var knyttet til bakteriernes respirationsprocesser,
og i sin diskussion af resultaterne omtalte han Keilin’s nylige pdvisning af
cyanids virkning pd cytokromer (Keilin 1925) og fandt det sandsynligt, at
det ville vise sig, at hans cyanidfgelsomme gruppe indeholdt cytokrom, og at
den cyanid-resistente gruppe manglede disse enzymer.
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Burnet’s grundlaeggende undersogelser blev bekraeftet af Braun & Guggen-
heimer (1932), som samtidig viste, at cyanidvirkningen var steerkt afhaengig
af dyrkningsbetingelserne. En narmere undersogelse af disse forhold foretog
Braun senere (1938a, b, ¢, 1939), og i 1941 indferte Braun et al. en KCN-
prove til at skelne mellem Escherichia og Klebsiella. Prgven bestod i at dyrke
bakterierne i en peptonagar tilsat 0,25 g KCN pr. liter substrat, dvs. i en for-
tynding pi 1:4000. Cyanidoplesningen og inoculum blev tilsat til mediet
umiddelbart for det fik lov til at stivne i et reagensglas. Det blev fremhavet,
at inkuberingen ikke kunne fortsettes ud over 24 timer, fordi koncentrationen
af KCN derefter ville vare for lav, hvilket skyldes at cyanbrinte er s flygtig,
at den let fordamper fra substratet. Ved den anvendte koncentration af KCN
voksede E. coli overhovedet ikke, mens Klebsiella pneumoniae voksede pa
overfladen, altsé aerobt, men noget hemmet.

Braun et al.’s KCN-prove blev anvendt af Silberstein et al. (1951), Schaf-
nitzl (1951) og Buttiaux (1952), og alle bekraeftede prevens vaerdi til diffe-
rentiering mellem Escherichia og Klebsiella, desuden viste Buttiaux, at den
kunne benyttes til at skelne mellem Citrobacter (KCN-resistent) og Salmonella
(KCN-folsom). Proven blev ogsi forspgsvis anvendt af Martin Kristensen
i diagnoseafdelingen i 1952, men han fandt den utilfredsstillende p& grund af
for store variationer i vaeksten; for evrigt konstaterede han, at en reduktion af
agarindholdet fra 2% til 0,2% gav langt bedre differentiering (se Moller 1954).

Braun’s prove havde den vasentlige ulempe, at der skulle fremstilles frisk
substrat umiddelbart for hver undersegelse, og det var en af grundene til,
at Moller (1954) tog proven op til kritisk revision. Moller fandt ud af, at hvis
man brugte tatstuttende propper (fx. paraffinerede korkpropper) i stedet
for vatpropper, brugte et flydende i stedet for et fast medium og samtidig
nedsatte KCN-koncentrationen til 0.075 g pr. liter, svarende til en fortyn-
ding pa 1:13300, si opnéede man samme differentiering som med Braun’s me-
dium og desuden at substratet var holdbart i 14 dage i keleskab ved 40C. Moller
fastlagde ogsi regler for inokulering og aflesning af glassene og bemerkede
betydningen af at udvazlge en egnet pepton. I et nasten samtidigt arbejde
af Kauffmann & Magller (1955) blev provens egnethed til differentiering mellem
Citrobacter og Salmonella bekreftet. ‘

KCN-proven i Mollers udformning blev hurtigt standardmetode ikke blot
i diagnoseafdelingen, men i de fleste andre bakteriologiske laboratorier (se
fx. Edwards & Fife 1956). Modifikationer er senere foresldet af Buttiaux et
al. (1956), Rogers & Taylor (1961), Gershman (1961) og Munson (1974),
iseer for at forlenge substratets holdbarhed, for at gore proven mindre folsom
for variationer i inoculumsterrelsen og for at gere aflesningen lettere ved at
tilsette et tetrazoliumsalt, som reduceres til rad farve, hvis der kommer vaekst
i glasset. Disse varianter af proven har ikke vaeret anvendt i diagnoseafdelingen.



KCN 115

2. Biokemisk baggrund

Cyanbrinte er et meget aktivt molekyle, bl.a. danner det stabile komplekser
med mange metaller, det reagerer med ketongrupper under dannelse af cyano-
hydriner, og det reducerer thiolgrupper. Derfor haemmer det et stort antal
forskellige enzymer, hvoraf mange — men ikke alle — er h&mproteiner eller
andre metalholdige oxidaser. Serligt folsomt for kaliumcyanid er respira-
tionsenzymet cytokromoxidase (se kapitel 14), som hammes ved koncen-
trationer pa 10 M eller lavere, mens de fleste andre enzymer for at heemmes
af kaliumcyanid skal udsazttes for koncentrationer pa 10 - 102 M. Som
folge heraf opnir man ved anvendelse af lave kaliumcyanidkoncentrationer en
tilsyneladende selektiv inaktivering af respirationen (Knowles 1976).

Nar der findes bakterier, hvis respiration ikke heemmes af kaliumcyanid,
kan det have flere arsager: nogle bakterier kan besidde evne til at nedbryde
eller afgifte cyanider, og andre kan konstitutivt have eller adaptivt danne
cyanid-resistente respirationssystemer. Respirationsenzymernes cyanidresistens
er vanskelig at undersoge, fordi forekomsten af bestemte enzymer i respira-
tionskaeden og de tilstedeveerende enzymers relative meengdeforhold er sterkt
miljpathangige, og desuden er forholdene vanskelige at analysere, fordi de
fleste af disse enzymer er membranbundne. De hidtidige resultater viser dog,
at de enkelte komponenter i en respirationskade kan variere i deres cyanid-
folsomhed, og at i forgrenede respirationskader kan den ene gren vaere mindre
cyanidfelsom end den anden (Knowles 1976). Disse forhold forklarer sand-
synligvis generelt de forskellige bakteriers varierende folsomhed overfor KCN,
men mekanismen i de enkelte tilfelde er ikke kendt.

3. Valg af metode

I Danmark bruges KCN-proven kun i Mollers udformning. P4 grund af de
vanskeligheder ved aflesningen, som kan forekomme, hvis tilsiningen ikke
er udfert tilstreekkelig omhyggeligt, kunne der vare grund til at proeve, om
tetrazoliumtilseetning ville veere i stand til at hjzlpe pa dette forhold.

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Substrat
Pepton (Orthana Special) 10g
NaCl ' 5g

KH, PO, 0,225¢
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Na, HPO,,2H,0 5,64¢
Dest H,O ad 1000 ml
pH 7.4

Til basalsubstratet settes 0,075 g KCN/liter. Der aftappes 1,2 ml i smalle glas
(155 x 10/11 mm) svarende til et ca. 2 cm hgjt lag, og glasset lukkes teet med
paraffineret korkprop. Samme substrat uden KCN anvendes som kontrol.
Holdbarhed 2 uger i koleskab.

Udforelse: Prove- og kontrolglas tilsds ensartet fra en degngammel kultur.
Inoculumsterrelsen er kritisk, idet et for stort inoculum giver en synlig turbi-
ditet i proveglasset, som er forstyrrende ved aflesningen, og et for lille inocu-
lum kan medfore forsinket eller udeblivende vaekst. Mpller anbefaler at bruge
en eskenfuld af en bouillonkultur, men da man af praktiske grunde ofte tilsar
fra en pladekultur, skal man i dette tilfzelde med lige platinnal tilsd, siledes
at synlig turbiditet undgis, men pd den anden side gore inoculum si stort
som man kan, uden at det bliver synligt i glasset. Glassets paraffinprop skal
lukkes omhyggeligt efter tilsiningen, dvs. gverste del af glasset skal ved flam-
bering varmes si meget, at paraffinen pa glasset og proppen smelter sammen.
Glassene inkuberes ved 35°C.

Afleesning og fortolkning sker efter 2 og 4 degns inkubering. Ved aflees-
ningen drejer det sig om at pavise turbiditet i glassene, og da turbiditeten
i nogle tilfeelde er svag, er det nedvendigt at skaffe sig de bedste aflesnings-
betingelser, dvs. glassene holdes mod en merk baggrund belyst af en afskeer-
met elektrisk pere. Hvis der er synlig turbiditet = vakst af samme styrke
i begge glas, er stammen KCN-resistent og preven positiv (KCN-positiv).
Manglende turbiditet i proveglasset, men turbiditet i kontrolglasset betyder,
at stammen er KCN-sensitiv og preven negativ (KCN-negativ). Hvis der ikke
er vaekst i nogen af glassene, er proven uafleeselig.

I de ikke sjeldne tilfeelde, hvor der er svag turbiditet i proveglasset og
kraftig turbiditet i kontrolglasset, skal proven betragtes som uafleselig og
gores om, og denne gang tilsds med en gsefuld af en bouillonkultur.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Blasyre og kaliumcyanid er sterkt giftige. Den mangde KCN, der findes i
et proveglas, er dog kun ca. 0,09 mg, dvs. si ringe at der ingen risiko er for-
bundet med at arbejde med disse glas. Ved autoklavering af KCN-glassene
efter brug vil der i autoklaven dannes cyanbrinte, men ogsd her vil koncen-
trationen under almindelige forhold veere s& ringe, at ingen specielle forholds-
regler er ngdvendige. Hvis et meget stort antal glas skal autoklaveres samtidig
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i en lille autoklave, kan man fer autoklaveringen destruere KCN ved til hvert
glas at sette et krystal af FeSO, og ca. 0,1 ml 40% KOH. Det er dog simplere
i et sidant tilfelde at lade glassene gi til autoklavering i portioner pa ca.
100 glas om dagen; s vil man altid vare pa den sikre side.

6. Fortegnelse over de vigtigste KCN-resistente dvs. KCN-positive bakterier

Resultaterne fra Bergey’s Manual, 8. udg., er suppleret med data fra Mellers
disputats (1956), Steel & Midgley (1962) og Ewing (1973).

Pseudomonas: P. aeruginosa: alle;, P. pseudomallei: alle; P. mallei: en del;
P. maltophilia: alle og P. ﬂuorescens en del.

Alcaligenes faecalis: de fleste.

Bordetella bronchiseptica: alle

Citrobacter freundii: n®sten alle

Salmonella (inklusive Arizona): kun meget fa stammer

Klebsiella pneumoniae: nzesten alle

Enterobacter: E. cloacae og E. aerogenes.: nxsten alle

Hafnia: alle

Serratia: S. marcescens og S. liquefaciens: nsten alle; S. rubidaea: nogle
stammer. _

Proteus (inklusive Providencia): alle

Vibrio cholerae: de fleste

Aeromonas: de fleste

Pasteurella: enkelte stammer

Haemophilus vaginalis: alle

Gemella: alle

7. Diagnostisk veerdi og saerlige anvendelsesomrader

Mens Moller (1954) vurderer KCN-proven meget hejt blandt de prover, der
anvendes til differentiering blandt taxa i familien Enterobacteriaceae, har
det vist sig ved anvendelse af proven i den daglige rutine i et diagnostisk labora-
torium, at usikkerheden ved afleesningen er si stor, at proven taber i vardi.
Den fungerer godt, nir der ofres s@rlig opmeerksomhed p4 inokulering og
afleesning, og er si en veerdifuld prove specielt ved differentiering mellem
Salmonella og Citrobacter freundii. Inden for de fleste andre grupper er erfa-
ringerne forelobig begraensede.
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Kapitel 14

Oxidaseprover

Oxidaseprover paviser tilstedeveerelsen af enzymkomplekset cytokrom c i
bakterier.

1. Historisk oversigt

Oxidaseprover i bakteriologien har deres udspring i nogle undersagelser, som
den unge Paul Ehrlich i 1885 offentliggjorde i sin forste bog: ’Das Sauer-
stoffbediirfnis des Organismus™. Hans plan var at undersege, om organismens
forskellige organer havde forskelligt iltbehov, og hans metode var pd kaniner
at indsprejte farvestoffer, der i ikke-iltet tilstand er farvelgse, men i iltet til-
stand farvede, s han ved obduktion af dyrene kunne se, hvilke organer der
var blevet farvede, dvs. havde indeholdt en sarlig stor mangde ilt. Et af de
stoffer, han brugte, var indofenol, som dannes in vitro og in vivo nir man
blander komponenterne dimetyl-p-fenylendiamin og o-naftol. Den bla farve-
reaktion, der opstir nir indofenol iltes, kaldtes nadireaktionen efter de to for-
ste bogstaver i ordene naftol og diamin.

Roéhmann & Spitzer (1895) mente, at nadireaktionen i dyrs og planters
vaev skyldtes et intracelluleert oxidationsferment, indofenoloxidase. Her mé
det indskydes, at cytokromer allerede i 1866 var beskrevet af McMumm under
betegnelsen histohematin, men at deres betydning som biologiske oxidations-
enzymer forst blev erkendt i 1925 af Keilin, som genopdagede stofferne og
indforte betegnelsen cytokrom. Omkring dette tidspunkt blev det derefter
ogsé vist, dels at R6hmann & Spitzer’s oxidationsferment var cytokromoxidase,
dels at nadireaktionen ikke direkte skyldtes dette enzym, men et andet enzym,
cytokrom c, som efter selv at vare blevet oxideret af cytokromoxidase var
i stand til at ilte indofenol, s& det blev blat (cit. efter Peters 1971 og Lehninger
1975).

Inspireret af Ehrlich’s undersggelser viste Schultze (1910) og hans elev
Kramer (1912), at kulturer af nogle bakterier gav en positiv nadireaktion,
mens andre var negative. De blandede de to reagenskomponenter i flydende
agar, som derefter blev haldt op som en plade, og sdsnart den var stivnet,
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afsatte de fra en kultur pa en almindelig agarplade et strog p& overfladen af
oxidaseagaren, hvorved den overferte kulturmasse antog en dybblid farve,
hvis reaktionen var positiv. Agaren var altsd kun et baremedium for reagen-
serne, ligesom filtrerpapiret i dag er det ved Kovacs’ oxidaseprove. P4 grund
af iltning fra luften blev pladerne spontant bla i lpbet af fa timer og var dermed
hurtigt uanvendelige.

Gordon & McLeod (1928) og Loele (1929) forsogte at gore denne bakterielle
oxidationsreaktion mere praktisk anvendelig. De kunne vise, at man alene ved
at dryppe dimetyl-parafenylendiamin p& udvoksede kulturer fik en tydelig
farveaendring af reagenset i kontakt med sikaldte oxidase—positive kolonier. En
ulempe var det, at bakterierne i kulturen ret hurtigt blev draebt ved kontakt
med farvestoffet, men Gordon & McLeod anbefalede at haelde reagenset pa pla-
derne og omgiende at helde det af igen, og viste, at man p4 den méade kunne
have stor nytte af reaktionen, iseer ved pavisning af gonokokker. De viste
ogsa, at tetrametylforbindelsen var et mere folsomt reagens og mindre tok-
sisk. Loele viste pa et storre stammemateriale, at denne ny form for oxidase-
reaktion og den «ldre nadireaktion stort set gav samme udfald.

Reaktionen var dog leenge om at sld igennem som en almindelig anvendt
prove i bakteriologien. Henriksen viste i 1952, at den ved diagnosen af Moraxella
var en vaerdifuld preve, og sidst i 1950°erne blev den anbefalet som stotte
ved diagnosen af pigmentlese stammer af Pseudomonas aeruginosa. Gaby &
Hadley (1957) anbefalede til P. aeruginosa diagnostik naermest en klassisk
nadireaktion med tilsetning af reagenserne til en flydende renkultur, mens
Kovacs i 1956 foreslog dels at bruge tetrametylparafenylendiaminhydroklorid,
som gjorde reaktionen mere folsom end de tidligere anvendte diaminer, dels
at dryppe reagenset pa et stykke filtrerpapir og udfgre reaktionen ved at stryge
kulturmasse fra en koloni ud pa det fugtede papir. Ved en positiv reaktion
blev reagenset i forbindelse med bakteriemassen dybt bla i lgbet af 5-10 se-
kunder.

I kort reekkefolge fulgte derefter tre storre undersegelser, som sammen med
Kovacs® praktiske modifikation bidrog til at etablere oxidaseproven som et
vaerdifuldt hjelpemiddel ved diagnosen af gramnegative bakterier (Ewing &
Johnson 1960; Steel 1961; Leclerc & Beerens 1962).

Elektrontransportka&den hos bakterier bestar af flavoproteiner, cytokromer
og quinoner. Hvilke komponenter i keeden, der er ansvarlige for den bakterio-
logiske oxidasereaktion, har leenge veeret uvist, men i 1966 viste Stanier et al.
ved spektrofotometri, at cytokrom c mangler i Pseudomonas maltophilia —
en af de fa pseudomonader der giver en negativ oxidaseprove — og det anses
nu for sandsynligt, at cytokrom c er det enzym, der pavises, selv om det ikke
er definitivt bevist (Jurtshuk et al. 1975). Jurtshuk et al. har forsegt en kvan-
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titativ maling af enzymaktiviteten. Resultaterne er interessante, men det er
vanskeligt at overskue, hvor pilidelige de er. De fandt oxidaseaktivitet i langt
flere bakterier end man finder med Kovacs’ prove, og det er for s& vidt hvad
man efter cytokromernes udbredelse ville vente med en mere folsom prove.
Kovacs’ preve er altsd relativ ufelsom, men det er det, som gor den nyttig,
idet skellet mellem Kovacs-positive og Kovacs—negative i visse bakteriegrupper
er korreleret med andre egenskaber.

2. Biokemisk baggrund

Som neevnt er cytokrom ¢ en bestanddel af de fleste strikt aerobe og fakultive
bakteriers elektrontransportkade, hvis funktion er at serge for dels, at brinten
bliver til vand ved at forbinde sig med luftens ilt og dels at den energi der fri-
gores under neringsstoffernes oxidation i cellen bliver omsat til energirige
bindinger i ATP (oxidativ fosforylering).

Passagen af brinten gennem transportkeden sker ved trinvis overflytning
af elektroner og brintjoner, H, mellem kadens komponenter. Det ma her
erindres, at udtrykket oxideret bruges om et molekyle, som har afgivet en
elektron, og udtrykket reduceret om et molekyle, som har modtaget en elek-
tron. Hver komponent reduceres forst af den forudgdende komponent, og
derefter oxideres den af den efterfolgende, idet denne samtidig reduceres.
Hver komponent gennemleber derfor skiftevis en reduktion og en oxidation,
og da komponenterne er placeret sdledes at der raekken igennem er et stigende
elektrodepotential, vil transporten foregd i en bestemt retning. Sidste led i
kaeden er enzymet — cytokromoxidase — som er i stand til at aktivere luftens
ilt, der derefter kan forbinde sig med de frigjorte brintjoner under dannelse
af vand.

Cytokrom c¢ er nzestsidste led i kaeeden, og niar det efter at have overfort
sine elektroner til cytokromoxidase derved er blevet reoxideret, er det igen
i stand til at modtage elektroner ikke blot fra det foranliggende enzym i kaden,
som det normalt skal, men ogsid til at modtage elektroner fra andre stoffer
som fx. reagenset i oxidaseproven, der ved at afgive elektroner iltes, si det
bliver blat. Hvorvidt en kunstig elektrondonor som fx. tetrametylparafenylen-
diamin kun kan overfore elektroner til et ganske bestemt acceptormolekyle
i kaeden, er noget uvist, men de foreliggende underspgelser taler for, at dette
er tilfzeldet (Jurtshuk et al. 1975), og kun hvis det holder stik er det beret-
tiget altid at tolke reagensets omslag som udtryk for tilstedevaerelse af cyto-
krom c. Da en positiv oxidasereaktion ikke alene forudsztter tilstedevarelse
af cytokrom c, men ogsd af cytokromoxidase eller en anden terminal oxidase,
kan et negativt prgveudfald ikke altid tolkes som mangel pi cytokrom c (se
desuden under afsnittet Fortolkning).
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Komponenterne varierer en del i de forskellige bakteriers elektrontransport-
kaeder, og de enkelte komponenters struktur og funktioner er langtfra kendt
i alle detailler. Om cytokromerne generelt ved man, at de alle indeholder heem,
og at det er jernatomet i h&em, som afgiver og modtager elektronerne. ”Cyto-
krom c¢” er i virkeligheden ikke et enkelt enzym, men betegnelse for en gruppe
beslegtede enzymer, og kendskabet til de individuelle enzymer er forelpbig
begraenset. Man antager, at de foruden deres funktion ved respiration med
ilt som terminal elektronacceptor ogsa har andre — forelpbig ukendte — funk-
tioner.

Cytokromernes art og mangde er steerkt pavirkelige af miljefaktorer, spe-
cielt af iltningsforholdene, men generelle regler for at nad optimale betingelser
for en oxidaseprgve kan nappe opstilles, og det synes heller ikke at have
praktisk betydning for provens udforelse.

Der kendes en razkke stoffer (cyanid, azid og CO), som ha@mmer cyto-
kromaktiviteten, men heller ikke dette har umiddelbar praktisk betydning.

Som reagens kan anvendes enten dimetyl- eller tetrametyl-p-fenylendiamin
som klorid eller dimetyl-p-fenylendiamin som klorid eller oxalat sammen
med a-naftol. Tetrametyl-forbindelsen angives at vare den mest folsomme,
den mindst toksiske og den mest stabile. Reagenserne vil alle kunne iltes
direkte af luftens ilt, men dette sker relativt langsomt.

3. Valg af metode
Kovacs’ metode ma foretrekkes, forst og fremmest fordi den er si enkel og

hurtig at udfere samtidig med at ingen af de andre modifikationer efter lit- -

teraturen at demme har serlige fordele, som kunne berettige til at bruge dem.

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

Kovacs’ metode

Reagens: Som reagens anvendes en vandig 1% oplgsning af enten tetrame-
tylparafenylendiamin dihydroklorid eller den tilsvarende dimetyl-forbindelse.
Tetrametyl-forbindelsen angives at veere det mest sensitive reagens, men andre
havder, at dimetyl-forbindelsen i sjeeldne tilfeelde giver en positiv reaktion,
hvor tetra-forbindelsen giver en negativ. I oplgsning kan tetrametyl-forbin-
delsen holde sig i ca. 14 dage opbevaret i brun flaske og i keleskab, mens man
af dimetyl-forbindelsen méi fremstille en frisk oplosning hver dag.

Udforelse: Af reagenset dryppes nogle fa draber pa et stykke filtrerpapir,
sa der fremkommer en fugtig plet. Kulturmasse tages enten fra en renkultur
pa agarmedium eller fra en enkeltkoloni pad en primarplade. Kulturen ma
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ikke veere over 24 timer gammel, og substratet ma ikke indeholde et forger-
bart kulhydrat, si kulturen er sterkt sur, da det gor reaktionen negativ. Tager
man fra kolonier pa en blodplade, ma der ikke overfores substrat, da levende
erytrocytter kan give en falsk positiv reaktion. Kulturmassen tages med en glas-,
plast- eller platinnil, men ikke med jernholdigt materiale som kan give falsk
positiv reaktion, og gnides energisk ud i randen af den fugtige reagensplet
pa filtrerpapiret. Man kan, hvis vaksten i en renkultur er meget sparsom
eller steerkt adharent, blive tvunget til at dryppe reagenset direkte pa pladen,
men vurderingen af positiv og negativ reaktion er her vanskeligere. Der kan
udferes si mange preover, som der er plads til i randen af den fugtige plet,
men nar reagenset er torret ind, ma man tage et nyt stykke filtrerpapir.

Aflesning: En positiv reaktion viser sig ved at den overforte kulturmasse
bliver dybt bla inden for 10 sekunder. Tidsgrensen mé overholdes meget
strengt, da mange bakterier bliver bla p4 et senere tidspunkt.

Fortolkning: Indledningsvis blev det angivet, at oxidaseprever paviser til-
stedevaerelse af cytokrom c, men dette betyder ikke, at alle bakterier med
cytokrom c¢ er oxidase-positive. Ved manometriske malinger af iltningen
af reagenset kan det vises, at aktiviteten i bakterier varierer steerkt, og en korre-
lering med udfaldet af Kovacs’ oxidasereaktion ved afl&sning efter 10 sekun-
der viser, at greensen mellem positivt og negativt udfald ikke falder sammen
med tilstedevaerelse eller mangel pd cytokrom ¢, men svarer til en greense mel-
lem en gruppe med “moderat aktivitet” og en gruppe med “lav aktivitet”
(Jurtshuk et al. 1975). Dette er i overensstemmelse med den praktiske er-
faring, at det i nogle tilfalde er vanskeligt eller umuligt at afgore, om farven
ved Kovacs’ preve efter 10 sekunder er kraftig nok til, at man vil betragte
proven som positiv. Det vil vare rimeligt at angive et sidant preveudfald som
en * reaktion.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Selv om bakterierne efter nbgen tids kontakt med reagenset der, ber filtrer-
papiret under provens udferelse vaere anbragt i laget af en petriskdl og bade
skal og papir bagefter behandles som inficeret materiale.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Campylobacter: i hvert fald 2 species

Pseudomonas; naesten alle species er kraftigt positive. Negative eller svagt
positive er P. vesiculare, P. maltophilia og nogle plantepatogene species

Agrobacterium: alle species
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Alcaligenes: alle species

Vibrio: de fleste species

Aeromonas: alle species

Plesiomonas

Photobacterium: 1 af 2 species
Lucibacterium

Chromobacterium

Flavobacterium: nogle species

Haemophilus: nogle stammer af nogle species
Pasteurella: de fleste stammer af alle species
Actinobacillus: de fleste stammer af begge species
Cardiobacterium

Eikenella corrodens

Neisseria: alle species

Branhamella: alle species

Movraxella: alle species

Paracoccus: alle species

Micrococcus: nogle stammer af nogle species
Bacillus: nogle stammer af nogle species

7. Diagnostisk veerdi og seerlige anvendelsesomrader

Da grensen mellem en positiv og en negativ Kovacs-preve ikke er skarp,
er de steerkt positive reaktioner de mest palidelige og derfor de mest veerdi-
fulde.

Meget nyttig er proven ved differentiering mellem de staerkt oxidase-posi-
tive Neisseria, Branhamella og Moraxella pa den ene side og de oxidase-negative
Acinetobacter pA den anden, bla. fordi disse taxa har en ganske ensartet —
i sig selv s&rpraeeget — morfologi.

Nyttig er proven ogsi til differentiering pa et tidligt stadium mellem fakul-
tative gramnegative stave; medlemmer af fam. Enterobacteriaceae er oxidase-
negative, mens medlemmer af fam. Vibrionaceae er oxidase-positive. Her skal
man dog huske, at Enterobacteriaceae indeholder sma mangder af cytokrom ¢
og kan give en positiv reaktion, hvis tidsgraensen for afleesning ikke overholdes
meget ngje.

Da nasten alle species af Pseudomonas er oxidase-positive, bliver den ne-
gative reaktion hos P. maltophilia en hjeelp ved diagnosen.
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Kapitel 15
Katalaseprover

Prover der paviser tilstedevaerelse af enzymet katalase i bakterier.

1. Historisk indledning

Kemisk set har brintoverilte (H,O,) varet kendt siden 1818, og lige s leenge
har man vidst, at noget i dyrs og planters vaev fremskyndede dets spaltning
til ilt og vand. Schonbein (1863) var den forste, som satte dette noget i for-
bindelse med fermentvirksomhed. I 1893 viste Gottstein (1893) og Beijerinck
(citeret fra Kluyver 1940), at evnen til at spalte brintoverilte fandtes hos mange
bakterier, og Beijerinck fremhzvede allerede dengang, at denne egenskab
manglede hos malkesyrebakterier. Loew (1901) kaldte fermentet katalase
og fremsatte den teori, at katalasens biologiske funktion er at dekomponere
det celletoksiske brintoverilte, der opstir ved cellernes stofskifte. Mange
senere undersogelser, fx. McLeod & Gordon (1922, 1923, 1925a, b), McLeod
et al. (1923) og Avery og hans medarbejdere (Avery & Morgan 1924a, b;
Avery & Neill 1924a, b, c, d), har beskaftiget sig med betydningen af H, O,
ved bakteriers autoinhibition og uddeen i kultur og katalasens betydning for
at hindre dette, og en tid har man ment, at obligat anaerobe bakteriers folsom-
hed for ilt skyldes deres mangel pa katalase. Det kan dog ikke veere hele forkla-
ringen pi obligat anaerobiose, hvorimod det kunne tenkes, at mangel pa det
senere opdagede enzym superoxyddismutase (Fridovich 1978), der omsetter
det under visse oxidationer dannede frie iltradikal superoxyd (O,"), har den
afgorende rolle, da superoxyd er endnu mere toksisk end brintoverilte.

Et nyt syn pa katalasens biologiske betydning fik man, da Chance i 1949
viste, at et kompleks af katalase og H,O,, der har en anden karakter end de
seedvanlige enzym-substrat komplekser, er i stand til at oxidere bestemte sub-
stratmolekyler, og at kun hvor der intet oxiderbart substrat er til stede, eller
hvor H,0, forekommer i overskud, vil 2 H,O, dekomponeres til 2H,0+0,.
idet det ene molekyle oxideres til ilt, mens det andet reduceres til vand (Chance
1949a, b, c). Efter denne opfattelse kan man altsi skelne mellem katalasens
funktion som peroxidase (substratoxidation) og som katalase (H,O,-spalt-
ning).
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Blandt dem som tidligt har beskaftiget sig med katalasens forekomst hos
bakterier ma szrlig nevnes den danske mejeribakteriolog Orla~Jensen. I 1906
bekraftede han Beijerinck’s opdagelse, at enzymet mangler hos melkesyre-
bakterier, og i sin berpmte monografi om disse bakterier fra 1919 fremhaver
han den negative katalasepreove som et vigtigt kriterium for afgreensning af
gruppen. Forevrigt har det senere vist sig, at der er undtagelser; dels er der nogle
meelkesyrebakterier som kan danne katalase, hvis de dyrkes pd substrater,
som indeholder ham, fx. blodplader, dels findes der en sikaldt “pseudokata-
lase” hos nogle stammer af Leuconostoc og Pediococcus (Whittenbury 1960).
Dette har faet Deibel & Evans (1960) til at foresla i stedet for katalaseproven
at bruge en modificeret benzidintest til pavisning af cytokromforekomst i
bakterier, idet de viste, at denne test som forventet er negativ hos alle meaelke-
syrebakterier i bredeste forstand, altsd ogsé hos alle streptokokker.

I tidens lgb har mange forskellige metoder veaeret benyttet til pavisning af
katalase (se fx. Molland 1947). De fleste har dog varet baseret pd iltudvik-
lingen fra brintoverilte, og dette princip anvendes ogsd hyppigt ved de i bakte-
riologien anvendte modifikationer (fx. Taylor & Achanzar 1972; Buckley
1975). Et afvigende princip er foresldet anvendt af Hanker & Rabin (1975).
De udnytter katalase-H,O, kompleksets evne til som peroxidase at oxidere
en farvelgs forbindelse, som i iltet tilstand bliver bld. Som farvestof anvendes
en blanding af dopamin, p-fenylendiamindihydroklorid og sulfoxid, hvortil
settes en ringe maengde H,0,; denne blanding dryppes pa et indterret strog
af bakterier pa et objektglas, og en positiv reaktion viser sig ved at bakteriemne
straks antager en blaviolet farve. En af fordelene ved denne fremgangsmade er,
at man undgir aerosoldannelse — en risiko ved katalasepreven, som allerede
blev omtalt af Knorri 1927.

2. Biokemisk baggrund

Hos bakterier med et respiratorisk stofskifte vil sterstedelen af den fra nee-
ringsstofferne afgivne brint via cytokromer reagere med luftens ilt og blive
til vand. I de tilfelde, hvor iltningen alene sker via flavoproteiner, dannes i
stedet for vand brintoverilte.

Forskellen mellem de to respirationsmader ligger i, at cytokrom overforer
2 par brintatomer, altsa 4 [H]

0, + 4 H cytokrom 5 o
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mens flavoprotein kun overforer eet par, altsa 2 [H]
0, +2H Flavoprotein H,0,

Da de fleste bakterier indeholder enten enzymet katalase eller enzymet pero-
xidase (eller begge), vil det dannede brintoverilte sekundaert blive reduceret
til vand. Katalase spalter H, O, efter ligningen:

H,0, + H,0, Xatalase o 1+ 21,0

Peroxidase kan kun reducere brintoverilten, hvis der samtidig findes et orga-
nisk substrat, der kan fungere som brintdonor. Skematisk kan reaktionen vises
pa folgende made:

RH, + H,0, Peroxidase g 4 2 H,0

P4 denne méade vil brintoveriltens ophobning og toksiske virkning undgis.

Som det fremgar af naestsidste ligning, medferer katalasens spaltning af
brintoverilte, at der frigeres ilt. Dette benytter man sig af for at pavise, om bak-
terier indeholder katalase, idet man bringer den ukendte bakterie i kontakt
med brintoverilte og iagttager, om der udvikles luft (ilt).

Katalase og peroxidase er begge oxidoreduktaser af typen hamproteiner;
katalase har en molekylvegt pa ca. 250.000 og 4 heemgrupper, peroxidase har
en molekylvaegt pa ca. 44.000 og | hamgruppe. Katalase er meget hyppigt
forekommende bade i dyr, planter og mikroorganismer; peroxidase findes
fortrinsvis i planter og mikroorganismer, bl.a. i malkesyrebakterier, men ogsa
i leukocytter og maelk. Katalasedannelsen i bakterier synes kun lidt afhaengig
af dyrkningsbetingelser; glukose i mediet hemmer ikke produktionen, og pH
tolerancen er stor. Nar katalasereaktionen i sure ogfeller gamle kulturer er
svagere, skyldes det, at en del af cellerne er dede. Ilt synes at vere ngdvendig
for syntesen af hamgrupperne og bliver dermed i visse tilflde en forudsset-
ning for katalasedannelsen (Heady et al. 1964).

Det er vist af Finn & Condon (1975), at tilsetning af sm& mangder af
H,0, til en Salmonella kultur stimulerer katalasedannelsen, men det er tvivl-
somt, om der er tale om en induktion i sedvanlig forstand. Samme forfattere
har bekraftet aldre undersggelser, som viste, at katalaseaktivitet i forhold
til celletzetheden i en kultur falder i logaritmisk fase og forst begynder at stige
ved overgangen til stationer fase, hvorefter stigningen fortsetter. En tilfreds-
stillende forklaring pa dette forhold kendes ikke.
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3. Valg af metode

Af sikkerhedsgrunde kunne man veare fristet til at anbefale den af Hanker &
Rabin (1975) anbefalede metode, men dens overensstemmelse med den klas-
siske katalaseprove er ikke tilstreekkelig belyst i ojeblikket.

Hvilken modifikation af den klassiske prove baseret pd iltudvikling, man
vaelger, er nappe afgorende. En semikvantitering af preveudfaldet som fore-
slaet af Taylor & Achanzer (1972), vil man vel i alle tilfeelde veere tilbgjelig
til at foretage, men verdien heraf er efter vor opfattelse usikker. Det er den
mest palidelige konstatering af et negativt udfald, som ved denne preve har
storst diagnostisk veerdi. Valg af H, O, koncentrationen ser i denne sammen-
heng ud til at vaere af betydning, og selv om vi ikke kan basere vor anbefa-
ling pa systematiske undersogelser, mener vi man til rutineprgven ber an-
vende en 30% H, O, oplesning.

4. Teknisk udforelse, aflesning og fortolkning

Som standardmetode har man i diagnoseafdelingen i mange &ar anvendt at
overfore kulturmasse fra en renkultur til en drabe H, O, pa et objekiglas,
men som supplement anvendes ofte direkte padrypning af H,O, pi en plade-
kultur. .

Substratet er en 30% brintoverilteoplgsning, som opbevares i brune flasker
i koleskab. En si staerk oplesning har en ganske ringe tendens til spontan
iltafgivelse, en tendens som forsteerkes af katalysatorer som platin og alle
slags partikuleere urenheder og ved mekaniske pavirkninger i form af omregren
og rystning. Resultatet er, at H,0O, koncentrationen langsomt falder, men
da den przcise koncentration ikke er afgprende, kan samme oplgsning an-
vendes i flere ar.

Udforelse: Fra en dggngammel renkultur eller fra en dggngammel koloni
pa en agarplade tages med en flamberet, afkolet glasstav en rigelis mangde
kultur. Kulturer p4d blodagar og ascitesagar er uegnede, da tilstedevarende
rode blodlegemer og/eller leukocytter indeholder katalase. I chokoladeagar
er katalasen inaktiveret pa grund af opvarmningen, og kultur fra dette substrat
kan godt anvendes. I forvejen har man pé et fuldstendig rent objektglas i
bunden af en petriskal afsat en stor dribe H, O, oplesning, og kulturmasse
afseettes nu i driben med et minimum af gniden og omreren. Det sker bedst
ved at spidsen af glasstaven feres nasten vandret midt ind i draben, si spidsen
hviler pa glasset, og med en hurtig rotationsbevagelse af glasstaven mellem
fingrene forseger man derefter at f4 kulturmassen til at slippe staven, s& den
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bliver heengende pa objektglasset nede i draben. Ofte vil den blotte beraring
af draben med kulturmassen straks fore til en kraftig luftudvikling, og i disse
tilfelde er der ingen grund til at sege kulturmassen afsat pd objektglasset;
glasstaven kan straks loftes op af driben og kasseres, da preven med sikker-
hed er positiv. Hvis der ikke kommer umiddelbar luftudvikling, leegges petri-
skalens lag straks pa, og med lup observerer man i nogle minutter draben for
at se, om der kommer luftbobler fra bakteriemassen.

Afleesning: Enhver luftudvikling — fra voldsom skumdannelse til fremkom-
sten af ganske enkelte luftbleerer — betragtes som en positiv reaktion. Hvis
der kun er enkelte luftblerer, eller hvis der ingen luftbleerer er i et tilfselde
hvor man forventer det, gentages proven. FAr man samme resultat begge gange,
accepteres det som prevens udfald; er der uoverensstemmelse, gentages proven
flere gange, og desuden dryppes H, O, direkte pa pladen, evt. pi et udskaret
stykke af agaren overflyttet til et objektglas, hvis man skal bruge pladen til
andre formal, idet H, O, hurtigt dreeber bakterierne.

Fortolkning: Konventionelt accepterer vi, at en katalaseprgve er negativ,
hvis man overhovedet ikke ser nogen luftudvikling, og positiv uanset hvor
ringe luftudviklingen er, forudsat at preven udferes som ovenfor beskrevet.
Fra et videnskabeligt synspunkt kan man herimod indvende, at der er erfa-
ringer som viser, at katalasedannelsen kan afhange af dyrkningsbetingelsemne,
fx. kan anaerob dyrkning af stafylokokker i nogle tilfeelde fore til en negativ
reaktion, og en positiv reaktion af visse melkesyrebakterier og visse Haemo-
philus arter kan vere afhengig af, at dyrkningsmediet indeholder pr&formeret
heem (Whittenbury 1964; Biberstein & Gills 1961). Hvor disse forhold er kendt
m4a man naturligvis lade dem indgé i fortolkningen af preven.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

En 30% oplesning af H,O, er sa sterk, at den atser huden; fir man noget
af oplgsningen pa henderne, skal stedet straks afvaskes med rigeligt vand.

Den eksplosive iltudvikling, som kan blive resultatet af en sterk positiv
katalasetest, medferer at bakterier fra proven i betydeligt antal slynges ud i
luften. Risikoen for at den person, som udferer proven, far bakterier pa slim-
hinder, hud og tej er derfor stor, iseer da man vil vaere tilbgjelig til at sidde
med hovedet bojet over arbejdet, og da der ofte er tale om patogene bakterier,
rummer dette en infektionsrisiko. Man skal derfor udfere reaktionen i bunden
af en petriskal, og idet man forer glasstaven med bakteriemassen ned i rea-
gensdraben, skal man holde laget si tet ned over skdlen som muligt, og nir
glasstaven tages vak, skal laget leegges helt pd. Udferer man preven ved at
dryppe H,0, direkte pé pladen, skal 1aget p4 samme made under padrypningen
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holdes som et skjold mellem pladen og underspgeren og derefter straks leegges
helt pa. Glasstav, objektglas og petriskdl behandles som inficeret materiale.

6. De vigtigste katalase-negative bakterier

Da der er en stor overvaegt af katalase-positive bakterier blandt dem, der fore-
kommer i et klinisk-mikrobiologisk laboratorium, er det mere hensigtsmassigt
at give en fortegnelse over de negative end de positive arter. Som hovedregel
er aerobe og fakultative arter positive og anaerobe arter negative, s det er
afvigelserne fra hovedreglen, som har diagnostisk interesse. Fortegnelsen
folger som szdvanlig angivelserne i Bergey’s Manual, 8. udg., men de er nok
ikke i alle tilfelde den endelige sandhed.

Campylobacter: 1 species (C. sputorum)

Bordetella: i B. pertussis 20-25% af stammerne

Francisella: begge species

Shigella: serotype 1 af S. dysenteriae, dvs. de ®gte toksindannende Shiga’s
bakterier, samt nogle stammer af S. flexneri (ca. 5%)

Haemophilus: blandt arter med manglende evne til at syntetisere hem
(= X faktor) vil alle stammer veere negative, med mindre de dyrkes pa
hzmholdigt medium; er det tilfzeldet, vil nogle veere negative, men de
fleste svagt positive.

Cardiobacterium

Streptobacillus

Eikenella corrodens

Fusobacterium

Leptotrichia

Moraxella kingae

Veillonella: i nogle species en atypisk katalase

Acidaminococcus

Megasphaera ;

Streptococcus med meget fa undtagelser, fx. er ca. halvdelen af S. faecalis
stammer positiv pa chokoladeagarplader. '

Leuconostoc med fa undtagelser

Pediococcus med fa undtagelser

Aerococcus med fa undtagelser

Gemella

Peptococcus med nogle undtagelser

Peptostreptococcus

Sarcina
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Bacillus: som hovedregel positiv, men 3 insektpatogene species (B. larvae,
B. popilliae og B. lentimorbus) er negative.

Lactobacillus mied meget £ undtagelser

Erysipelothrix

Propionibacterium: som hovedregel positiv, men enkelte species og stammer
er negative.

Eubacterium med fa undtagelser

Actinomyces, dog er A. viscosus positiv

Arachnia

Bifidobacterium

Mycobacterium

7. Diagnostisk veerdi og saerlige anvendelsesomrader

Provens veerdi er begranset, dels fordi dens reproducerbarhed i for mange
tilfzelde synes afhangig af sma variationer i substrat og dyrkningsbetingelser,
dels fordi hovedskellet mellem positive og negative fplger skellet mellem
aerobe (strikt og fakultative) og anaerobe.

Ved diagnosen af grampositive kokker har preven verdi ved at skelne de
negative streptokokker, pneumokokker og aerokokker fra de positive mikro-
kokker og stafylokokker.

Blandt grampositive stave, som kan vokse under aerobe forhold, er Lac-
tobacillus, Bifidobacterium og Erysipelothrix katalase-negative.

Blandt gramnegative stave, som kan vokse aerobt, er folgende katalase-
negative: Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, Moraxella kingae,
Actinobacillus equuli, “Haemophilus’’ vaginalis, Haemophilus aphrophilus,
Streptobacillus moniliformis og Leptotrichia buccalis.
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Nitratreduktionsprever

Prover der kan afgere, om bakterier indeholder enzymerne nitratreduktase
og nitritreduktase.

1. Historisk indledning

Kvalstofomsatningen i naturen har mange aspekter, og litteraturen om emnet
er enorm. Erkendelsen af, at evnen til at reducere nitrat til forbindelser hvori
kvalstof indgir med et lavere iltningstrin (nitrit, kveelstofforilte, kvalstof og
ammoniak) kunne bruges som en karakteriserende egenskab hos bakterier,
udvikledes sidelpbende med undersegelser, der primeert var rettet imod at
opklare problemer af landgkonomisk natur, fx. salpetersaltes egnethed som
godning og denitrifikationens og kvalstoffikseringens henholdsvis skadelige
og gavnlige virkning pa landbrugsjorden.

At ikke alene planter, men ogsd mikroorganismer besidder evne til at redu-
cere nitrat, finder man anfort som hypotese hos Schénbein (1868), Schloesing
(1868) og Meusel (1875), men bevis for, at det er tilfzldet, findes forst hos
Gayon & Dupetit (1882a, b, 1886), som med renkulturer af forskellige bakte-
rier viste, at tilsat nitrat under bestemte betingelser omdannedes til nitrit,
luftformige kvelstofforbindelser eller ammoniak. Sammen med tilsvarende
undersogelser af Burri & Stutzer (1895) udger Gayon & Dupetit’s forseg
grundlaget for alt senere arbejde med bakteriers udnyttelse af nitrat dels som
Jvzlstofkilde---(assimilatorisk...nitratreduktion) dels som elektronacceptor
ved..en. energigivende, anaerob. respiration--(dissimilatorisk..nitratreduktion).

De zldre metoder til kemisk nitritpavisning var ikke specifikke (Laurent
1890), men i 1879 havde den tyske kemiker Griess vist, at en blanding af svovl-
sure oplesninger af naftylamin og sulfanilsyre var et bade specifikt og meget
felsomt reagens, og den ungarske kemiker Ilosvay angav i 1889, at felsomhe-
den og iser reaktionshastigheden foregedes, hvis man anvendte eddikesyre
som oplgsningsmiddel i stedet for svovisyre. Nitritpavisning med dette
modificerede reagens — hurtigt betegnet som Griess-Ilosvay’s prove — har siden
vaeret standardmetode i bakteriologien.
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De forste undersogelser med bakteriologisk-diagnostisk formal for oje
med denne preve blev udfert af Lunkewicz (1894), Dieudonné (1895) og
Maassen (1901). En del af resultaterne ser med nutidige @jne overraskende
ud, men fra omkring arhundredeskiftet var proven etableret som rutinemetode
ved bakteriologiske differentialdiagnoser.

Vardien af proven var dog pa grund af vanskeligheder med reproducer-
barhed og fortolkning ikke stor. Bidrag til en forbedring af disse forhold
gav Conn & Breed (1919), Bronfenbrenner & Schiesinger (1920), Wallace
& Neave (1927), ZoBell (1932) og Conn (1936). Blandt andet blev det fast-
slaet, at god og hurtig veekst var en vesentlig forudsaetning for at fa reprodu-
cerbare resultater, og ZoBell fremheaevede veerdien af tilsetning af zinkpulver
som en kontrol der kunne vise, om der stadig var nitrat i mediet efter rea-
gensets tilsetning, hvorved tolkningen uddybedes. At tilsetning af.zinkpulver
kan..reducere. nitrat_til nitrit, var vist af Schénbein allerede i 1861. Steel &
Fisher gjorde i 1961 opmarksom pd, at denne kontrol kan blive illusorisk,
hvis der tilseettes si store mangder zink, at reduktionen gir ud over nitrit-
stadiet. Bronfenbrenner & Schlesinger (1920) foreslog at bruge to glas — et
med nitrat og et med nitrit — da det ville give bedre mulighed for at fortolke
resultatet end ét nitratglas alene. Dette var for ZoBell (1932) anbefalede
tilsetning af zinkpulver, men forslaget er stadig relevant, fordi der findes
~ bakterier, som mangler nitratreduktase, men alligevel har nitritreduktase.

Et skridt i retning af en foregelse af nitratreduktionsprevens differentie-
rende vaerdi findes maske i Pichinoty’s pavisning i 1964 af to forskellige nitrat-
reduktaser, kaldet A og B, der i bestemte bakterier kan forekomme hver for
sig eller begge sammen. Senere undersegelser (Pichinoty 1973) antyder, at
fordelingen af de to reduktaser pa de forskellige bakteriegrupper har en vis
taxonomisk vardi, men forelpbig har disse iagttagelser ikke fort til storre
praktiske resultater.

Folgende den almindelige tendens siden 1950’erne har man ogsd indfert
mikrometoder og hurtigmetoder baseret pad den klassiske nitratreduktions-
prove. Resultater kan opnis i lobet af 1-2 timer, og overensstemmelsen med
standardmetoden er tilsyneladende god (se fx. Porres & Porter 1974 og Pd-
Covd & Kocur 1975).

2. Biokemisk baggrund

Til forstaelse af nitratets reduktion anferes her en figur, som viser kvaelstoffets
forskellige iltningstrin (oxidationstrin):
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+ 5 NOj;~ nitratjon, HNOj salpetersyre
+ 4 NO, kvzlstofoverilte, luftart
+ 3 NO,~ nitritjon, HNO, salpetersyrling
+ 2 NO kvealistofilte, luftart
+1 N,O kvzlstofforilte, luftart
0 N, frit kveelstof, luftart
- 1 NH,OH hydroxylamin, svag base
- 2 N,H, hydrazin, svag base
- 3 NH,* ammoniumjon, NH; ammoniak

Nitrat (NO;") udnyttes af bakterier pa to forskellige mader: dels optager
nogle bakterier fra nitratmolekylet det kvalstof, de skal bruge i biosyntesen
dels kan nogle bakterier bruge molekylets ilt ved en anaerob, mere eller mindre
energigivende respiration. I begge tilfelde vil der ske en reduktion af nitrat-
molekylet; ved den forste proces taler man om en assimilatorisk, ved den anden
om en dissimilatorisk reduktion. Udover at de to processer adskiller sig med
hensyn til deres funktion i bakteriestofskiftet, er der ogsi forskelle mellem
de enzymer, der indgar i reaktionskederne, men i gvrigt viser selve reaktions-
forlpbet — si vidt det er oplyst — mange lighedpunkter. Det galder i hvert
fald forste og andet trin i reduktionen, der skematisk kan vises pa folgende
méde:

organisk molekyle med NH, grupper

nitrat nitrit
NO;~ —— NO,~ NH,
reduktase reduktase

N, og/eller N,O

Ved en assimilatorisk reduktion vil slutproduktet vaere forskellige kveelstof-
holdige organiske molekyler i cellen og kun sjeeldent, og i s4 fald i ringe meng-
de, vil der findes ekstracellulere, delvis reducerede uorganiske kvelstoffor-
bindelser.
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Anderledes er det ved den dissimilatoriske reduktion, hvor den samlede kval-
stofmaengde fra nitratmolekylet vil findes ekstracellulert i kulturen som re-
ducerede uorganiske forbindelser. Hvilke forbindelser, der findes, vil afheenge
af bakteriens art og de kulturelle betingelser; i nogle tilfelde ophobes nitrit,
i andre frit kvalstof og kvalstofforilte og i andre igen NH; eller ukendte
intermedieerprodukter. Teoretisk kan der skelnes mellem de tilfeelde, hvor
elektroneme pi deres vej fra det organiske substrat til nitrat har passeret
elektrontransportkeden, si der dannes ATP (zgte dissimilatorisk nitratre-
duktion), og de tilfzelde, hvor elektronerne — uden om elektrontransport-
keeden — mere eller mindre direkte overfores til nitrat (tilfzeldig (incidentel)
dissimilatorisk nitratreduktion), hvorved der kun dannes en ringe ma&ngde
energi.

Med de i bakteriologien anvendte nitratreduktionsprever kan man ikke
skelne mellem de lige nevnte situationer, men kun pavise felgende tre mu-
ligheder: 1) ingen paviselig reduktion af nitrat (hvilket dog strengt taget ikke
udelukker en assimilatorisk reduktion), 2) nitrat er reduceret til nitrit, som op-
hobes, og 3) nitrat er reduceret ud over nitrit. I sidste tilfeelde kan man evt.
vise, at reduktionsproduktet er en luftart (N, og/eller N, O). Dette sarlige
udfald af reduktionsprocessen kaldes fra gammel tid en denitrifikation, som
dog kun er et specielt tilfelde af en dissimilatorisk nitratreduktion.

Det specifikke substrat for proven er det til kulturmediet tilsatte KNO;.
Ved provens udforelse tilsattes et reagens, som kan pdvise tilstedeveerelsen
af nitrit. Finder man nitrit, er det udtryk for, at nitratreduktase har reduceret
nitrat til nitrit. Finder man derimod ikke nitrit, kan det skyldes enten at der
ikke har veret nogen nitratreduktase-aktivitet, eller at dannet nitrit er for-
svundet igen ved at vare blevet reduceret videre af en nitritreduktase. For
at skelne mellem disse to muligheder settes til de glas, hvor der ikke er pavist
nitrit, en lille meengde zinkstgv, som kemisk er i stand til at reducere nitrat
til nitrit. Sker dette, hvad der vil vise sig ved, at der nu fremkommer en ni-
tritreaktion i glasset (nitritreagenset er jo allerede til stede), betyder det, at
der stadig var nitrat i glasset, og heraf kan sluttes, at den manglende nitrit-
reaktion ved reagenstilseetningen ma betyde, at der ikke har varet nogen ni-
tratreduktase-aktivitet, dvs. nitratreduktionspreven er negativ. Hvis der efter
tilseetning af zinkstev stadig er en negativ nitritreaktion, ved man, at der i
glasset hverken findes nitrat eller nitrit, og det kan tages som udtryk for, at
det oprindelig tilstedeveerende nitrat er reduceret til et stadium ud over nitrit,
og at der altst ma have veere bade nitrat- og nitritreduktase-aktivitet. Hvor
vidt reduktionen er giet, fair man ikke at vide pd denne méde, med mindre
man samtidig undersoger for luftudvikling. Paviser man luft, kan resultatet
*nitrat reduceret ud over nitrit” @ndres til “nitrat reduceret til luftformige
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kveelstofforbindelser = denitrifikation™. Vi ved ikke sikkert, hvilken diagno-
stisk betydning det har at skelne mellem disse to slags resultater. Nogle haevder,
at egte denitrifikation (dvs. luftudvikling) er karakteristisk for bestemte bakte-
rier, men det er muligt, at forskellen alene beror pad de narmere betingelser,
hvorunder proven udfores.

Der findes flere metoder til pavisning af nitrit (se fx. Wallace & Neave .
1927), men den helt dominerende metode i bakteriologien er Griess-Ilosvay’s.
Ved tilsetning af sulfanilsyre og a-naftylamin i eddikesur oplesning til kul-
turen dannes i nzrver af nitrit et rodt azofarvestof (p-sulfobenzene-azo-
o-naftylamin) efter felgende ligning:

5 -G

SO,H SO,H

Sulfanilsyre + salpetersyiling + a-naftylamin = p-sulfobenzene-azo-o-naftylamin (redt
azofarvestof)

Reaktionen er si folsom, at den kan péavise 1 del nitrit i 100 millioner dele
vand (Warington 1881). Da farven under visse omstzendigheder ikke er stabil,
har man undertiden anvendt dimetyl-o~naftylamin (Wallace & Neave 1927),
- der giver samme rode farve, men er mere stabil, og reaktionen er kun en anel-
se mindre folsom. Siden 1966, da det blev kendt, at a-naftylamin ved ind-
anding eller bergring med hud eller slimhinder rummede risiko for fremkaldelse
af blerekreft (pjece fra The Chester Beatty Research Institute, Royal Cancer
Hospital, London, april 1966), er man giet over til i stedet at bruge enten
l-o-naftylamin-7-sulfonsyre — ogsd kaldet Cleve’s syre (Crosby 1967) eller
a-naftol (McLean & Henderson 1966). Med Cleve’s syre indtreder reaktionen
lidt langsommere, og den rede farve har en lidt anden nuance, men felsomhe-
den er af samme storrelsesorden som med o-naftylamin.

En precis formulering af de optimale kulturelle betingelser for udferelse
af en standard-nitratreduktionspreve er vanskelig. For det forste kan reaktio-
nen som navnt skyldes to helt forskellige processer, der hver iser kraver
serlige betingelser, og for det andet er oplysningerne om undersogte bakterier
sd spredte, at man mi veere forsigtig med generaliseringer. For flertallet af de
kendte nitrat- og nitritreduktaser er det vist, at de kraver tilstedevaerelse af
nitrat for at induceres. Mens den assimilatoriske reduktion stort set synes
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upavirket af ilt, er de dissimilatoriske enzymer overordentlig iltfglsomme, sa
selv meget sma iltkoncentrationer udover total repression over for enzymdan-
nelse, foruden at de haemmer aktiviteten (Nason 1962; Pichinoty 1963). Heraf
fremgar, at hvis man tilstraeber at pavise flest mulige af de tilfzlde, hvor nitrat-
reduktion er en potentiel mulighed, og i disse tilfeelde gnsker, at reduktionen
skal g si langt som muligt, vil det veere hensigtsmassigt at udfere proverne
under strikt anaerobe forhold; men biokemiske erfaringer tyder pa, at kravene
til anaerobiose er si strenge, at de vil veere vanskelige at opfylde i et rutine-
laboratorium (Skerman et al. 1951, 1957, 1958, cit. efter Pichinoty 1973).

3. Valg af metode

Med de nu gangse nitratreduktionsprover udnytter man ikke alle de mulig-
heder, der i dag er for at karakterisere en ukendt stamme i dens forhold over
for nitrat. Man kunne derfor overveje, om man ikke pé baggrund af den nuvee-
rende viden om assimilatorisk og dissimilatorisk nitratreduktion burde indfere
nogle simple vakstforsgg under aerobe og anaerobe forhold, som kunne give
oplysning om bakteriernes krav med hensyn til kvalstofkildens art (nitrat,
ammoniak eller organisk kvalstof) og give mulighed for at skelne mellem
obligat denitrifikation og fakultativ (incidentel) nitratreduktion ud over ni-
tritstadiet. Ved at kombinere vakstforspg under varierende betingelser med
pavisning af nitrit, N,, N,O og NH;, er der efter litteraturen at demme mu-
lighed for at skelne mellem assimilatorisk og dissimilatorisk reduktion og for
en underopdeling af sidstnsevnte pi grundlag af slutproduktet. Mens man
uden tvivl ber udnytte disse muligheder, hvis man arbejder med taxonomiske
revisioner, er det mere tvivlsomt, om det vil veere rimeligt at gore det ved
rutine-identifikationer. Vort forelpobige sken er, at gevinsten ikke ville st
i forhold til indsatsen, men at det ville veere af veerdi at gennemfore en storre
undersogelse, som kunne vise dette. Indtil en sidan underspgelse foreligger,
kan man fortsette med at bruge de to metoder, som i mange &r har veeret
anvendt i diagnoseafdelingen:

A) Nitratreduktionsprove efter vaekst i 0,5% pepton tilsat nitrat

B) Nitratreduktionsprove efter veekst i halvflydende ascitesagar tilsat nitrat
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4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

A. Nitratreduktionsprove efter veekst i 0,5% peptonoplasning
Substrat

Pepton (Bacto) 0,5%

KNO; 0,02%

i dest. vand, pH 7,4

Aftappes i reagensglas (155 x 14/15 mm), i ca. 5 cm hoje lag.

Reagenser
a) Sulfanilsyre 3g
Iseddikesyre 180 ml
Dest. vand 720 ml
b) l-naftylamin-7-sulfonsyre 1,2¢g
(Cleve’s syre)
Iseddikesyre 180 ml
Dest. vand 720 ml
Udforelse

Nitratglasset tilsds rigeligt fra en renkultur pd standardplade og inkuberes
ved 35°C eller den temperatur, hvor stammen vokser bedst. Nogen fast af-
lesningstid kan ikke angives; reglen er, at kulturen skal veere fuldt udvokset,
hvilket med Enterobacteriaceae som regel tager mindre end 20 timer, men med
andre bakterier kan tage 48 timer eller lngere.

Af reagenser tilsattes ca. 1 ml sulfanilsyre og ca. 1 ml af Cleve’s syre. Man
venter derefter i ca. 5 minutter pd fremkomsten af red farve, inden der evt.
tilsettes zinkpulver. En lille mangde zinkpulver (ca. 20-25 mg/glas) drysses
oven i alle glas, som ikke har udviklet rod farve, hvorefter glassene henstir
til observation i 10 minutter. Da det er en reduktion, som skal foregi, ma
glasset ikke rystes energisk, men med et par slag pa siden af det kan man
undgd, at zinkstgvet bliver liggende som et lag p& overfladen af kulturen.
Som kontrol ber altid medtages et ikke-tilsdet glas, der inkuberes sammen
med kulturerne.
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Afleesning og fortolkning

Der er to trin i afleesningen: 1) Efter tilsetning af reagens a+b noteres, om
glasset er blevet radt. En rod farve betyder, at der er nitrit i glasset, og det
registreres som +, hvilket altsd betyder, at nitrat er reduceret til nitrit. 2) Til
glas, der ikke er blevet rede, tilseettes zinkpulver, og det noteres om glasset
nu bliver rodt. Et redt glas pd andet trin af aflesningen registreres som O,
og det betyder, at nitrat ikke er blevet reduceret, hvorimod et farvelest glas
registreres som +++ som tegn pd, at bade nitrat og nitrit er blevet reduceret.
Kontrolglasset undersgges p4 samme méde som de tilsdede glas.

Hyvis nitratglasset er udstyret som et Durham-glas til pavisning af luftudvik-
ling (ligesom i glukose- og mannitforgeringsglas), afleses, om der er luft-
udvikling, og i si tilfzlde angives resultatet som ~+++ med luftudvikling”.
De forskellige preveudfald tillader folgende slutninger:

0 . Ingen nitratreduktase til stede
+ . Nitratreduktase, men ikke nitritreduktase til stede
+++

: Bade nitrat- og nitritreduktase til stede
+-++ med luft

En farve, der er si svagt rod efter zinktilseetning, at man vil vare tilbgjelig
til helt at se bort fra den, kan rejse tvivl om, hvorvidt resultatet skal vare O
eller +++. Erfaringen viser, at disse stammer som regel er +++ positive, men
det vil vare klogt at lave proven om og inkubere lidt lsengere.

Fejlkilder

1)Hvis veksten er sparsom, evt. fordi pepton er et uegnet na@ringsstof for
den pagzldende bakterie, kan det fore til falsk negative resultater. Prov i sa-
danne tilfxlde at dyrke i nitratglasset med ascitesagar.

2)Sma forureninger af substratbestanddelene med nitrit kan give falsk
positive 7+ resultater, derfor altid kontrolglas.

3)NO," i laboratorie- eller termostatluften kan absorberes i glassene og
give falsk positive ’+” resultater, derfor altid kontrolglas.

4)Den rede nitritfarve kan bleges hurtigt (ved meget hgje nitritkoncen-
trationer), si et positivt ”+°* resultat overses, derfor kontinuelig observation
efter reagenstilsetningen.

5)Den overgang til en mere brunlig farve, som iseer ses i kulturer, der er
H,S positive, betyder intet for aflesningen; en brun farve er i denne sam-
menheeng si god som en red.
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6) Tilsetning af en for stor mangde zinkstov kan give en falsk "+-++”
reaktion, idet zinkstgvet kemisk reducerer ikke blot nitrat til nitrit, men ogsé
det dannede nitrit videre til andre forbindelser.

7) Laengere tids inkubering i rigere medier fx. filtreret bouillon kan &ndre en
”+” reaktion til en ”+++" reaktion. Det er iagttaget bl.a. med Proteus rettgeri
og Proteus inconstans biotype B, men kan sikkert forekomme med andre
Enterobacteriaceae, og det sker formentlig, fordi nitrat og nitrit opbruges
under den incidentelle dissimilation som folge af den kraftigere vakst.

B. Nitratreduktionsprove efter veekst i halvflydende ascitesagar
Substrat

Filtreret bouillon

KNO; 0,1%
Ascites 30%
Vandagar ca. 0,3%

Aftappes i glas (155 x 14/15 mm), med paraffineret vatprop i hej sejle og
merkes ’30% ascites, halvflydende agar med KNO; .

Forskellen pd de to prover er alene, at det sidste medium giver bedre vaekst-
betingelser for nogle bakterier samt at forholdene i kulturen pi grund af den
halvflydende konsistens kan holdes mere anaerobe end i et flydende medium,
hvilket generelt set er en fordel. I gvrigt geelder alt, hvad der er beskrevet om
preven i peptonmediet ogsd for preven i halvflydende ascitesagar.

6. Fortegnelse over de vigtigste nitratreducerende ’+” og denitrificerende
”+++" species (ifplge Bergey’s Manual, 8. udg.)

Ved denitrificerende forstas enten at luftdannelse er pavist eller at bade nitrat
og nitrit er reduceret.

Campylobacter: 1 species +++, 2 species +

Pseudomonas: mange species +++, enkelte species +
Agrobacterium. 2 species +, mange stammer +++

Alcaligenes: nogle species +++, andre species +

Brucella: alle species +, undtagen B. ovis

Bordetella: 1 af 3 species +

Enterobacteriaceae: alle species +, undtagen Erwinia amylovora
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Vibrio: alle species +, undtagen V. proteus

Aeromonas: alle species +, nogle stammer +++

Plesiomonas: alle stammer +

Photobacterium: alle stammer +

Lucibacterium. alle stammer +

Chromobacterium: de fleste stammer +++, nogle +

Flavobacterium: 4 species +

Haemophilus: de fleste species +

Pasteurella: alle species +

Actinobacillus: alle species +

Bacteroides: nogle species +

Fusobacterium: en enkelt species +

Neisseria: 1 species +++, flere species reducerer nitrit, men ikke nitrat

Branhamella: de fleste stammer +, kan vaere +++

Moraxella: de fleste stammer i 4 species +

Paracoccus: 2 species +++

Veillonella: 2 species +

Micrococcus: nogle stammer ++-+(?), nogle +

Staphylococcus: nogle stammer +++, nogle +

Gemella: nogle stammer reducerer nitrit, men ikke nitrat

Peptococcus: 3 species +

Bacillus: enkelte species +++, mange species +, nogle stammer af andre
species +

Clostridium: en del species +, nogle stammer i andre species -+

Lactobacillus: nogle fa stammer af 2 species +

Listeria: 2 species +

Corynebacterium: nogle animale species +

Arthrobacter: de fleste species +, nogle stammer i de resterende species +

Cellulomonas: de fleste stammer +

Propionibacterium: 4 species ¥, nogle stammer af andre species +

Eubacterium: 7 species +, nogle stammer af andre species +

Actinomyces: 3 species +, nogle stammer i de gvrige species +

Arachnia: eneste species +

Bacterionema: eneste species +

Rothia: eneste species +++

Mycobacterium: en del species +, nogle stammer af andre species +

Nocardia: 15 species +, nogle stammer i 2 andre species +
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7. Diagnostisk veerdi og seerlige anvendelsesomrader

Af det beskrevne fremgir, at man ikke ubetinget kan stole pd et negativt
udfald af preven og at man ikke kan vaere sikker pd at kunne péavise alle til-
feelde af “reduktion ud over nitrit” samt at det kan vare tvivlsomt, hvor
ofte man kan identificere dette proveudfald med begrebet en &gte denitri-
fikation. Med andre ord, preven er ikke sarlig god.

P4 den anden side foreligger der en raekke situationer, hvor den pé et rent
empirisk grundlag har vist sin anvendelighed.

Et eksempel er sleegten Pseudomonas, hvor flere vigtige species regelmas-
sigt giver ”+++” reaktioner og nogle species giver ”+” reaktioner, mens
de fleste ikke reducerer. Lignende forhold gzlder for slegten Alcaligenes.
Det betragtes som en hovedregel, at alle arter i familien Enterobacteriaceae
reducerer nitrat til nitrit. En enkelt undtagelse er Erwinia amylovora, som dog
er i stand til at assimilere nitrat i vekstforseg (Sutton et al. 1960). En del
stammer af Proteus rettgeri og en del stammer af Proteus inconstans biotype
B, og muligvis andre Enterobacteriaceae, kan man fa til at reducere ud over
nitrit. I slegten Bordetella kan B. bronchiseptica reducere til nitrit, mens
de 2 andre species mangler evnen. I slegterne Moraxella og Neisseria kan
proven med nogen fordel anvendes i speciesdifferentiering, ndr hovedvagten
leegges pé de positive reaktioner. Til Neisseria—gruppen kan det anbefales ogsa
at bruge glas med nitrit i en maengde pa 0,01%.

Til klassifikatoriske formdl har ”+”° reaktioner kun ringe veerdi, mens
»+4++4> reaktioner er vaerdifulde (Palleroni & Doudoroff 1972).
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Kapitel 17
Alment om kulhydratomsatning

Kulhydrater forekommer i stor mangde i naturen og er for mange bakterier
deres vigtigste kulstof- og energikilde. Som folge heraf er der under evolu-
tionen udviklet et stort antal bakterielle enzymer med den opgave at omdanne
de naturlige kulhydrater til simplere forbindelser, si de enten kan indgi som
brendstof i bakteriernes energistofskifte eller tjene som byggesten for bak-
teriecellerne.

Forskellige bakterier har mere eller mindre forskellige mader, hvorpa de
omsatter kulhydrater, og maden hvorpa en bestemt storre eller mindre gruppe
af bakterier gor det er ofte si karakteristisk, at man derved kan adskille grup-
perne fra hinanden.

Biokemisk -har man efter mere end 100 &rs arbejde med disse problemer
nogenlunde rede pa de vigtigste former for bakteriel kulhydratomsatning og
kan pa denne baggrund beskrive og forstd de forskellige bakteriologiske prover,
der anvendes. Da det uden en vis biokemisk baggrundsviden er svert at fa
samling pd det omfattende stof, vil vi indledningsvis give en kort oversigt
over A) de vigtigste kulhydrater, B) de vigtigste biokemiske nedbrydnings-
mekanismer og navne C) syntese af enkelte diagnostisk vigtige polysakkarider.
I gvrigt henvises til de mere detaillerede fremstillinger i eksisterende biokemiske
og mikrobiologiske hindbeger. Sarlig vil vi anbefale Stanier, Adelberg & In-
graham: The Microbial World, 4. udg. 1976, og Hoff-Jorgensen, Moe & Munks-
gaard: Elementer biokemi, 3. udg. 1975.

A.De vigtigste kulhydrater

Sukkerarter eller kulhydrater er bygget som keader eller ringe af indbyrdes
forbundne kulstofatomer (-C-), hvortil der er bundet brintatomer (-H) og
hydroxylgrupper (-OH). Antallet af kulstofatomer i den enkelte ring eller
kade er hyppigst 6, men kan vaere bade storre og mindre. ’



154 Undersogelse af kulhydratomseetning

Et typisk kulhydrat er D-glukose, som i keedeform ser siledes ud:

o) OH H OH OH OH

Il I I | I |

C1 _Cz_ C3_ C[._ C‘5_C5_ H
| I I I I I

H H OH H H H

Ringformen opstar ved at molekylets ender bejes mod hinanden, og der dannes
en ny binding mellem C; og C;5 atomet.

Glukosemolekylet er modersubstans for de fleste andre kulhydrater, som
adskiller sig fra glukose enten ved at brintatomer og hydroxylgrupper ved de
forskellige kulstofatomer vender i andre retninger eller ved at antallet af kul-
stofatomer varierer, eller ved at flere ringe er bundet sammen til leengere mole-
kyler (di-, tri- og polysakkarider).

Hvis man forestiller sig, at -H og -OH gruppen ved Cs atomet byttede stil-
ling, ville man have et stof med samme sammensatning som D-glukose, men
med lidt andre egenskaber. Dette stof kaldes L-glukose, og D- og L- formerne
af glukose kaldes stereoisomere stoffer. Hvis molekylet findes i ringform, vil
der veere en -H og en -OH gruppe pa C, atomet, som ogsd kan bytte stilling,
og disse to stereoisomere stoffer kaldes a- og B-former af henholdsvis D-
og L-glukose. Sterecoisomeri spiller en vigtig rolle i biokemien, fordi visse
enzymer er i stand til at angribe den ene stereoisomere form af et stof, men
ikke den anden form, og derfor skal de kulhydrater, der anvendes i bakterio-
logiske prover, vare merket som D- eller L- og evt. ogsd som a- eller -,
s4 man pracist ved i hvilken form stoffet findes.

De kulhydrater, der hyppigst anvendes i bakteriologiske prover, er sakkari-
der og alkoholer, som omtales i det folgende.

Monosakkarider: Af navnet mono fremgir, at der i molekylet kun er een
ring eller kort kade. De fleste af de monosakkarider, der bruges, har 6 kulstof-
atomer og kaldes under eet hexoser (hexa = 6); fx. fruktose, galaktose, glukose,
mannose og sorbose. Monosakkarider med 5 kulstofatomer kaldes tilsvarende
pentoser (penta = 5), fx. arabinose, xylose og ribose.

Rhamnose er en hexose med eet iltatom mindre end seedvanligt og betegnes
derfor som en desoxyhexose.

Di- og trisakkarider er kulhydrater med henholdsvis to og tre monosakkari-
der forbundet ved en s@rlig kemisk binding kaldet en glykosidbinding, se fx.
formlen for laktose i kapitel 26). Et fellesnavn for begge grupper er oligo-
sakkarider (oligo = fi), som angiver at de bestir af f4& monosakkaridenheder
modsat polysakkarider (poly = mange), der bestar af mange sammenkoblede
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enheder. De hyppigst anvendte disakkarider med angivelse af de monosakka-
rider, der indgar, er folgende:

Trehalose = a-D-glukose + a-D-glukose
Sakkarose - a-D-glukose + f-D-fruktose
Cellobiose —> 8-D-glukose + f-D-glukose
Maltose = a~-D-glukose + p-D-glukose
Laktose = f-D-glukose + -D-galaktose
Melibiose = D-glukose + a—D-galaktose

De hyppigst anvendte trisakkarider med angivelse af de monosakkarider, der
indgar, er folgende:

Raffinose = a-D-galaktose + a-D-glukose + p-D-fruktose
Melezitose = a-D-glukose + f-D-fruktose + o~D-glukose

Et andet navn for disakkarider er glykosider pa grund af navnet pa den serlige
kemiske binding mellem de to monosakkarider. Til glykosiderne regnes ogsi
stoffer, hvor kun en af komponenterne er et monosakkarid, medens den anden
komponent er et andet stof. Af sidanne glykosider anvendes i bakteriologien
folgende:

Zskulin - glukose + 6,7-dihydroxycumarin (= &skuletin)
Salicin — glukose + salicylsyrealkohol (= salignin)

Polysakkarider: Eksempler p4 disse kulhydraters opbygning er omtalt i af-
snittene om stivelse, cellulose og pectin. Det er ofte meget lange molekyler
opbygget af een bestemt slags monohexose.

Alkoholer: 1 laboratoriejargon regnes visse alkoholer med blandt kulhydra-
terne, fordi de bruges pa linie med de egentlige kulhydrater i de sikaldte
forgeeringsreekker, og desuden er de kemisk nart beslegtede. De almindeligst
anvendte alkoholer er folgende, ordnet efter antallet af primaere alkohol-
grupper:
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Monovalent : eatanol = atylalkohol
Trivalent :  glycerol
Pentavalent : adonitol = reduceret ribose

sorbitol = reduceret glukose

mannitol = reduceret mannose

dulcitol reduceret galaktose

inositol (dette molekyle er ringformet modsat de
pvrige alkoholer)

Hexavalent

Efter korrekt kemisk nomenklatur ender alle alkoholers navne pd -ol, men
i Danmark bruges ofte betegnelserne adonit, sorbit, mannit, dulcit og inosit
uden tilfejet —ol.

B. Hovedprincipperne for bakteriel kulhydratnedbrydning

Det er en hovedregel for al bakteriel udnyttelse af organiske stoffer i naturen,
at den sker gennem en trinvis spaltning af store molekyler til stadig mindre
molekyler, og at disse mindre molekyler derefter gennemgir en reekke om-
dannelser pa en sidan made, at den energi, der er til stede i molekylernes
kemiske bindinger, frigeres til brug for bakteriestofskiftet. De meget simple
kemiske forbindelser, som tilsidst bliver tilbage, indgir pany i naturens stof-
kredslgb, hvor de tjener til opbygning af nye generationer af levende organis-
mer, herunder ogsd nye bakterieceller. Hver af de navnte biokemiske spalt-
ninger og omdannelser foregir under medvirken af sarlige enzymer, dvs.
proteinmolekyler dannet af bakterierne med det formal at fremme bestemte
biokemiske omdannelser. .

Det forste trin i nedbrydningen af poly- og oligosakkarider er spaltning af
glykosidaseprover, fx. ONPG-prgven og andre tilsvarende som ONPX- og
PGUA-proverne (se kapitel 21) samt @skulinpreven (se kapitel 22).
pler pa prover, der paviser sidanne enzymer, kan navnes stivelse-, cellulose-
og pectinspaltningsprover (se kapitel 23, 24 og 25). Desuden de sikaldte
glykosidaseprover, fx. ONPG preven og andre tilsvarende som ONPX- og
PGUA-proverne (se kapitel 21) samt seskulinprgven (se kapitel 22).

Nir de forskellige monosakkarider er frigjort, vil de forst blive omdannet
til glukose, inden den videre nedbrydning begynder, og desuden er det ned-
vendigt, at der herefter sker en binding af fosfatgrupper til glukosen, en sékaldt
fosforylering. Der findes bestemte enzymer, der omdanner de andre mono-
sakkarider til glukose og fremkalder fosforyleringen, men der er ikke udar-
bejdet bakteriologiske prover, som specielt paviser disse processer.
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Glukosenedbrydningen kan foregd pi forskellige mader, som er karakteristi-
ske for bestemte hovedgrupper af bakterier:

1) Fermentation og fermentativ syredannelse

Strikt anaerobe bakterier og fakultativt anaerobe bakterier under anaerobe
forhold omdanner forst glukose til pyrodruesyre, et molekyle der kun er
halvt sd stort som glukose, og afhaengig af hvilke slegter og arter der er tale
om bliver pyrodruesyren derefter omdannet til andre stoffer, iser syrer og
alkoholer. Den razkke af biokemiske processer, der forer fra glukose til pyro-
druesyre, kan variere noget. Hyppigst folger processen Embden-Meyerhof
reaktionsk@den, i andre tilfzelde Entner-Doudoroff reaktionskaden, eller den
sdkaldte pentose-fosfat-shunt, og undertiden benyttes flere veje samtidigt.
Den samlede proces kaldes fermentation eller forgaring, og afhengig af slut-
produkternes art taler man om felgende hovedtyper af forgaringer: malke-
syre-, smersyre-, mixed-acids-, butandiol-, butanol-acetone- og propion-
syreforgaering. En analyse af slutprodukterne vil altsd oplyse, hvilken form
for forgaering der har fundet sted, og dermed give vigtige diagnostiske oplys-
ninger. En moderne metode til analyse af slutprodukterne er gaskromatografi,
som iser har fundet anvendelse ved diagnostik af anaerobe bakterier. Den
kreever et ret kostbart apparatur og skal ikke neermere omtales her. Den for-
geringstype, som kaldes 2,3-butandiol-forgzring, har acetoin som mellem-
produkt, og det er det stof, man paviser ved Voges-Proskauers prove (se kapitel
19).

Da syrer udger en sterre eller mindre del af slutproduktemne ved de fleste
forgeringer, behever man ikke en fuldstendig analyse af slutprodukterne
for at afggre, om en forgzring har fundet sted; det er tilstrakkeligt at vise,
at der er dannet syre, og det kan nemt gores ved hjzlp af en indikator. Dette
er grundlaget for forgaringsprover, der paviser fermentativ syredannelse (se
kapitel 18). I nogle tilflde er der blandt slutprodukterne luftarter som brint
og kuldioxyd, og derfor er nogle af forgeeringsglassene indrettet, s& man kan
afgere om der har fundet luftudvikling sted, hvorved man far en ekstra op-
lysning.

2) Oxidation, respiration eller fuldstendig forbrending
Hos fakultativt anaerobe bakterier under aerobe forhold og hos strikt aerobe
bakterier folger glukosenedbrydningen i begyndelsen de samme veje som
ved forgering, men fra pyrodruesyrestadiet sker der noget helt andet.

Ved hjelp af to reaktionskader, den ene kaldet Krebs cyklus, den anden
respirationskeden, overfores energien i molekylet trinvis til bakterien sam-
tidig med, at den frigjorte brint kobles til luftens ilt, sd der dannes vand, mens
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kulstofatomer frigeres som kuldioxyd. En sidan fuldsteendig omdannelse
(forbraending) af glukose til kuldioxyd og vand under samtidig afgivelse af
store mangder energi kalder man en respiratorisk eller oxidativ proces, fordi
den modsat fermentationen forudsaetter, at der enten er fri ilt til stede eller
iltholdige kemiske forbindelser som fx. nitrat, sulfat og karbonat, hvorfra
ilten kan overfores. Nar ilten stammer fra en af de navnte kemiske forbin-
delser, taler man om en anaerob respiration, fordi den kan foregd under anae-
robe forhold, men biokemisk svarer til en respiration. Bakteriel respiration er
i princippet den samme proces, som den hvorved alle hgjere organismer — in-
klusive mennesker — skaffer sig den energi, der er nedvendig til livets opret-
holdelse.

Da fuldstendig oxidation af kulhydrater ikke forer til dannelse af karakte-
ristiske slutprodukter, men kun til H, O og CO,, er der ingen specielle bakte-
riologiske prover som kan vise, at der har fundet en fuldstendig oxidation sted
i lighed med de prever, der bruges til pavisning af forgeringsprodukter. Man
kan indirekte gennem vakstforspg fastsla, at fx. en fuldsteendig glukoseoxida-
tion har fundet sted, men det er ikke en prove, der specielt anvendes til under-
spgelse af kulhydratomsatning.

Det kan nazvnes, at den energimangde, der frigives ved fuldstendig oxida-
tion af et molekyle glukose, er mere end 10 gange s stor som den, der frigores
ved fermentation af samme molekyle. Det skyldes at fermentationsproduk-
terne kun repreesenterer en delvis nedbrydning af det oprindelige molekyle,
og derfor stadig indeholder en stor del af den bundne energi.

3) Oxidativ syredannelse og dannelse af 3-ketoglykosider

Nogle strikt aerobe bakterier, deriblandt eddikesyrebakterier og pseudomo-
nader, har enzymer, der medferer at visse mono- og disakkarider eller al-
koholer ved en iltkreevende proces omdannes til en syre. Da processen er
iltkraevende, er det praktisk at betegne den som oxidativ syredannelse, modsat
den fermentative syredannelse, men brugen af ordet oxidativ i denne sam-
menhaeng ma ikke forlede til at tro, at der er tale om en respiration. De va-
sentligste treek, som skiller oxidativ syredannelse fra fuldstendig oxidativ
nedbrydning af glukose er fplgende: (1) Der sker ingen indledende fosforyle-
ring, (2) der dannes ingen energi, og (3) der er kun tale om sma @ndringer
i molekylerne. Fx. kan den ene eller den anden ende af et glukosemolekyle
iltes, s& der opstar en syregruppe; i det ene tilfeelde betegnes syren som glu-
konsyre, i det andet som glucuronsyre. Pa tilsvarende made kan aldehydgrup-
pen i et disakkaridmolekyle iltes, s& der opstar fx. laktobionsyre eller malto-
bionsyre af henholdsvis laktose og maltose, og @tanol iltes, si der opstar
eddikesyre.
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Hvad bakterierne opnar ved en oxidativ syredannelse, er ikke kendt, men
syredannelse kan udnyttes diagnostisk, fordi forskellige arter varierer med hen-
syn til de kulhydrater, de kan danne syre af. Oxidativ syredannelse pavises
i Hugh & Leifson’s O/F medium (se kapitel 20).

En nyopdaget, sjzlden oxidativ proces, er visse disakkariders og de til-
svarende bionsyrers omdannelse til 3-ketoglykosider. Enzymer, der kan fore-
tage denne omdannelse, er forelpbig kun fundet hos plantepatogene varianter
af Agrobacterium radiobacter, og da et produkt som 3-ketolaktose er nemt
at pévise, er der pd dette grundlag udviklet en szrlig 3-ketolaktoseprove
til identificering af disse bakterier (se kapitel 26).

C. Bakteriel syntese af kulhydrater

I bakteriers vaegge og kapsler findes mange slags polysakkarider som normale
cellebestanddele, syntetiseret af den pagzldende bakterie ved hjxlp af sezrlige
enzymer. Ofte udger polysakkariderne en del af de antigener, som benyttes
i den serologiske diagnostik, og for si vidt udnyttes de i bakteriologisk diffe-
rentialdiagnose, men direkte padvisning af syntese af et bestemt polysakkarid
anvendes derimod sjeldent. Kun pavisning af kapselpolysakkariderne levan
og dextran ud fra sakkarose er udformet som en sezrlig bakteriologisk prove
(se kapitel 27).



Kapitel 18

Forgaringsprever

Prover der paviser, om der i bakteriekulturer under anaerobe forhold dannes
syre eller syre + luft af glukose og andre kulhydrater. Syredannelsen tages
under disse forhold som udtryk for, at der i kulturen er foregiet en forgering
eller fermentation, men man kan ikke uden yderligere undersogelser afgore,
hvilken forgaringstype der er tale om.

1. Historisk indledning

Gezering i sukkerholdige naturprodukter, iser plantesaft, har man kendt og
udnyttet fra seldgammel tid, bl.a. til fremstilling af berusende drikke og syr-
nede malkeprodukter. I 1830°erne opdagede man, at geringsprocesserne ved
ol- og vinfremstilling skyldes tilstedeveerelsen af geersvampe, og i lgbet af
1860’eme viste Pasteur, at der ved alle slags gaeringer fandtes mikroorganismer
og ved en bestemt slags gering altid en bestemt svamp eller bakterie. Pasteurs
geringsunderspgelser fik stor betydning ved at bane vej for den opfattelse,
at mikroorganismer ogsi kunne vere arsag til sygdomme. At den egentlige arsag
til geringsprocesserne er mikroorganismernes enzymer, blev vist af E. Buchner
i 1897, og dermed blev grunden lagt til den detaillerede biokemiske udforsk-
ning af forgaeringsprocesserne og de involverede enzymer.

Da man i begyndelsen af 1880°erne begyndte at arbejde med renkulturer
af bakterier, var det en nerliggende tanke at underseoge, hvilke forgerings-
produkter de enkelte bakterier dannede i sukkerholdige medier (Brieger 1884,
1885; Frankland et al. 1891; Grimbert 1895, 1896), men med de analyseme-
toder, man dengang ridede over, var undersogelserne ikke egnet til praktisk
diagnostiske formél. Derimod fik det stor praktisk betydning, da man begyndte
at interessere sig for, om reaktionen i udvoksede bakteriekulturer blev sur
eller alkalisk bedgomt efter farveomslag af tilsat lakmus (H. Buchner 1885;
Petruschky 1889, 1890). Det viste sig hurtigt, at sur reaktion skyldtes tilstede-
varelse af sukker i medierne, og at der var forskel pa forskellige bakteriers
evne til at danne syre af en bestemt sukkerart; desuden viste Theobald Smith
(1890), at det samme var tilfaeldet med evnen til at danne luft, undersogt i
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en Einhorns garingskolbe. Af disse tre bakteriologers undersogelser fremgik
det fx., at colibakterier regelmeessigt dannede syre og Iluft af glukose og lak-
tose, medens tyfusbakterier manglede evnen til luftdannelse og heller ikke
dannede syre af laktose. Her havde man altsid simple metoder til at skelne
mellem to bakterier, hvis adskillelse tidligere havde varet et stort problem.
Fra disse iagttagelser udvikledes i de folgende 10 ar de sikaldte lange sukker-
rekker” til differentiering af neert besleegtede bakterier, iseer takket veere
undersggelser af Capaldi & Proskauer i Tyskland (1896), C.O. Jensen i Dan-
mark (1897, 1898) og Durham i England (1900/01).

Da man forst havde erkendt, at syre- og luftdannelse fra bestemte sukker-
arter var nyttige kriterier i bakteriekarakteristikken, og havde indfert forgee-
ringsreekker, hvor en lengere raekke glas med hver sin forskellige sukkerart
underspges samtidig, blev det en vigtig opgave at fastlaegge underspgelsesbe-
tingelser, som gav reproducerbare og let afleeselige resultater.

Pavisning af luftudvikling
Begrebet gering var oprindelig forst og fremmest knyttet til luftudvikling i
form af bobler i den gerende veeske, og de forste diagnostiske forgaerings-
prover var ogsi baseret pa iagttagelse af luftbobler i kulturglasset (se fx. Praz-
mowski 1880 og H. Buchner 1885). Det kan her navnes, at C.J. Salomonsen
i sin disputats (1877) beskrev en forsggsanordning, som kunne pévise luft-
udvikling i bakteriekulturer. Han viste, at luften iser optradte i kulturer, som
indeholdt sporedannere, og at luften bestod af CO,, H, og spor af H,S. 1 1890
foreslog Theobald Smith at bruge Einhorns gaeringskolbe i bakteriologien,
da man herved opniede dels en mere sikker pédvisning af luftdannelse, dels en
mulighed for at undersege det relative forhold mellem udviklet CO, og brint,
et forhold som viste sig at vare ret konstant og forskelligt hos forskellige bak-
terier. 1 Einhorns geeringskolbe opfanges en del af den udviklede luft i den ene,
lukkede ende af et ombegjet glasrer (U-glas), hvori kulturen befinder sig.
Durham lancerede i 1898 en meget simpel metode til luftpavisning, som
stadig er i brug de fleste steder. Han anbragte et lille omvendt glas i bunden
af et almindeligt substratfyldt kulturglas. P4 grund af varmeudviklingen under
steriliseringen blev luften drevet ud af det omvendte glas, si det blev fyldt med
substratet. Hvis der senere under forgzring udvikledes luft, ville noget samle
sig i toppen af det omvendte glas og vere tydeligt synlig. Et substratglas med
et lille indvendigt glas med bunden i vejret kaldes stadig et Durham-glas, og
det hele er i virkeligheden — som Durham selv udtrykte det — et modificeret
U-glas. Fordelen ved at have et U-glas i to separate dele er indlysende bade
ved oprensning og fyldning af glassene. Durham anforte, at det lille glas skulle
veere si stort, at det kunne rumme ca. halvdelen af substratmaengden. Det er
en regel, der nu om stunder syndes stzerkt imod, og vistnok med det resultat,
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at luftpavisningen er blevet mindre palidelig.

Til at skelne mellem homo- og heterofermentative maelkesyrebakterier
foreslog Gibson & Abdel-Malek (1945), at forgeeringsglasset forsynedes med
en agarprop” lige over det flydende medium, da den ville blive skubbet i
vejret, hvis der produceredes CO,, dvs. bakterien var heterofermentativ. Sper-
ber & Swan (1976) sammenlignede denne agarprop-metode dels med en kemisk
metode, hvor CO, udfzldes i bariumhydroxyd, dels med en ny hot-loop”
metode, hvor en redglodende ™ nichrome” ose stikkes ned i kulturen med
det resultat, at en strem af CO,-bobler frigores. Det viste sig, at agarprop-
metoden svigtede i § til 1 af tilfzeldene, mens “’hot-loop” metoden gav samme
resultat som den kemiske metode. Forfatterne antager, at metoden ogsé vil
kunne anvendes til pavisning af luftudvikling hos andre bakterier.

Syrepadvisning — indikatorer

De oprindeligt anvendte kemiske metoder til kvalitativ og kvantitativ syrebe-
stemmelse (se fx. Brieger 1884, 1885 og Grimbert 1895, 1896) var for besver-
lige til at fa betydning i den daglige diagnostik. Beijerinck (1891) angav dog
en simpel metode baseret pd tilseetning af kalciumkarbonat til pladerne, sa
der opstod en opklaring omkring syreproducerende kolonier.

Hurtigt gik man over til blot at bestemme den samlede titrerbare syremaeng-
de uanset syrens art ved hjelp af en indikator. Den mest anvendte indikator
var lakmus fremstillet af forskellige lavarter (se fx. H. Buchner 1885 og Pe-
truschsky 1889, 1890). Lakmus var ikke nogen god indikator, da den var
af uensartet sammensatning og svag i farven, men i begyndelsen havde man
ikke andre.

Forst med danskeren S.P.L. Serensens arbejder (1908, 1912, cit. fra Clark
& Lubs 1917) fik man den rette forstielse af syre-base begrebet og et kri-
terium for udvelgelse af indikatorer, som var egnede til brug i biologiske
vaesker. Seerlig Clark & Lubs i USA (1917) arbejdede for at indfere S.P.L.
Sarensens synspunkter i bakteriologien.

Da det efterhinden blev erkendt, at den titrerbare syremaengde i bakte-
riologiske substrater er et meningslost begreb, gik man over til i stedet for
at bestemme slut-pH i forgzringsglassene som et udtryk for syredannelsen.

Den mest pracise pH bestemmelse opnir man ved at maéle brintjonkon-
centrationen direkte med en glaselektrode, men i dagligt arbejde, hvor stor
przcision ikke er nedvendig, kan man opnd brugbare resultater ved hjlp af
indikatorer.
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De nu hyppigst anvendte indikatorer, som alle er syntetiske stoffer, er opstillet
i folgende tabel: :

pH:
Bromkresolpurpur gul 5,4 — 7,0 violet
Bromtymolblat gul 6,1 — 7,7 bla
Fenolrgdt orange 6,9 — 8,5 rod
Metylredt rod 4.2 — 6,3 gul
Neutralrpdt : rod 6,8 — 8,0 gul
Andrades indikator rad 5,2 —8,0 gul

De tre forste er sulfonphthaleiner, de folgende er henholdsvis et azofarvestof,
et fenazinderivat og et surt fuksin.

Ved at valge en bestemt indikator og ved at give substratet en bestemt
udgangs-pH og bufferkapacitet kan man til en vis grad regulere forgserings-
provens felsomhed. Et alt for felsomt system er ingen fordel. I de fleste medier
mé man regne med, at der samtidig med syredannelse kan ske en vis basedan-
nelse pd grund af deaminering af aminosyrer, siledes at en del af den dannede
syre neutraliseres.

De anvendte sukkerarters renhed og stabilitet

De fleste sukkerarter, der anvendes ved forgzringsprever, er naturprodukter,
dvs. de findes oprindeligt i blanding med andre stoffer, inklusive andre suk-
kerarter, og méa skilles fra disse ved forskellige rensningsprocedurer, inden et
rent produkt foreligger. Forskellige handelsvarer varierer med hensyn ti! ren-
hedsgrad, og man ber naturligvis veelge de reneste, fordi tilblandinger af andre
sukkerarter, selv i ret sm& meengder, kan fore til forkerte resultater, fx. kan en
ringe glukosetilblanding pa grund af syredannelse fra glukosen fore til den
fejlagtige opfattelse, at en ikke—forgaerbar sukkerart forgeeres.

Hvis man fir mistanke om, at et bestemt handelsprodukt giver falsk positive
reaktioner pé grund af tilstedevearelse af fx. glukose, kan dette som regel afslores
ved forseg med stammer med kendt forgeeringsevne.

Et andet praktisk vigtigt problem er sukkerarternes stabilitet. &Endringer
kan finde sted, dels som folge af mutarotation, dels som folge af partiel spalt-
ning af glykosidbindinger i oligo- og polysakkarider, og endelig kan sukker-
arterne danne komplekser med andre af substratets komponenter. Der findes
i litteraturen en del arbejder, som behandler disse problemer (Durham 1901;
Mudge 1917; Fulmer et al. 1931; Llewellyn Smith 1932; Davis & Rogers 1939-
40), isser med henblik pd de @ndringer, der kan fremkaldes ved opvarmning
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under substratsterilisering, men tolkningen af resultaterne er ikke i fuld ind-
byrdes overensstemmelse.

Visse kendsgerninger synes dog at st fast. Varmebehandling af substrater
med tilsatte sukkerarter bor vaere si lempelig som foreneligt med opnéelse af
fuld sterilitet. Bedst er formentlig en kortvarig autoklavering, hvor man lukker
for dampen, si snart temperaturen har ndet 120°C, eller en kortvarig koch-
ning 3 gange med et degns mellemrum (Tyndallisering). Ved tils@tning af
sterilfiltreret sukker kan man helt komme uden om problemet. Her mi det
tilfgjes, at nogle forfattere (Fulmer et al. 1931; Orla-Jensen 1933) har be-
market, at der ved opvarmningen kan opsti vakstfaktorer, som begunstiger
vaeksten af visse mikroorganismer. Et synligt tegn pa, at opvarmningen har
medfert &ndringer, er den sikaldte karamelisering, dvs. en mere eller mindre
udtalt brunfarvning af det sukkerholdige substrat. Til forgeringsforsegene
ma man forlange, at bouillonen ikke har @ndret farve ved steriliseringen.

Fra kemien er det kendt, at monosakkarider er noget ustabile i svagt alka-
liske oplesninger ved stuetemperatur, men mere stabile i sure oplesninger.
Serlig uheldig er opvarmning ved alkalisk pH i narveer af fosfater. For at fa
mindst mulig omdannelse af tilsatte monosakkarider bor varmesterilisering
derfor foregd efter at pH er indstillet til 6,6-6,8; er det onskeligt med en
hejere pH i mediet, ma den reguleres efter steriliseringen. Glykosider og nogle
polysakkarider er mere stabile over for alkali end monosakkarider. Ved opvarm-
ning kan reducerende sukkerarter reagere med aminosyre i substratet (Mail-
lards reaktion) og derved medfere mangel pa disponible aminosyrer.

Grundsubstratets sammensatning
Allerede Durham (1901) angav en rzkke forhold, som der ber tages hensyn
til ved udferelse af forgaringsprever, og de fleste har stadig fuld gyldighed.
Om grundsubstratet bemerkes, at det ikke mé indeholde forgeerbare sub-
stanser. Mange kedinfusioner og kedekstrakter indeholder en vis mangde
glukose stammende fra muskelkodet. En kontrol med en kendt glukosefor-
geerende stamme er nedvendig, og viser det sig, at meengden er stor nok til
at give syre- og luftdannelse, ma glukosen fjernes. Det sker ved tilsetning
af en glukoseforgerende bakterie eller gerart, der far lov til at vokse i hele
bouillonportionen, hvorefter cellerne fjemes igen ved filtrering.
Nodvendigheden af en kontrol med ugnskede sukkermzngder i substrat-
bestanddelene er senere bekraeftet af Vera (1950), som fandt, at et meget
stort antal af over 500 undersogte prover af peptoner, kodekstrakter, bouil-
loner etc. gav anledning til syre- og/eller luftdannelse. Vera fremhzever
pankreasfordejet kasein og gelatinepepton som langt de bedst egnede og
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minder om, at gerautolysat kan indeholde op til 40% kulhydrat. Vera’s resul-
tater — der er temmelig rystende — méa for en del skyldes brug af fenolredt
som indikator. Fenolredt viser sur reaktion ved pH 6,9, og da medierne var
indstillet pad pH 7,3 og ikke tilsat ekstra buffer, skulle der ikke megen syre-
dannelse til, for indikatoren slog om.

Durham pointerede ogs, at hvis mediet ikke giver bakterierne tilstraekke-
ligt gode vakstbetingelser, kan forventet luftdannelse udeblive.

Ligeledes gjorde Durham opmerksom p4, at hvis den tilsatte sukkermangde
er for lille (fx. 0,1%), kan syremaengden neutraliseres fuldsteendigt af basiske
produkter dannet af pepton.

Af s=zrlige substrattilsetninger, som kan interferere med forgeringsprover,
ma ogsd navnes hesteserum, der kan indeholde maltase og dermed give falsk
positive reaktioner i maltoseglasset (Peizer 1942).

Tilsetning af en fosfatbuffer, som regel en blanding af K, HPO, og KH,PO,,
er hensigtsmeessig, fordi det foreger den eksisterende bufferkapacitet og gor
det lettere at etablere en bestemt udgangs—pH i substratet.

Iltningsforholdene i forgeeringsglasset

Den almindelige forgeringsrakkes storste anvendelsesomrade er de fakul-
tativt anaerobe bakterier. Da forgeeringen af sukker er en anaerob proces, burde
proven teoretisk set udferes under helt anaerobe forhold. Dette ville have
den fordel, at man undgik den alkalidannelse, der er en folge af oxidativ ned-
brydning af substratets kvealstofholdige bestanddele, men er samtidig meget
upraktisk med s& mange glas.

Man bruger derfor stationaere kulturer (dvs. uden rystning eller luftgennem-
bobling), og hoje vaskespjler, hvor iltspendingen i den nederste del af sgjlen
hurtigt bliver sa lav, at forgeeringen her kan foregd under optimale betingelser.
Man vil i en del tilfzelde se, at indikatoromslaget i everste del af glasset er for-
sinket, eller at der sekundert sker et tilbageslag af indikatoren — begge dele
udtryk for alkalidannelse pa grund af oxidative processer.

Hvis syredannelsen er kraftig, har de naevnte forhold ingen praktisk betyd-
ning, men ved svagere grader af syredannelse kan de medvirke til, at aflaes-
ningen bliver usikker.

En hemning af de oxidative processer kan opnis ved agartilsetning, altsa
ved at lade processerne foregd i en halvflydende eller fast agarsgjle, hvor ilt-
diffusionen er h&mmet, og hvor samtidig blandingen af syre og base fra glas-
sets nederste og overste del vil blive staerkt forsinket (Conn & Hucker 1920;
Hugh & Leifson 1953).
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Forgeringsmonstre
De enkelte bakteriearters forgeringsmenster er en relativt konstant egenskab
og kan derfor udnyttes ved identifikation af nye isolater.

Erfaringen har dog vist, at der blandt stammer af samme art kan vaere mindre
forskelle i forgzringsmenstret. Det kan enten skyldes, at en bestemt stamme
pa grund af en mutation har tabt evnen til at forgere en bestemt sukkerart,
eller at en stamme pé grund af plasmiderhvervelse har faet evne til at forgeere
en sukkerart, som de ovrige stammer af arten ikke kan forgeere (se fx. Smith
& Parsell 1975; Schmid & Schmitt 1976; Efstathiou & McKay 1976).

Ved identifikationen, hvor den ukendte stammes menster sammenlignes
med monstrene i et forgeringsskema, mé der tages hensyn til denne variation,
og i de bedste forgaringsskemaer er resultaterne ikke angivet som rent plus
og minus resultater, men et procenttal angiver hvor hyppigt man kan forvente
afvigelser (se fx. forgaeringsskemaer fra CDC i Atlanta, USA).

Forskellige udformninger af forgeeringsprover: plademetoder, mikrometoder,
hurtigmetoder og direkte enzymtest

Ved primer isolering af tarmpatogene bakterier er det en fordel, hvis de alt-
dominerende colibakterier straks kan kendes pi pladen. Da man havde er-
kendt, at evnen til at danne syre af laktose var en af forskellene mellem E. coli
og S. typhi, var det narliggende at udnytte denne forgeeringsforskel i selve
primarpladen ved at tilseette laktose og en indikator, s& man pd indikator-
omslaget straks kunne udskille alle laktoseforgaerende kolonier.

De forste plader af denne slags var Conradi-Drigalski’s lakmus-laktose-agar
(1902), Griinbaum & Hume’s neutralrodt-laktose-agar (1902) og lidt senere
MacConkey’s galdesalt-neutralrodt-laktose-agar (1905). Senere er mange
forskellige varianter angivet, deriblandt vores sikaldte *’bld plade”, som inde-
holder laktose og bromtymolblit, sa alle laktoseforgerende bakterier danner
gule kolonier.

Mikrometoder, hvor forgeringen finder sted i meget sma substratportioner,
er beskrevet af Bronfenbrenner & Schlesinger (1918a, b), der iser tilstreebte
substratbesparelse p4 grund af forholdene under forste verdenskrig, og af
Hannan & Weaver (1948), som foruden substratbesparelsen lagde vaegt pad
at reaktionerne kunne afleses hurtigere. De moderne kits som “API” og
”Enterotube” etc. er ogsd mikrometoder. At der er gkonomisk gevinst ved
at bruge mikrometoder — dog nok ikke ved de kommercielle set — kan na&ppe
benzgtes, men den omstendighed at man i de fleste laboratorier holder fast
ved makrometoderne, tyder pi at de ovrige fordele er tvivisomme. At man
af tidsbesparende grunde har anbefalet mikrometoder, der foregar i plastic-
bakker med huller og en automatisk multiinokulator, nevnes for en fuldsten-
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digheds skyld (fx. Young & Udey 1976).

Prover, der er baseret pa virkningen af praeformeret enzym i et meget stort
inoculum tilsat en sukkeroplesning, har veret forsegt, iser med bakterier
som Neisseria og Brucella, der vokser si darligt, at man har en mistanke om,
at den ofte svage syredannelse vesentligst skyldes den darlige vaekst. Neisseria-
undersogelser efter dette princip er omtalt af Kellogg & Turner (1973) og
Young et al. (1976). Brucella-metodikken er omtalt af Manclark et al. (1975).
Efter erfaringer i diagnoseafdelingen fungerer direkte enzymtest af denne
type ikke altid tilfredsstillende, hvad der maske skyldes, at der her — i mod-
setning til de fleste andre direkte enzymtests vi bruger — ikke er tale om, at
et enkelt eller nogle fa enzymer skal fungere, men lange rekker af enzymer.

2. Biokemisk baggrund

Ved de her omtalte simple forgeringsprover konstateres alene, om der er
produceret syre nok til at give omslag af den anvendte indikator, og om der
samtidig med syredannelsen er dannet synlig luft. Af disse to simple konsta-
teringer kan man ikke udlede, hvilke biokemiske processer der har varet
involveret, og kan derfor ikke i det konkrete tilfeelde formulere undersegel-
sens resultat som mangel eller tilstedevaerelse af bestemte enzymer eller ret-
tere enzymraekker.

Det betyder ikke, at man mangler viden om forgeringsprocessernes bio-
kemi; faktisk udger en detailleret beskrivelse af disse processer en stor del af
enhver lerebog i biokemi. Da den biokemiske baggrund ikke kan udnyttes
ved fortolkning af de simple forgeeringsprovers umiddelbare resultater, og
da en forstaelig fremstilling ville fylde mange sider, har vi valgt at nejes med
allerede i den historiske indledning at medtage de biokemiske forhold, som
har praktisk betydning, og i ovrigt at henvise til de bakteriologiske og bio-
kemiske handboger (se kapitel 17).

Ved en kvalitativ og kvantitativ analyse af de forskellige luftarter, syrer
og andre stoffer, som ophobes i et forgeringsglas, kan man né et langt stykke
i retning af at fastsla, hvilke biokemiske processer der i et konkret tilfeelde
er tale om, og pi den made fa forskelle frem, som kan udnyttes i diagnostik-
ken. Sadanne analyser kan i dag udferes ved hjeelp af gaskromatografi, men
ser man bort fra anaerobe bakterier, er der vist almindelig enighed om, at
til rutineidentifikation er gaskromatografisk analyse ikke ngdvendig.
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3. Valg af metode

Ved valg af metode skal man dels tage stilling til, hvilke sukkerarter der skal
indga i forgeringsrekken, dels veelge grundsubstrat, indikator, inkubationstid
osv. for det enkelte forgaeringsglas.

Ideelt set burde valget af sukkerreekken individualiseres, idet man pa grund-
lag af en forelpbig diagnose afgjorde, hvilke sukkerarter man is&r forventede
ville vaere nyttige til at sikre en endelig diagnose. I praksis veelger man som
regel at arbejde med én eller flere standardraekker. Den korteste standardrakke
bestar af 1 glas: glukoseglasset. Hvis der ikke dannes syre i glukoseglasset, kan
man til alle praktiske formal regne med, at der heller ikke vil dannes syre af
de andre sukkerarter, fordi de forste trin i neesten alle forgaeringsprocesser
er en omdannelse af udgangsmaterialet til glukose (undtagelser er visse oxi-
dative syredannelsesprocesser, som vil blive kommenteret i afsnittet om oxi-
dativ syredannelse). Heraf folger, at hvis ikke tidsfaktoren ved prevebesvarel-
ser vejede s tungt i al klinisk bakteriologi, ville det vere rationelt og gkono-
misk at starte enhver undersogelse med glukoseglasset alene. Som et kompro-
mis har man valgt en forgeringsreekke, der er tilstraekkelig omfattende til,
at en definitiv diagnose som regel kan stilles pd de hyppigst forekommende
bakterier, og at supplere denne reekke med ekstra glas, s& snart det stér klart,
at standardraekkens glas ikke vil veere tilstreekkelige til at stille en endelig
diagnose. Forskellige laboratorier her i landet anvender noget forskellige
standardrekker bestemt af en kombination af hensyn til den diagnostiske
sikkerhed og storrelsen af det disponible personale. Diagnoseafdelingens stan-
dardreekke inkluderer for tiden folgende sukkerarter: arabinose (Ar), xy-
lose (X), thamnose (Rh), glukose (Gl), laktose (Lak), sakkarose (Sak), maltose
(Ma), adonit (Ad), dulcit (Du), sorbit (So), inosit (It) og salicin (Sal). Det ma
betegnes som en lang standardreekke, der er forholdsvis dyr i materiale og
arbejdskraft, men til gengeld giver en god diagnostisk sikkerhed.

De supplerende forgeringsglas, som evt. senere fojes til standardrakken,
er bestemt af resultaterne i denne forste raekke og af de gvrige resultater,
idet man udnytter sit kendskab til bestemte sukkerarters differentialdiagno-
stiske veerdi, nar de diagnostiske muligheder er indsnaevret s meget, at valget
stdr mellem ganske fa diagnoser.

Da metodestabilitet altid er vigtig, og det gzlder ikke mindst forgerings-
prover, skal der tungtvejende grunde til at @ndre en indarbejdet metode.
Den metode, som i dag anvendes i de fleste danske laboratorier, er fastlagt
i diagnoseafdelingen i 1930’rne af Martin Kristensen og Kauffmann og er
ikke undergiet principielle @ndringer i mellemtiden. Omkring 1960 indfortes
en rekke med Hugh & Leifson’s O/F medium, som i serlige situationer tree-
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der i stedet for forgeringsreekken. Denne raekke er omtalt i kapitel 20.

P4 grund af vaekstkrav og andre forhold bruger man til forgeeringsunder-
spgelse af visse bakteriegrupper andre substrater end diagnoseafdelingens
standardforgeringsmedium. Det gzlder bl.a. streptokokker, corynebakterier
og Neisseria samt delvis stafylokokker.

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Diagnoseafdelingens standardmetode ved forgaeringsundersogelser i flydende
medium

Substrat
Kodekstrakt Lab-Lemco (Oxoid) 0,5%
Pepton, Orthana 1,0%
NaCi 0,3%
Na,HPO,,12 H,O 0,2%
Bromtymolblat (1:500) 12 ml/liter

i demineraliseret ledningsvand.

pH reguleres ved tilsaetning af 5 N NaOH, s& den efter autoklavering er 7,4.
Til denne sterile ekstraktbouillon tilseettes 0,5% af den enskede sukkerart,
og blandingen steriliseres ved 10 minutters kochning. Aftappes som en 5 cm
hej sgjle i smalle glas (155 x 10/11 mm).

Udforelse

For hver stamme, der skal underseges, opstilles standardraekkens glas i et
serligt stativ i en bestemt reekkefplge, dvs. den raekkefolge som er angivet i
arbejdsbog eller p4 arbejdskort. Som regel er glukose- og mannitglasset ind-
rettet som Durham-glas til pavisning af luftudvikling.

Tilsaning kan enten ske med en dridbe af en bouillonkultur eller kultur-
masse fra en renkultur pa agar- eller blodplade. Inoculum ber ikke vacre mere
end 24 timer gammelt (gerne mindre) og ber ikke tages fra sukkerholdige
medier. Dels risikerer man i si fald, at der kun er fi levende bakterier, hvis
reaktionen er blevet staerkt sur p4d grund af forgeering, dels risikerer man,
at der kan vare sket en adaption til forgering af den bestemte sukkerart
forkulturen indeholder.

Hvis man tager kultur fra en plade, er det simplest at bruge en lige platin-
nal. Med néilen tages en synlig maengde kultur, og derefter inokuleres alle
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reekkens glas med samme nél, idet den blot stikkes ned everst i forgerings-
mediet og straks treekkes op igen. Flambering af hvert enkelt glas for og efter
tilsaningen er den bedste sikkerhed mod forurening og infektionsrisiko, men
ovede laboranter kan undlade flambering, med mindre nilen kommer pa
afveje, dvs. berorer prop eller glas. Ved tilsaningen af en raekke glas kan man
af uopmarksomhed komme til at springe et glas over, idet man tilsér et andet
glas to gange; for at undgd dette er det praktisk at rykke et tilsdet glas et hul
frem i stativet, s man hele tiden direkte kan se, hvor langt man er kommet.
Glassene inkuberes ved 35°C.

Afleesning og fortolkning

Glassene afleeses efter 24 og 48 timer, og hvis diagnosen ikke kan stilles efter
48 timer, fortszttes inkuberingen med aflesning hver eller hveranden dag,
enten indtil diagnosen er stillet eller indtil der er get ialt 7 dage.

Aflaesningen skal foregd i dagslys og bedst mod en hvid baggrund; i elek-
trisk lys ser man ikke farvenuancerne s tydeligt.

Det forste, man sikrer sig ved aflesningen, er, at der er kommet vakst
i glasset, dvs. man skal se, om substratet er uklart, for man ser pd farven.
Veeksten kan ligge som et bundfald, der ferst bliver synligt efter oprystning.
Hvis der i et enkelt glas i reekken ikke er synlig vakst, skyldes det sandsyn-
ligvis, at det ved en fejl ikke er blevet tilsdet. Det er bl.a. for at undgé, at
sadanne glas uden videre afleeses som syrenegative, at det er vigtigt forst at
konstatere, om der overhovedet er vaekst i glasset.

Luftudvikling i Durham-glassene med glukose og mannit ses som regel
tydeligt ved, at en storre eller mindre del af det lille indvendige glas er fyldt
med luft og evt. er bragt til at flyde op til overfladen. Ved svag luftudvik-
ling dannes kun en lille luftbleere i toppen af det indvendige glas, og da det
ikke er ualmindeligt, at der i forvejen er en ganske lille luftblere, kan man
komme i tvivl om, hvordan det observerede skal fortolkes. Man kan da sam-
menligne med andre glas uden luftudvikling eller bruge et utilsdet, men in-
kuberet Durham-glas som kontrol, men bedst er det at gentage undersogel-
sen.

Afleesning af indikatorfarven kan ske pé forskellig made. Det er ret almin-
deligt i arbejdsbogen at s&tte et plus for de glas, som er gule, et plus i paren-
tes for de glas, som er grongule, og et minus ved de gvrige. Denne form for
afleesning er i virkeligheden en samtidig afleesning og fortolkning og kan ac-
cepteres, nar det drejer sig om hurtigt og kraftigt syredannende stammer
som fx. E. coli og Klebsiella.

I andre tilfzlde stir man sig ved at benytte en kort talreekke til at angive
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de forskellige farvenuancer, som indikatoren viser, fx.:

0 = bla

1 = bligren
2 = gron

3 = grongul
4 = gul

og at notere det aktuelle tal i arbejdsbogen for den pageldende aflaesnings-
dag. Ud fra disse direkte aflesninger kan man si senere afgere, hvor man i
det pagzldende tilfelde vil sette greensen mellem syredannelse og ikke-syre-
dannelse.

Ved stammer, der bedomt efter indikatorfarven kun viser svag eller sen
syredannelse, stdir man nemlig i den vanskelige situation, at en samtidig al-
kalidannelse kan have neutraliseret si meget af syren, at indikatoren ikke
viser fuldt omslag. Hvis man i et sidant tilfeelde kun registrerer grongule og
gule glas som positive, forlanger man i virkeligheden, at syredannelsen for at
registreres som positiv skal veere si udtalt, at indikatoren slar helt eller nasten
helt om, og det er ikke nedvendigvis den bedste made af definere syredan-
nelse pa.

Her er altsd tale om, at man selv kan vaelge mellem et lavere og et hojere
folsomhedsniveau for syredannelsesproven, athangigt af hvilken gruppe bak-
terier man arbejder med. Sikrest er det at inkludere et tilsiet sukkerfrit kontrol-
glas med grundsubstratet, idet alle glas med farvenuancer, der har fiet en
hgjere talvaerdi end kontrolglasset, i virkeligheden repraesenterer glas med
syredannelse.

I glas, hvor indikatoren har varet sldet helt om til gult, kan man pa et
senere tidspunkt se indikatoren gverst i glasset begynde at sli tilbage, dvs.
igen blive mere gronlig eller grenbld. Det er udtryk for alkalidannelse pa grund
af oxidativ deaminering af aminosyrerne i peptonen, som fortrinsvis finder
sted overst i glasset, hvor iltmangden er storst. Dette tilbageslag i indikator-
farve @ndrer ikke tolkningen; et glas, der én gang har vaeret gult, skal altid
tages som udtryk for, at syredannelse har fundet sted.

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen szrlige ud over de sedvanlige ved omgang med patogene bakterier.
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6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Delvis af pladshensyn og delvis fordi litteraturens forgeringsmenstre er base-
ret pa vidt forskellige metoder har vi her udeladt den sedvanlige fortegnelse.

Diagnoseafdelingens diagnoseskemaer kan bruges, og i @vrigt henvises til
litteraturen, specielt til monografierne fra CDC i Atlanta.

7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomrader

Forgeringsreekkens enkeltprover har vidt forskellig veerdi i forskellige situa-
tioner og ma udledes af foreliggende forgaringsmenstre. Generelt set gelder,
at forgeringsprover er meget veerdifulde i diagnostisk bakteriologi, nar det
drejer sig om anaerobe og fakultativt anaerobe bakterier.
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Kapitel 19

Voges-Proskauers prove

Den sékaldte V-P prove pdviser tilstedevaerelsen af acetoin og diacetyl i glu-
koseforgeringsglas, og med visse forbehold tages en positiv prove som udtryk
for, at der er foregdet en butandiolforgaring.

1. Historisk indledning

I Robert Koch’s "Institut fiir Infektionskrankheiten™ i Berlin arbejdede Voges
og Proskauer systematisk pa at finde metoder til en gruppering af de mange
bakterier i den nuvaerende familie Enterobacteriaceae. 1 1898 (Voges & Pros-
kauer 1898) observerede de efter at have sat kaliumhydroxyd (KOH) til deres
reekker af forgeringsglas for at binde udviklet kuldioxyd (CO,), at glassene
i en af rezkkerne blev svagt rode, da der var giet 24 timer. Denne “Kalirot-
reaktion” har senere fiet navnet Voges-Proskauer’s prove eller blot V-P reak-
tionen. Reaktionen viste sig at vare karakteristisk for bestemte grupper af
Enterobacteriaceae og kom i en periode sammen med indolreaktionen, metyl-
rodtreaktionen og evnen til citratudnyttelse til at spille en vigtig rolle ved
karakteristikken af disse bakterier, idet de grupperedes efter deres sakaldte
“Imvic” menster, hvor ”I” stir for indol, ”m” for metylredt, >v” for V-P
og “ic” for citrat. Saledes var “Imvic” menstret for E. coli++-- og for Kleb-
siella ——++.

Harden (1906) viste, at V-P positive kulturer indeholdt acetoin og 2,3-
butandiol, og at acetoinet ved KOH tilseetning omdannedes til diacetyl, som
med en guanidingruppe stammende fra pepton i mediet gav anledning til
den rode farve.

Proven var i sin oprindelige form ikke sarlig praktisk, fordi farven var
svag og indtradte sent, men i 1931 fandt O’Meara p4 at sztte creatin, som ogsi
indeholder guanidingrupper, til glasset for KOH tilsztning. Resultatet var
en vesentlig hurtigere og noget kraftigere farvereaktion. Kort efter viste Barrit
(1936), at man ved ogsa at tilseette o-naftol fik en endnu kraftigere farve og
en reaktion, som var 10-20 gange mere folsom end O’Meara’s V-P prove.
Hvordan a-naftolet virker ved man stadig ikke.
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Smith, Gordon & Clark (1952) viste, at man ved at udelade bufferen i vaekst-
mediet kunne fa positive resultater med Bacillus arter, som var negative i det
sedvanlige substrat med tilsat buffer. Garibaldi & Payne (1970) tog skridtet
fuldt ud og indforte et mineralmedium, si ogsd peptonets buffereffekt kunne
undgss. Som venteligt viste det sig nedvendigt af hensyn til veeksten at sup-
plere mineralmediet med sm& mangder gerekstrakt. Proven angives i denne
udformning at vere meget folsom, maske sd folsom at det gor den mindre
anvendelig til differentiering, det nzvnes siledes at enkelte Salmonella— og
Escherichia—stammer fandtes positive.

En udformning som direkte enzymtest er forsogt af flere: Pickett & Scott
(1955), Barry & Feeney (1967) og PdCovd og Kocur (1973). Sidstnavntes
metode synes mest rationel. Kulturen dyrkes pa glukoseholdigt medium og
suspenderes i en 10% pyruvatoplgsning med 0,2% creatin og 0,85% NaCl,
men ingen fosfatbuffer. Efter 1 times forlgb tilsaettes a-naftol og KOH, og
20 min. senere foretages aflaesningen. Det er en praktisk vanskelighed, at py-
ruvat er meget lidt stabilt i vandig oplgsning; man har derfor forspgt at bruge
pyruvattabletter, der oplpses umiddelbart for brugen i selve reaktionsglasset
(Pickett & Scott 1955; Biilow, upubliceret).

Helt nye muligheder foreligger for den, som réder over en gaskromatograf.
Ifplge Lee & Drucker (1975) er der nu udarbejdet metoder til direkte pavis-
ning af acetoin og diacetyl i kultursupernatanter ved hjeelp af gaskromato-
grafi.

Schubert (1964) og Schubert & Kexel (1964) har beskrevet en butandiolde-
hydrogenase test, som intet har med V-P proven at ggre, men som mulig-
vis kunne have interesse hos bakterier, som udferer en butandiolforgering.

2. Biokemisk baggrund

I det generelle afsnit om kulhydratomsatning (kap. 17) er det omtalt, at
pyrodruesyre er intermedisrprodukt ved alle forgeeringer, og at den videre
nedbrydning af pyrodruesyren kan foregd p&4 mange mader forende til de
forskellige hovedtyper af forgaringsprodukter. Ved den hovedtype af for-
gering, som kaldes butandiolforgering, er 2,3-butandiol (tidl. 2,3-butylen-
glykol) hovedproduktet, men samtidig dannes mindre mangder af etanol,
melkesyre, eddikesyre og myresyre. Der skal her mindes om, at der ved an-
dre hovedtyper af forgering samtidig med hovedproduktet kan dannes mindre
mangder butandiol.

Omdannelsen af pyrodruesyre til butandiol kan ske pa lidt forskellig méde
hos forskellige bakterier; fire reaktionsveje (1-4) er vist i folgende skema.
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CH;COCOOH — = CH;3CHO
(PYRODRUESYRE) (ACETALDEHYD)

(1/ N) (3)7 (IRREVERSIBEL \{4)
ENZYMATISK)

CH;COCOHCH;CO0H — CH, COCHOHCH, = CH;COCOCH,
V-P REAKTION
({ACETOLACTAT) (ACETOIN) I > (DIACETYL)
CH3CHOHCHOHCH,

(2,3- BUTANDIOL)

Skema over fire reaktionsveje (1-4) for omdannelse af pyrodruesyre til butandiol. Den ind-
rammede pil ’V-P reaktion” angiver den kemiske omdannelse som finder sted ved udfe-
relse af V-P-proven.

Alle fire reaktionsveje forudssmtter en kondensering af to molekyler inde-
holdende to kulstofatomer (pyrodruesyre og acetaldehyd) til et enkelt mole-
kyle indeholdende 4 kulstofatomer. (Kulstofatom no. 3 i pyrodruesyren fjer-
nes for eller senere ved en decarboxylering). Reaktionsvej 1: Klebsiella og andre
V-P positive Enterobacteriaceae danner af to molekyler pyrodruesyre eet
molekyle acetolaktat (Stermer 1975). Reaktionsvej 4: Nogle streptokokker
og Leuconostoc, der som hovedprodukt danner meelkesyre, kan af to mole-
kyler acetaldehyd danne smd mengder diacetyl under medvirken af coenzym
A (Speckman & Collins 1968; Collins & Speckman 1974). Andre bakterier
danner acetoin direkte enten af to molekyler pyrodruesyre (reaktionsvej 2)
eller af et molekyle pyrodruesyre og et molekyle acetaldehyd (reaktionsvej
2 + 3) (Mahler & Cordes). Samtidig benyttelse af mere end een af disse reak-
tionsveje forekommer uden tvivl.

Som vist pd skemaet kan bade acetolaktat og diacetyl enzymatisk omdannes
til acetoin; begge disse omdannelser er irreversible. Omdannelsen af acetoin
til 2,3-butandiol er derimod reversibel. Begge disse reaktioner skyldes samme
enzym, men reaktionens retning er bestemt af det forhindenvaerende pH og
acetatkoncentrationen.

Det rode farvestof, som markerer en positiv V-P reaktion, skyldes diacetyl
i kombination med guanidingruppen fra tilsat creatin. Da der ikke er mulig-
hed for en enzymatisk omdannelse af acetoin til diacetyl, og da der ikke findes
simple metoder til direkte pavisning af acetoin eller butandiol (se dog Lee &
Drucker (1975)), er det et centralt punkt i V-P proven i alle de tilfzlde, hvor
der ikke direkte er dannet diacetyl, at der skal forega en kemisk iltning af ace-
toin til diacetyl. Den fremkaldes ved tilsetning af KOH til kulturen eller reak-
tionsglasset og pafolgende kraftig rystning.

V-P preven har p.g.a. sin oprindelse iser vaeret anvendt til undersogelse
af bakterier af familien Enterobacteriaceae, og her har man som regel ikke
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regnet med muligheden af en direkte diacetyldannelse; men nyere undersogelser
viser, at man i andre bakteriegrupper mi regne med denne mulighed. Det
medferer en mulighed for fejifortolkning, idet man fra en positiv V-P reaktion
ikke altid kan slutte, at der foreligger en butandiolforgering. Forholdet rum-
mer maske ogsd en uudnyttet mulighed for at differentiere mellem forskellige
biokemiske processer hos forskellige bakterier.

Stermer (1975) og Johansen, Bryn & Stermer (1975) har givet en detal-
jeret fremstilling af de biokemiske processers forleb under en butandiolforgee-
ring af en kultur af Enterobacter aerogenes og oplysning om de involverede
enzymer. Skematisk er reaktionsforlobet folgende:

El E2 E3
glukose —~ pyrodruesyre — a—acetolaktat = acetoin = 2,3-butandiol

Idet glukosen omdannes til pyrodruesyre, sker der et kraftigt fald i pH til
omkring 5,8, og da dette er ner optimum for enzymerne E; og E, og re-
duktase-aktiviteten af E5, vil hele processen hurtigt forlobe mod hejre med
ophobning af butandiol. Sidste del af processen kan med henblik pa kulturens
overleven betragtes som en hensigtsmessig regulering, der forebygger at pH nar
s lave vaerdier, at veeksten h@mmes eller gar i sté, idet de neutrale produkter
acetoin og butandiol erstatter de sure produkter acetolaktat og pyruvat. Nar
kulstofkilden (glukose) er opbrugt, begynder pH at stige, fordi der nu ikke
leengere dannes syrer. Nar pH er steget til omkring 6,5, begynder E;-enzymet
at reoxidere butandiol til acetoin, som ender med at vere det dominerende
slutprodukt. Maximalt acetoinindhold fandtes i det konkrete forsog 30 timer
efter kulturens start. Johansen et al. (1975) angav, at der i sidste fase samtidig
med stigningen i meengden af acetoin kunne pévises smd mangder diacetyl,
som ma vere dannet uden om reaktionsvej 1.

Enzymet E, kaldes “det pH6 acetolaktat-dannende enzym”. Det har et
udtalt pH optimum ved 5,8; det induceres af acetat, som vil veere til stede
pa grund af pyruvats samtidige omdannelse til acetat via acetyl-Co A; acetat
virker desuden som aktivator af enzymet. Det kraver tilstedeveerelse af Mn-
joner og h&mmes af fenylpyruvat, glyoxylat samt (NH, ), SO,.

Enzymet E, er en a-acetolaktatdecarboxylase. Det har pH optimum ved
6,2-6,4, men ved lavere pH sker der i systemet en ikke-enzymatisk decar-
boxylering. Ogsa dette enzym induceres af acetat.

Enzymet E; kaldes diacetyl (acetoin) reduktase, fordi det har to virkninger.
For det forste kan det irreversibelt reducere diacetyl til acetoin, og for det
andet kan det reversibelt reducere acetoin til butandiol. Enzymet induceres
som de to andre af acetat og samtidig kontrollerer acetat omsaetningen mellem
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acetoin og butandiol, idet acetat ved et pH omkring 5,8 eller lavere h&emmer
omdannelsen af butandiol til acetoin, sdledes at procesforlgbet bliver fra
acetoin til butandiol.

Det fremgar heraf, at et passende lavt pH (ca. 5,8) og tilstedevaerelsen af
acetat er de vigtigste forudsetninger for pyruvatets omdannelse til butandiol.

Det nedvendige pH fald kan udeblive, hvis vaekstmediet er for staerkt buf-
fet, men omvendt rummer fuldstendig mangel pid buffer en risiko for en
sa steerkt sur reaktion i kulturen, at veeksten h&mmes eller gir i sti.

Den for V-P preoven vigtige reversion af sidste del af procesforlebet
(butandiol — acetoin) forudsetter, at pH stiger igen. Det vil automatisk ske pa
et passende tidspunkt, hvis glukosemengden holdes si lav, at hele maengden
er omdannet til pyruvat i lebet af 18-24 timer. Det viser, at en for stor glukose-
maengde i mediet vil udskyde det tidspunkt, hvor en positiv V-P reaktion
kan pévises. Nar glukosen er opbrugt, vil der pa den anden side foreligge den
mulighed, at bakterierne begynder at udnytte acetoin og butandiol som kul-
stof- og energikilde for deres videre vaekst (Paine 1927). Dels kan disse pro-
dukter oms=ttes til acetat via en cyklisk reaktionskaede (Juni & Heym 1956a,
b, 1957), dels kan acetoin oxidativt spaltes til to molekyler acetaldehyd
(Lopez et al. 1975).

Evne til denne udnyttelse har ejensynlig mange bakterier, inklusive arter
af Enterobacteriaceae og Bacillus. Folgen kan blive, at en V-P positiv kultur
ved fortsat inkubation bliver V-P negativ. For enhver kultur i et bestemt
medium er der med andre ord et ganske bestemt tidspunkt, som er optimalt
for provens udferelse, men desvaerre kan der ikke gives palidelige generelle
regler for hvornar dette tidspunkt indtraeffer.

Johansen et al.’s (1975) undersogelser synes at vise, at acetoin og butandiol
har szrlig betydning for bakterierne under delvis anaerob vakst; der skulle
siledes ikke veere grund til at fremme iltningen af V-P kulturer under vak-
sten fx. ved at laegge glassene horizontalt, siledes som man tidligere har ment.

3. Valg af metode

De seneste ars fremskridt i retning af mere folsomme V-P prever og mulig-
heden for at anvende gaskromatografisk analyse af fermentationsprodukter
er endnu ikke udnyttet i de fleste klinisk bakteriologiske laboratorier her i
landet. Diagnoseafdelingen har i mange ar kun anvendt O’Meara’s V-P prove,
men har haft to standardsubstrater, det ene med buffer, det andet uden buf-
fer. Biilow har forsggsvis anvendt en direkte enzymtest med pyruvat som
substrat (upubliceret). I det folgende beskrives kun O’Meara’s V-P prove.
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4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

O’Meara’s V-P prove
Standardsubstrat

Pepton 0,5%

Glukose 0,5% (tilsat efter autoklavering i steril filtreret form)
K,HPO, 0,5%

For autoklaveringen indstilles pH til 7,6.

Aftappes i ca. 2 cm heje lag i almindelige reagensglas (155 x 14/15 mm)

Hvis V-P proven skal udferes pa en stamme, som formodes at vere en Bacil-
lus eller en Listeria, anvendes et substrat hvor K, HPO, er erstattet af samme
meaengde NaCl.

Reagenser
a) Creatin (ikke creatinin) i substans
b) 40% kaliumhydroxyd

Udforelse

V-P mediet inokuleres til synlig turbiditet fra renkultur pa plade. Inkubering
sker rutinemessigt ved 30°C. Optimum-temperatur er forskellig for forskel-
lige stammer, fx. s lav som 220C for Hafnia og Yersinia, derfor valger man
som et kompromis 30° til en ukendt stamme, men man kan blive tvunget til
at gentage underspgelsen ved lavere eller hgjere temperatur, hvis man vil have
alle positive med.

Det optimale tidspunkt for udferelse af reaktionen er for de fleste stammer
mellem 24 og 48 timer, men bide en kortere og en lengere inkubationstid
kan vere nedvendig for at fi en positiv reaktion frem. Som standardmetode
kan anbefales at udfere reaktionen efter fulde 24 timer, hvis der er anvendt
et stort inoculum, og ellers efter ca. 48 timer. Hvis en forventet positiv reak-
tion udebliver, kan man tilsd 3 glas og udfere reaktionen efter ca. 18 timer
og pa 4. og 6. dag.

Proven udferes ved at man forst tilsetter lidt creatin i substans; mangden
er ikke kritisk, man plejer at angive en knivspids (10-25 mg). Creatinet ople-
ses i kulturen ved at ryste glasset lidt. Derefter tilsettes KOH i en mengde,
der svarer til 3 af kulturens volumen, og da dette i standardglassene er ca.
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2 ml, skal der normalt tilseettes ca. 1,3 ml KOH. M@ngden ber ikke veere
sterre, mens en noget lavere mengde er uden betydning for reaktionen. Der-
efter stoppes vatproppen godt ned i glassets overste del, og med tommelfinge-
ren for enden af det tilstoppede glas rystes det si kraftigt, at stgrstedelen af
vaesken omdannes til skum. Dette sker af hensyn til iltningen af acetoin til
diacetyl og er et meget vigtigt led i reaktionens udferelse. Det skummende
glas leegges n®sten vandret pa bordet pa et stykke hvidt papir.

Afleesning

En positiv reaktion bestar i, at hele kulturen antager en lys rod farve, som i
smd mangder kan vere vanskelig at se. Derfor er en hvid baggrund og sam-
menligning med et sikkert negativt glas en god hjalp ved aflesningen. Selv
den svageste rode farve vurderes som en positiv reaktion. KOH tilsetningen
giver nogle kulturer et gulligt sker, der ikke ma opfattes som en positiv reak-
tion. Kraftige reaktioner indtreeder i lpbet af fi minutter, men svage reak-
tioner udvikles langsommere, og det er reglen at glassene skal observeres i
mindst 20 minutter, for en negativ reaktion kan konstateres.

Fortolkning

Enhver rod farve kan tages som udtryk for, at der er dannet acetoin eller diace-
tyl i kulturen. En sikker afgorelse af, om dette er ensbetydende med at bak-
terien udferer en butandiolforgering, er dog ikke mulig i det enkelte tilfzlde,
men geelder sandsynligvis for de fleste Enterobacteriaceae.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Man skal vere opmeerksom pé, at 40% KOH er sterkt @tsende, ellers ingen
serlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste V-P positive bakterier

Alle de anferte bakterier er fakultative eller strikt anaerobe. Strikt aerobe
bakterier kan ikke udfere en butandiolforgering, men nogle af dem kan med
butandiol som C-kilde danne acetoin som intermedieert nedbrydningspro-
dukt. Dette har dog ingen sterre praktisk betydning, da man normalt ikke
vil udfere V-P preve pd en sddan kultur. Se dog det tidligere anforte om
Schuberts butandioldehydrogenase test (Schubert & Kexel 1964).
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Klebsiella, dog ikke K. ozoena og K. rhinoscleromatis

Enterobacter: de fleste stammer

Hafnia: de fleste stammer ved lav temperatur

Serratia: flertallet, de V-P negative undertiden udskilt som S. kielensis
Proteus: P. mirabilis og P. vulgaris: nogle stammer ved lav temperatur
Yersinia enterocolitica: nogle stammer ved lav temperatur

Erwinia: de fleste species af de 3 hovedgrupper

Vibrio: de fleste stammer i de fleste species

Aeromonas: A. hydrophila: flertallet; A. formicans (punctata):undtagelsesvis
Photobacterium: de fleste stammer

Bacteroides: enkelte species og enkelte stammer i andre species
Fusobacterium: enkelte species og enkelte stammer i andre species
Bacterionema: naesten alle stammer

Staphylococcus: nogle biotyper i alle species

Streptococcus: en del species og nogle stammer fra andre species
Bacillus: 8-9 af de hyppige species

Clostridium: 67 species

Listeria: 3 species

Propionibacterium: enkelte stammer

Eubacterium: nogle stammer i nogle species

Rothia: nogle stammer

7. Diagnostisk veerdi og seerlige anvendelsesomrader

Der er 4 hovedgrupper af bakterier, indenfor hvilke man iseer har nytte af
V-P prover i differentieringen: Enterobacteriaceae, Aeromonas, Staphylo-
coccus og Bacillus.

Kort sammenfattet kan man udtrykke V-P provens veerdi inden for Entero-
bacteriaceae ved at sige, at den deler denne store gruppe bakterier i 2 lige
store halvdele svarende til de 2 hovedforgeringstyper, “mixed acid” forgee-
ring og 2,3-butandiol-forgering. Den V-P positive halvdel omfatter Kilebsiella,
Enterobacter, Hafnia og Serratia, og den V-P negative halvdel omfatter Esche-
richia, Edwardsiella, Citrobacter, Salmonella og Shigella. Hertil ma fojes, at
i de 3 genera, Proteus, Yersinia og Erwinia, findes en blanding af V-P posi-
tive og V-P negative bakterier.

Blandt de mere velkarakteriserede arter i slegten Bacillus er ca. 5 V-P
positive, og egenskaben er veerdifuld ved species-differentiering.

Som hovedregel er stafylokokker V-P positive, men en enkelt biotype i
arten Staphylococcus epidermidis er karakteriseret ved at veere V-P negativ.
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Af de 2 species i slegten Aeromonas, som treffes i klinisk-bakteriologiske
laboratorier, er A. punctata (tidl. A. formicans) altid V-P negativ, mens den
hyppigste art, A. hydrophila er V-P positive, men V-P negative biotyper fore-
kommer.

Vibrio alginolyticus er V-P positiv og V. parahaemolyticus negativ.

I slegten Streptococcus er V-P preven verdifuld til at skelne S. milleri
og S. mutans, som er V-P positive, fra S. mitior og S. sanguis, som er V-P
negative. I streptokokafdelingen udferes V-P prover efter Barrit’s modifi-
kation.

De 3 sikre species af sleegten Listeria er alle V-P positive, men arten L.
denitrificans, der dog neppe er en Listeria, er V-P negativ.
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Kapitel 20

Prever for oxidativ syredannelse
(Hugh & Leifson’s medium)

Prover der viser, om der af glukose og andre kulhydrater kan dannes syre frem-
kaldt ved at kulhydratet oxideres af luftens ilt.

1. Historisk indledning

Det axldste kendte eksempel pd en oxidativ syredannelse er sandsynligvis
dannelsen af eddikesyre ud fra @tylalkohol. Processen ma have varet iagt-
taget lige sd leenge, som man har fremstillet alkoholiske drikke ved gering.
Det videnskabelige studium af eddikesyregzring, som det leenge kaldtes,
skont det er en oxidativ proces, begyndte tidligt i 1800-tallet, da eddikesyre
allerede var et betydningsfuldt industrielt produkt. Det vigtigste bidrag er
Pasteur’s “Memoire sur la fermentation acétique” fra 1864. Heraf fremgir
det, at omdannelsen skyldtes levende organismer, eddikesyrebakterier (Ace-
tobacter og Acetomonas), og ud fra kendskab til bakteriernes livsbetingelser
var det muligt for Pasteur at hjzlpe eddikesyreproducenterne i Frankrig til en
mere rationel fremstillingsproces, ligesom han senere hjalp vinfabrikanterne
og olbryggerne.

Oxidativ syredannelse var ellers ikke et problem, som i sarlig grad havde
biokemikernes bevigenhed; de var i langt hajere grad optaget af at klarleegge
mekanismen ved fermentativ syredannelse. Der var dog enkelte, som tidligt
beskaftigede sig med evnen til oxidativ syredannelse hos andre bakterier
end eddikesyrebakterierne. Det gjaldt saledes Alsberg (1911), som viste, at en
pseudomonade kunne danne glukonsyre af glukose; Sears & Gourley (1928),
som viste, at P. aeruginosa kunne danne syre af pentoser ved en aerob proces
og Pervozvanskii (1939), som undersogte fluorescerende bakteriers evne til
at oxidere kulhydrater, bl.a. glukose til glukonsyre.

Fra omkring 1940 afspejler litteraturen en stigende interesse for oxidativ
syredannelse. Lockwood et al. (1941), Lockwood & Nelson (1946), Lockwood
& Stodola (1946) og Stodola & Lockwood (1947) viste, at forskellige pseudo-
monader var i stand til af kulhydrater at danne de tilsvarende aldonsyrer,
og Stanier (1947) viste, at P. fluorescens kunne danne eddikesyre af &tylalko-
hol ganske ligesom eddikesyrebakterier. P4 samme linie 14 Sebek & Randles’
(1952) pavisning af, at ogsid pseudomonader kan oxidere polyalkoholer til de
homologe sukkerarter.



186 Undersogelse af kulhydratomsatning

Af stor biokemisk interesse var pavisningen af, at disse omdannelser skete
uden forudgiende fosforylering af substratmolekylerne, da det dermed stod
klart, at der var tale om andre processer end dem, som indleder den fermenta-
tive syredannelse, hvor fosforyleringen er et obligat led i omdannelsen (Norris
& Campbell 1949; Barker & Lipmann 1949; Stokes & Campbell 1951; Sebek
& Randles 1952; Wood & Schwerdt 1953).

En sammenligning mellem kulhydratstofskiftet hos eddikesyrebakterier
og pseudomonader er givet i en oversigtsartikel af de Ley (1960).

Det er Hugh & Leifson’s (1953) fortjeneste at have gjort opmerksom pa
den diagnostiske gevinst, der ligger i at skelne mellem fermentativ og oxi-
dativ syredannelse, og at have angivet en metode, som nemt tillader denne
adskillelse. I historisk sammenhang er det interessant at bemerke, at Conn
& Hucker (1920) ved at anbefale brug af en skra-agar til syrepavisning fremfor
et flydende medium allerede var opmeerksomme pa nogle af de fordele, som
Hugh & Leifson’s halvflydende agarmedium har, iser det forhold at syren
for en tid holdes fikseret pd dannelsesstedet, si der kan skelnes mellem, om
syredannelsen begynder i klumpen (fermentativt) eller i den flade del (oxida-
tivt) af substratet.

2. Biokemisk baggrund

Monosakkarider kan omdannes til syre enten ved at aldehydgruppen (CHO)
iltes til en carboxylgruppe (COOH) — i dette tilfaelde taler man om aldonsyrer
— eller ved at den primare alkoholgruppe (CHOH) iltes til en carboxylgruppe
(COOH), hvorved man far uronsyrer. I begge tilfeelde er der en lakton som
intermedierprodukt. Strikt aerobe bakterier som fx. eddikesyrebakterier
og pseudomonader har enzymer (dehydrogenaser), som direkte kan udfore
disse omdannelser, og resultatet er en r&kke forskellige syrer med en struktur
svarende til udgangsmaterialets, bortset fra syregrupperne. Af aldonsyrer
forekommer bl.a. arabonsyre, Xylonsyre, glukonsyre, mannonsyre, laktobion-
syre, maltobionsyre, melibionsyre og cellobionsyre. Af uronsyrer kan navnes
glukuronsyre, galakturonsyre og mannuronsyre. Det ser ud til, at dehydro-
genaserne er mere eller mindre substratspecifikke. Et eksempel pa en meget
uspecifik dehydrogenase findes i Acinetobacter, der oxidativt danner syre
af alle aldoser, siledes at brugen af en lang sukkerreekke ikke giver flere op-
lysninger end glukoseglasset alene. Blandt pseudomonaderne synes dehydro-
genaserne at vare mere specifikke, si syremgnstret kan benyttes i differen-
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tieringen af de forskellige arter. Visse af disse dehydrogenaser er adaptive
enzymer.

Nogle af de strikt aerobe bakterier har ogsd enzymer, som omdanner pri-
mere alkoholer til monosakkarider, fx. kan P. fluorescens omdanne manni-
tol og sorbitol til fruktose, der efter yderligere omdannelse til glukose oxideres
til glukonsyre, og dette evt. videre til 2-ketoglukonsyre, som enten akku-
muleres eller metaboliseres videre (Sebek & Randles 1952).

P4 denne méade vil man derfor ogsid med alkoholer som substrat kunne fa
oxidativ syredannelse. At det samme er tilfzeldet med disakkarider, trisakka-
rider og polysakkarider, skyldes naturligvis, at mange bakterier har glyko-
sidaser, som hydrolyserer dem til monosakkarider, der derefter oxideres som
beskrevet.

Umiddelbart synes oxidativ syredannelse at maitte betegnes som inciden-
telle enzymatiske reaktioner, forstiet som reaktioner der hverken forer til
energiproduktion eller assimilation af substratbestanddele, men i nogle til-
feelde kan de dannede syrer for eller senere kanaliseres ind i andre reaktions-
kaeder og derefter udnyttes i cellestofskiftet. Da siledes syreophobningen
ved oxidativ syredannelse ikke altid er permanent som den er ved fermentativ
syredannelse, vil det kunne ske, at et surt indikatoromslag forsvinder igen.

Princippet i anvendelse af Hugh & Leifson’s O/F medier er den samtidige
anvendelse af to glas, det ene “abent”, dvs. med substratoverfladen i direkte
kontakt med den omgivende atmosfeeres ilt, det andet lukket”, dvs. dekket
af et lag smeltet paraffin eller andet materiale, som danner en barriere mel-
lem substratoverfladen og luftens ilt. I det lukkede glas vil der kun kunne
foregd anaerobe processer — i hvert fald s& snart den smule ilt der findes i
substratet er opbrugt — og det vil sige, at kun fermentativ, men ikke oxidativ
syredannelse vil kunne forekomme. I det abne glas derimod vil der kunne
foregd bide aerobe og anaerobe processer, idet man kan regne med, at iltdif-
fusionen gennem substratsejlen er si langsom, at der nedadtil i glasset hur-
tigt vil vaere sd lav en iltkoncentration, at forholdene til praktiske formaél
kan betegnes som anaerobe, mens ilttilforslen i substratets gverste lag er si
rigelig, at alle aerobe processer vil kunne foregd her. Naturligvis forudsztter
denne differentiering, at substratsgjlen er tilstreekkelig hej. I det &4bne glas
vil man altsd kunne se bide fermentativ og oxidativ syredannelse, men de
vil i begyndelsen kunne skelnes ved at fermentativ syredannelse viser sig som et
indikatoromslag begranset til substratets nederste del og oxidativ syredannelse
som et indikatoromslag begranset til substratets overste del. Denne topo-
grafisk forskellige lokalisering af indikatoromslaget er ogsid betinget af, at
i det halvflydende medium vil dannet syre kun langsomt diffundere vk fra
dannelsesstedet, mens syren i et flydende substrat hurtigt vil blive fordelt
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i hele substratsgjlen pa grund af konvektionsstromme. Lokaliseringen af syre-
dannelsen betyder desuden, at den koncentration som giver indikatoromslag
nas hurtigere, end hvis syremaengden var fordelt i hele glasset. Ved at holde
peptonkoncentrationen s& lavt som pa 0,1% opniede Hugh & Leifson, at
basedannelse som felge af oxidativ deaminering af aminosyrer i toppen af
det abne glas er forholdsvis ringe, hvorved neutralisering af den dannede
syre si vidt muligt undgis. Andre (Otto & Pickett 1976) har med tilsyne-
ladende held brugt en sa lav peptonkoncentration som 0,02%. I Hugh & Leif-
son’s medier er sukkerkoncentrationen 1%, mens Otto & Pickett anbefaler
2%. Til pavisning af oxidativ syredannelse fra laktose med Acinetobacter
har det varet anbefalet at bruge helt op til 5% og 10% laktose. Baggrunden
herfor mi enten vare, at man forventer permeabilitetsvanskeligheder (Cook
& Fewson 1973), eller at der generelt er en sterre tendens til syreophobning,
nar sukkerkoncentrationen er hej (Stanier et al.. 1963). Der er altsd noget,
som tyder pa, at pepton- og kulhydratkoncentrationen i Hugh & Leifson’s
abne glas, som vi bruger det, med fordel kunne reguleres til et henholdsvis
lavere og hejere niveau.

3. Valg af metode

Den mest aktuelle overvejelse er, om man strengt skal holde sig til Hugh &
Leifson’s to glas, eller om man kan opnd de samme resultater ved alene at
bruge det abne glas. Fordelen ved kun at bruge eet glas er indlysende bade
okonomisk og tidsmessigt, og fordelen ved det lukkede glas er jo ofte kun
en bekraftelse pa, hvad der er observeret i det dbne. I litteraturen har der veret
stillet forslag om at nejes med det dbne glas (Porres & Stanyon 1973; Brown
1974), men de udferte sammenligninger, der af forfatterne selv tages til ind-
teegt for deres forslag, besvarer ikke alle spergsmél tilfredsstillende.

Vi har i diagnoseafdelingen fulgt den praksis at lade vaeksten i et glas med
halvflydende bouillonagar uden sukker bestemme, hvilke sukkerglas der skal
anvendes, siledes at fakultativt anaerobe bakterier udsas i det flydende for-
geringsmedium og strikt aerobe i Hugh & Leifson’s abne glas. Efter en sor-
~ tering pa denne made synes der ikke at veere tvivl om, at man til de strikt
aerobe kan nejes med det 4bne Hugh & Leifson glas. Da en sddan fremgangs-
made imidlertid sinker udsaningen i sukkerrezkkerne 1 degn, er det et nzrlig-
gende spergsmal, om man ikke uden forudgiende sortering kunne ngjes med
at udsa alle stammer i en rekke af 4bne Hugh & Leifson glas. Men her er det
vores erfaring, at en del fakultativt anaerobe bakterier giver uklare resultater.
Det skyldes, dels at syredannelsen i nogle tilfelde sker s& hurtigt og er sé
steerk, at man ved den sedvanlige afleesning dagen efter har indikatoromslag
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i hele sojlen, hvilket i hvert fald teoretisk udelukker en skelnen mellem fer-
mentativ og oxidativ syredannelse, dels at man gjensynlig med nogle stammer
far fermentativ syredannelse i nogle sukkerarter og oxidativ syredannelse i
andre. Dette sidste er et interessant problem, som fortjener nsermere under-
sogelse, men indtil det er sket, vil vi frardde at ngjes med Hugh & Leifson’s
dbne glas som eneste substrat til al péavisning af syredannelse, saledes som
Otto & Pickett (1976) anbefaler.

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Hugh & Leifson’s metode i den udformning der anvendes pd Seruminstituttet
Substrat

Pepton Orthana 0,19%
NaCl 0,48%
K,HPO, 0,03%
Bromthymolblit (1:500) 11,5 mi/1
Sukkerart 1,0%
Agar 0,36%

i demineraliseret ledningsvand.
pH indstilles med NaOH til 7,2 og er efter autoklaveringen 6,9.
Samme substrat uden sukker anvendes som kontrol.

Substratet aftappes i reagensglas (155 x 14/15 mm) i 4,5 cm heje lag med
paraffineret vatprop. Substratafdelingen aftapper kun ’’abne’’ glas. Hvis der
er brug for “lukkede” glas, kan man rekvirere steril paraffinolie og med Pasteur-
pipette anbringe et 2-3 cm hejt olielag over substratsejlen.

Udforelse

Som inoculum anvendes bakteriemasse fra en ikke over 24 timer gammel
renkultur pd et sukkerfrit plademedium. Tilsining sker med rigelig kultur-
masse pd en lang, lige platinnal, der stikkes ned midt i spjlen lige til glassets
bund og treekkes lige op igen. Flere glas kan tilsas i serie, men som regel er det
ngdvendigt at tage mere kultur pa nalen nogle gange for at komme hele rekken
igennem. Inkuberingen sker i termostat ved 30 eller 35°C; resultaterne pa

Seruminstituttets diagnoseskema for pseudomonader er efter inkubering ved
30°C.
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Aflesning

Glassene aflaeses forste og andet degn efter inokuleringen, og glas uden syre-
dannelse observeres yderligere 5 dage, medmindre diagnosen allerede er stillet.
For afleesning af indikatoromslaget sikrer man sig, at der er kommet vaekst
visende sig som en vaekstskive gverst i glasset, nar det drejer sig om strikt aerobe
bakterier, og som synlig vakst langs hele inokulationsstikket, hvis det er en
fakultativ anaerob bakterie. ,

Ved aflesning af de sukkerholdige glas ber man altid sammenligne med
kontrolglasset uden sukker.

Ved aflesning af indikatoromslaget bemerkes to forhold: 1) endring i
indikatorfarven og 2) om @ndringen er sket opadtil eller nedadtil i substrat-
sojlen. Indikatorfarven bgr angives ved hjalp af samme talskala, som er omtalt
under forgaringsprover, dvs.:

bla =0
gronbld = 1 = uandret
gron =2
grongul = 3
gul =4

Med strikt aerobe bakterier er der i begyndelsen kun farveazndring af et fa
millimeter tykt lag overst i glasset, men det er farven i denne smalle zone,
det drejer sig om at fastsld. Med fakultativt anaerobe bakterier far man et
farveomslag, som begynder nederst i glasset, men som regel er det her en
starre del af sgjlen, der viser omslag, ofte § eller } af sejlens hojde. Det skyl-
des, at de syrer der dannes fermentativt er staerkere syrer end dem, der dannes
oxidativt. Ved fermentativ syredannelse bor proven laves om i flydende for-
geeringssubstrat. Hvis der er indikatoromslag everst i glasset, angives det med
signaturen ox”’ (= oxidativ); findes omslaget kun nederst i glasset, bruges signa-
turen ”f” eller “ferm” (= fermentativ), og efter signaturen angives det tal,
som svarer til indikatorfarven i det pagzldende omrade. Hvis syredannelsens
lokalisering er ens i alle glas, er det tilstraekkeligt at benytte signaturerne
?ox” og ”f” ud for glukoseglasset. Hvis der i samme glas er syre bade foroven
og forneden, eller hvis der er forskel i lokaliseringen afhengig af sukkerarten
i glasset, ma dette beskrives i arbejdsbogen.

Ved fortsat inkubering og dermed folgende fortsat syredannelse vil om-
ridet med endret indikatorfarve tiltage i udstraekning og kan ved oxidativ
syredannelse komme til at omfatte glassets overste fjerdedel eller mere, og
ved fermentativ syredannelse hele glasset. Nedadtil eller opadtil vil farveom-
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slaget som regel ikke vaere skarpt afgreenset, dvs. flere af indikatorskalaens
styrketrin vil vere repraesenteret, men ved aflesningen angiver man altid det
maximale omslag. Hvis fx. bade styrke 2, 3 og 4 kan ses inden for omslags-
zonen, skal omslaget angives som vaerende af styrke 4.

I et Hugh & Leifson glas, som er blevet gult i hele sgjlen, kan man ikke
lengere afgere, om syredannelsen har veeret oxidativ eller fermentativ —
denne afgorelse afhanger af, hvordan glasset s ud pa et tidligere tidspunkt,
og derfor er en pracis beskrivelse af de tidlige stadier absolut nedvendig.

Med strikt aerobe bakterier, som overst i glasset danner ammoniak af det
tilstedeveerende pepton, vil den ferste andring i indikatoren ofte vare et
forbigdende omslag til blit, inden syredannelsen gor sig galdende. Dette ber
registreres, men har ikke stgrre betydning ved den endelige vurdering.

Fortolkning

Hvis der er indikatoromslag begrenset til det overste lag i et 4bent Hugh &
Leifson glas med en bestemt sukkerart, og hvis farven er gul eller grongul,
vil man umiddelbart fortolke dette som udtryk for, at bakterierne har evne
til oxidativ syredannelse ud fra den pagaldende sukkerart.

Da indikatoren vil adsorberes til cellernes sure overflade, kan man under-
tiden iagttage gulfarvning af celielaget alene, uden omslag i den cellefri del
af substratsejlen. Et si begreenset omslag regnes ikke som positivt. Ligeledes
mé man undgi at registrere gult pigmenterede kulturer som positive.

Ofte er strikt aerobe bakterier svage syredannere, og det kan medfore,
nir der samtidig dannes ammoniak, at indikatoren slet ikke slar om eller
kun viser omslag af styrke 2. Da kontrolglasset uden sukker i et sidant til-
felde efterhinden bliver helt blat opadtil, betyder det, at ogsd sukkerglas
med indikatorfarve 1 og 2 er udtryk for oxidativ syredannelse. Dette udnyt-
tes bl.a. ved undersogelse af Agrobacterium, hvor alle sukkerholdige glas,
der ikke er dybtbla i toppen efter 5 degns forleb, registreres som positive.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen sarlige ud over de for alt arbejde med patogene bakterier galdende.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med oxidativ syredannelse

Oxidativ syredannelse forekommer helt dominerende hos strikt aerobe bak-
terier, og man kan i gjeblikket ikke sige noget sikkert om, blandt hvilke fa-
kultativt anaerobe bakterier man kan vente at treeffe denne egenskab, eller
med hvilken hyppighed den optreder. En gyldig fortegnelse kan derfor ikke
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laves. De grupper af strikt aerobe bakterier i det klinisk-bakteriologiske labo-
ratorium, hvor oxidativ syredannelse med sikkerhed vides at forekomme, er:

Pseudomonas: visse species
Agrobacterium

Cytophaga

Acinetobacter: visse biotyper

Desuden ber stammer med den forelebige diagnose Alcaligenes, Moraxella
og Flavobacterium undersoges i en Hugh & Leifson rackke.

7. Diagnostisk vaerdi og saerlige anvendelsesomrider

Hvor syredannelsen er veludtalt, er proven verdifuld, fordi den bidrager til
artsdifferentieringen af strikt aerobe gramnegative stave pad samme maéde,
som den fermentative syredannelse bidrager til artsdifferentiering blandt
fakultativt anaerobe gramnegative stave. Forelgbig gzlder dette seerligt ar-
ter inden for slegten Pseudomonas, hvor oxidativ syrepévisning delvis kan
trede i stedet for den mere tidkrzvende underspogelse af, hvilke kulstof-
og energikilder der kan udnyttes. Ogsa ved differentiering af arter af Agro-
bacterium har vi i diagnoseafdelingen fundet preven vardifuld, men pa grund
af den svage syredannelse gelder der som tidligere naevnt sarlige regler for
fortolkningen. Adskillelsen mellem stammer med og uden oxidativ syredan-
nelse i slegten Acinetobacter kan have epidemiologisk betydning, men til-
legges ikke i @jeblikket taxonomisk verdi, idet badde biotyper med og uden
syredannelse regnes til samme species.
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Kapitel 21
ONPG-preven og andre glukosidaseprover

Prover, der paviser tilstedevaerelse af glykosidaser, dvs. hydrolytiske enzymer
der spalter glykosidbindinger dels i naturligt forekommende oligo- og poly-
sakkarider, dels i syntetiske, kromogene enzymsubstrater, hvorved en farvet
forbindelse frigores. I dette afsnit omtales forst og fremmest ONPG-proven.
Angiende glykosidaser, der spalter polysakkarider, henvises til kapitlerne
23,24 og 25.

1. Historisk indledning

Selv om mange havde vist, at der fandtes s®rlige enzymer, glykosidaser, som
spalter oligo- og polysakkarider fortrinsvis til monosakkarider som forste
trin i disse kulhydraters fuldsteendige nedbrydning, manglede man indtil 1950
en tilstrekkelig simpel undersogelsesmetode, der kunne bruges i bakteriolo-
gien til direkte glykosidasepavisning. Takket vere @ldre fysiske, kemiske
og biokemiske metoder havde man dog et ganske godt kendskab til glykosi-
daser (se Pigman’s oversigt 1944), og man havde ved disse underspgelser i
stor udstrekning anvendt syntetisk fremstillede glykosider, hvor et monosak-
karidmolekyle via en glykosidbinding var koblet til andre molekyler, som fx.
fenoler og nitrofenoler.

Huggins & Smith havde i 1947 anvendt et sikaldt kromogent substrat,
p-nitrofenylsulfat, til enzymmélinger, og det fik i 1950 Lederberg til at prove,
om et syntetisk glykosid, g=nitrofenyl- f-D-galaktosid (=.ONPG) kunne an-
vendes til pavisning af galaktosidaseaktivitet i en colistamme. ONPG er selv
farvelpst, men efter spaltning af glykosidbindingen frigeres o-nitrofenyl, som
i alkalisk miljp er et gult farvestof, hvis koncentration kan maéles i et spektro-
fotometer.

Lederbergs metode til pavisning af p-galaktosidase fik overordentlig stor
betydning bade videnskabeligt og praktisk.

Monod og andre ved Institut Pasteur i Paris udnyttede kort efter metoden
til grundleeggende underspgelser over enzyminduktion og permeaser, og disse
undersogelser dannede senere grundlag for opdagelse af repressormekanismen
og allosteriske enzymer (om Monod’s indsats, se Stanier 1977).
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Den praktiske anvendelse af ONPG-proven i bakteriologisk diagnostik
stammer ogsd fra Institut Pasteur, hvor den i 1962 indfortes af Le Minor
og Ben Hamida og desuden anvendtes af Mollaret & Le Minor (1962), Leclerc
(1962) og Szturm-Rubinstein & Piéchaud (1962, 1963). De anbefalede iszr
proven ved undersogelse af Enterobacteriaceae, fordi den gav et hurtigt po-
sitivt resultat med mange af de stammer, der bliver sent positive i et laktose-
forgeeringsglas. Disse erfaringer blev hurtigt bekreftet af andre (Btlow 1964a,
b; Lapage & Jayaraman 1964 m.fl.), og i dag indgair ONPG-proven i de fleste
diagnostiske laboratoriers repertoire. Proven ber ikke alene betragtes som en
hurtigere metode til at opnd samme slags resultat, som man opnir med et
laktoseforgeringsglas, men ogsd som et supplement til forgaringsglasset,
da resultaterne med de to prever med nogle stammer falder forskelligt ud
og derved giver ekstra oplysninger (Biillow 1964a, b; Lapage et al. 1973).

Le Minor et al. (1977) har rokket ved den hidtidige opfattelse, at en positiv
ONPG-prove altid kan fortolkes som tilstedevarelse af P-galaktosidase. De
viste, at alle underspgte stammer af visse arter og sleegter (fx.Serratia marcescens,
Levinea amalonatica, Hafnia, Yersinia, Aeromonas og Vibrio), som giver en
positiv. ONPG-preve, ikke er i stand til at spalte laktose under frigorelse af
glukose. Resultatet er overraskende og endnu ikke bekrzftet. Le Minor et al.
foreslar, at ONPG-positive stammer skal deles i f-gal" og f-gal~stammer, men
deres metode til at skelne mellem. de to grupper er ikke si simpel, at den
er egnet til rutinebrug. '

Blandt de af Huggins og medarbejdere beskrevne kromogene enzymsubstra-
ter var ogsa fenolphthalein-glukuronsyre til pavisning af glukuronidase (Talalay
et al. 1946). Det blev hurtigt udnyttet til undersogelse af glukuronidase fore-
komst hos streptokokker (Robinson et al. 1952; Jacox 1953; Williams 1954),
og det blev vist, at visse serotyper inden for gruppe A streptokokker serlig
hyppigt producerer glukuronidase. Senere er det vist, at de fleste gruppe
B streptokokker ogsd indeholder f-glukuronidase, mens enzymet mangler i
gruppe D streptokokker (R6d et al. 1973).

Forskellige typer syntetisk fremstillede kromogene enzymsubstrater er
efterhidnden blevet kommercielt tilgengelige i stort antal. Hidtil har de iser
veeret anvendt af biokemikere, som soger at Klarlegge glukosidasernes bio-
kemi (se fx. Dey & Pridham (1971) om a-galaktosidase) og kun i mindre
omfang af praktisk arbejdende bakteriologer.

Brisou et al. (1972) har dog undersagt ca. 1100 stammer af Enterobac-
teriaceae for tilstedevarelse af P-xylosidase ved hjzlp af orto-nitrofenyl-
B-D-xylopyranosid og para-nitrofenyl--D-xylopyranosid og fundet, at
positive reaktioner fortrinsvis ses hos stammer i slegterne Klebsiella og En-
terobacter og i arterne Yersinia pestis og Yersinia pseudotuberculosis.
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Kilian & Biilow (1976) har undersogt godt 600 stammer af Enterobacte-
riaceae og Vibrionaceae over for 5 forskellige nitrofenylglukopyranosider
med henblik pa pavisning af o~glukosidase, f-glukosidase, S-glukuronidase,
B-xylosidase og a-fucosidase. Af resultaterne skal szrlig fremheeves, at B-
glukuronidase blandt disse gramnegative stave udelukkende fandtes i sleg-
terne Escherichia og Shigella, og at et flertal af stammerne i disse slegter
var positive.

Kilian (1978) har ogsd med held anvendt et stprre antal kromogene enzym-
substrater til differentiering blandt bakterier i slegten Actinomycetaceae.

2. Biokemisk baggrund

Oligosakkarider og polysakkarider bestir som tidligere nevnt af kader af
monosakkarider forbundet ved glykosidbindinger. Det er et fzllestreek ved
glykosidbindinger, at et kulstofatom fra hvert af de to ringformede mono-
sakkarider er forbundet via et iltatom, men bindingerne er alligevel forskel-
lige, bestemt af hvilke af kulstofatomerne i ringene, der indgar, og af mono-
sakkaridernes detailstruktur, herunder ogsa stereo-isomere forskelle.

Fzllesbetegnelsen for disse forbindelser indeholdende glykosidbindinger
er glykosider, men hvor carbonylgruppen stammer fra glukose bruges under-
tiden betegnelsen glukosider.

Mange bakterier danner enzymer, glykosidaser, som kan spalte forskellige
glykosidbindinger, og pavisning af de forskellige glykosidaser, som findes i
en bestemt bakterie, er derfor med til at karakterisere den og kan udnyttes
i klassifikation og identifikation.

En indirekte pavisning af glykosidaser sker i de klassiske forgaeringsprover,
idet pavisning af fermentativ syredannelse ud fra oligosakkarider og polysak-
karider forudseetter, at der forst er sket en nedbrydning til monosakkarider
netop ved hjelp af glykosidaser. Nar fx. en bestemt bakterie er i stand til
fermentativt at danne syre af laktose, si kan man deraf udlede, at bakterien
er i stand til at danne den glukosidase, som spalter glukosidbindingen i laktose,
sa glukosemolekylet og galaktosemolekylet frigores. Uden denne indledende
spaltning af laktosen til monosakkarider vil bakterien nemlig ikke veere i stand
til fermentativ syredannelse (derimod ville der uden medvirken af glykosidasen
kunne ske en oxidativ syredannelse, hvis laktosen blev iltet direkte til lakto-
bionsyre). Den specielle glykosidase, der her er tale om, kaldtes tidligere lak-
tase, men efter nyere terminologi kaldes den p-galaktosidase.

Hvis formalet alene er at pavise, om en bestemt glykosidase, fx. f-galak-
tosidase, er til stede, kan man gi en anden mere direkte vej og benytte et
kunstigt fremstillet stof, der indeholder samme glykosidbinding som laktose.
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Hvis man kemisk kobler et galaktosemolekyle sammen med et molekyle af
orto-nitrofenyl, har man et stof: ONPG eller o-nitrophenyl-g-D-galaktosid,
der netop indeholder samme glykosidbinding som laktose, og mens det uspal-
tede ONPG er farvelpst, vil en spaltning af glykosidbindingen frigere o-nitro-
fenyl, som er et gult stof, siledes at spaltningen direkte kan observeres som et
farveomslag i oplesningen. '

Analogt med fremstillingen af ONPG har man fremstillet andre syntetiske
glykosider, der indeholder ganske bestemte glykosidbindinger, og ved hjelp
af dem kan man underspge for tilstedeveerelse af en rakke forskellige glyko-
sidaser.

Stort set er de forskellige glykosidaser specifikke, dvs. de spalter fortrins-
vis en bestemt glykosidbinding, men da visse glykosidbindinger molekulert
set ligner hinanden meget, kan i nogle tilfeelde samme enzym spalte flere
nazrtstiende forbindelser, omend med forskellig intensitet. Virkningen af
nogle typiske glykosidaser fremgar af de fplgende ligninger:

Sakkarose + H,O
(o-B-D-fruktofuranosyl- B-frukto-

. ————— » D-glukose + D-fruktose
-(2-1)-o=D-glukopyranosid) furanosidase

Maltose 4+ H,O
(o-o=-D-glukopyranosyl- o-gluko-

{(1-4)-B-D-glukopyranosid) ~ sidase 2 D-glukose

Laktose + H,O ,
(o-f-D-glukopyranosyl- f—galakto-

. - D-glukose + D-galaktose
-(1-4)-p-D-galactopyranosid) ~ sidase

-ni -B-D-galakto- —galakto- .
© mtrof.enyl f-D-galakio Bi—> orto-nitrofenyl + D-galaktose
pyranosid sidase

Om nogle glykosidaser, fx. f-galaktosidase, vides det med sikkerhed, at de er
inducerbare, og rimeligvis gelder det alle eller flertallet. Induktionen kan
fremkaldes af mange naturlige og syntetiske forbindelser, som indeholder
den til glykosidasen svarende glykosidbinding. Samtidig med glykosidasein-



198 Undersegelse af kulhydratomszetning

duktionen vil der normalt ske en induktion af den permease, som er nod-
vendig for aktivt at transportere glykosidet ind i cellen. Mutationer i det
gen, der koder for permeaseenzymet er ikke sjeeldne og medferer ofte, at et
bestemt glykosid ikke metaboliseres til trods for at glykosidasen findes i
cellen. Dette er en hyppig arsag til afvigelser i “normale” forgeringsmenstre
og til at der optreeder negative ONPG-prover hos stammer fra en art, der
plejer at vaere positiv.

De enkelte glykosidaser har et karakteristisk pH optimum; for de af Kilian
& Biilow (1976) undersegte 14 dette mellem 7,5 og 8,5, men andre glykosidaser
har et andet optimum. Ved brug af syntetiske nitrofenyl-glykopyranosider
skal oplesningens pH vaere alkalisk, ogsd af hensyn til at dette er en forud-
setning for at fa nitrofenylets gule farve frem. Kilian & Biilow fandt, at Tris—
buffer virkede h&mmende pa nogle glykosidaser.

3. Valg af metode

ONPG-proven til pavisning af f-galaktosidase er forelebig den bedst indar-
bejdede glykosidaseprove, hvilket til dels hanger sammen med den traditio-
nelle betydning laktoseforgaeringsprover har haft i diagnostisk bakteriologi.
Flest oplysninger fir man ved samtidig brug af begge prover, men er der kun
mulighed for at benytte een prove, vil ONPG-proven alene vare bedre end lak-
toseglasset alene. ONPG-proven vil her blive beskrevet i den udformning,
hvori den har varet anvendt i diagnoseafdelingen siden 1963 (Biilow 1964a,
b).

Teoretisk set er der mulighed for i et underspgelsesprogram at inkludere
mange andre glykosidaseprover, da der findes et stort antal forskellige bak-
terielle glykosidaser og et stort udvalg af kromogene substrater, men fore-
lpbig er den praktiske betydning af anvendelsen af andre glykosidaseprover
end ONPG-proven kun sparsomt underspgt. De hidtidige erfaringer tyder
pa, at ONPX-proven til pavisning af f-xylosidase og PGUA-praven til pavis-
ning af f-glukuronidase. ville vere af verdi (Brisou et al. 1972; Kilian &
Biilow 1976). Detailler i udferelsen af disse to prever vil dog ikke blive ner-
mere beskrevet i det folgende, da fremgangsméaden er som ved ONPG-proven.
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4. Teknisk udforelse, aflasning og fortolkning
ONPG-proven (B-galaktosidasepavisning)

Enzymsubstratet
ONPQG, krystallinsk 0,48 2 (0,2%)
Buffer 30ml
Dest. vand 210 ml
Buffer: NaH, PO, ,H,0: 13,8 gi 80 ml dest. vand

NaOH 5 N til pH 7,0: ca. 15 m!
Dest. vand til ialt 100 ml

Aftappes i 0,5 ml portioner i Widalglas (70 x 10/11 mm) med gummiprop.
Mzrkes ”ONPG”’. (I Biilows substratbeskrivelser er ONPG-koncentrationen
0,4%).

Inoculum: Almindeligvis tages kulturmassen fra en degngammel renkultur
fra en bouillonagar- eller blodagarplade, da erfaringen har vist, at den ned-
vendige induktion i de fleste tilfeelde allerede er sket i sidanne kulturer, for-
mentlig ved hjelp af ukendte galaktosider i disse substrater. I sjeldne til-
feelde kan et negativt proveudfald dog @ndres til et positivt, hvis inoculum
tages fra et substrat indeholdende fra 1 til 10% laktose. Pladerne inkuberes
normalt ved 35°C, nar det drejer sig om Enterobacteriaceae, men i sjaeldne
tilfeelde (fx. visse Hafnia-stammer) giver en lavere inkubationstemperatur
(fx. 22°C) positivt proveudfald, hvor inkubering ved 35°C giver negativt re-
sultat.

Udforelse: 1 eller 2 ogskenfulde kulturmasse suspenderes til homogenitet
i substratoplesningen. Gummiproppen szttes i, og glasset anbringes ved 35°C
i termostat eller vandbad. Der anvendes ikke toluoltils@tning til suspensionen.

Afleesning: Ved aflesningen observeres for fremkomst af en gul farve i reak-
tionsglasset. En forste aflaesning kan ske efter 20 minutter, og alle glas, som
pa dette tidspunkt er gule, kan straks regnes som positive. Ofte er det prak-
tisk at udskyde aflesningen til efter 3 timers inkubation og ogsi i dette til-
felde regnes alle gule glas som positive. Glas, der er farvelgse efter 3 timer,
kan til praktiske formal regnes som negative, men erfaringen viser, at hvis de
aflaeses efter ca. 20 timer, vil enkelte vise en svag gul farve. Denne sent frem-
komne, svage gule farve er formentlig hyppigst udtryk for en uspecifik spalt-
ning af substratet, men m& ogs4 kunne skyldes en svag f-galaktosidaseaktivi-
tet, og den kan vare anledning til fornyet underspgelse efter induktion og/
eller ved lavere veeksttemperatur.
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Fortolkning: En kraftig gul farve tages altid som udtryk for tilstedevarelse
af p-galaktosidase. Hvis suspensionen i forvejen er gul pi grund af gule pig-
menter i kulturen, mad preoven enten opgives eller udferes med et glas med
en varmeinaktiveret suspension som kontrol, Fortolkningen af sene og svage
farveomslag er som ovenfor navnt diskutabel (se ogsd Szturm-Rubinstein
& Piéchaud 1963). ‘

5. Sikkerhedsforanstaltninger

De sadvanlige ved omgang med potentielt patogene bakterier. Serlig ved
fremstilling af suspensionerne ber man undgi, at bakteriemasse bliver hzen-
gende pd glassets rand, og undgd at skabe aerosol ved homogeniseringen.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Listen er udarbejdet p4d grundlag af speciallitteraturen, da Bergey’s Manual
ofte mangler oplysninger. Mange grupper af bakterier har hidtil ikke veret
undersogt.

Campylobacter: en enkelt stamme af C. fetus

Pseudomonadeceae: fa stammer af P. aeruginosa og P. cepacia

Escherichia coli

Citrobacter: de fleste stammer; induktion med hej laktosekoncentration
undertiden nedvendig.

Salmonella: subgenus III (4rizona) : nesten alle stammer

Shigella: Sh. dysenteriae serotype 1;Sh. sonnei; de fleste stammer

Klebsiella: alle undtagen K. rhinoscleromatis

Enterobacter

Hafnia: de fleste stammer; vakst ved 22°C undertiden ngdvendig.

Serratia

Yersinia: alle undtagen nogle stammer af Y. enterocolitica

Erwinia herbicola

Vibrio: alle arter undtagen V. parahaemolyticus og V. alginolyticus

Aeromonas

Plesiomonas

Chromobacterium lividum: nogle stammer

Flavobacterium meningosepticum

Haemophilus: nogle species har nogle positive stammer

Pasteurella: fa stammer af alle species undtagen P. ureae som er negativ

Actinobacillus: alle species undtagen A. actinomycetem~comitans

Neisseria lactamica
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7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomrader

Prgven er meget hurtig; allerede efter 3 timer har man et palideligt resultat,
uanset om udfaldet er positivt eller negativt.

Proven er mere folsom end laktoseforgeringsglasset til pévisning af -galak-
tosidase. Det betyder, at mange sent laktose-positive stammer og en del lak-
tose-negative inden for slegten Enterobacteriaceae hurtigt kan afslgres som
B-galaktosidase-positive. En folge af dette er, at i diagnoseskemaet har mange
”d” symboler for laktoseforgering kunnet erstattes med 4 symboler for
B-galaktosidase, hvorved identifikationen er blevet mere sikker.

De to prever supplerer hinanden i den forstand, at en negativ ONPG-prove
i forbindelse med syredannelse i et Hugh & Leifson O/F glas stotter tolk-
ningen af syredannelsen som oxidativ (laktobionsyre).

Verdien af ONPG-proven ved differentiering mellem arter og slagter er
indtil videre stgrst inden for familien Enterobacteriaceae. Der henvises til
diagnoseskemaerne.
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Kapitel 22
Aiskulinspaltningsprever

Prover der paviser tilstedeveerelsen af det enzym, som spalter glykosidbindingen
i stoffet @skulin. Enzymet har intet officielt navn, men kan betegnes som
“askulinase”.

1. Historisk indledning

Beijerinck, der var professor i bakteriologi ved den polytekniske hajskole i
Delft, publicerede flere grundleggende arbejder om melkesyrebakterier. I
et af disse arbejder fra 1908 omtalte han &skulinspaltning som en vigtig karak-
teriserende egenskab, og det fremgar, at han bade brugte en farvereaktion
med ferricitrat og tab af det uspaltede substrats bla fluorescens som kriteri-
um for stedfunden spaltning, og han anforte, at reaktionen var blevet brugt
i drevis i hans laboratorium. Ifslge en fodnote stammede hans kendskab til
proven fra hans professorkollega i Delft, H.ter Meulen, som havde udfert
omfattende undersogelser over glykosidspaltninger.

I Beijerinck’s laboratorium arbejdede omkring dette tidspunkt van der Leck,
og kort efter optog han sammen med Harrison i Canada brugen af @skulin-
spaltning ved hygiejniske underspgelser af vand og malk. Deres to arbejder
(Harrison & van der Leck 1909a, b) citeres som regel i litteraturen som de
forste, hvor bakteriel askulinspaltning er omtalt, men altsi med urette. I
disse publikationer anbefales et nyt indikatorsubstrat til simpel pavisning
af colibakterier. Det bestod af McConkey’s galdesaltmedium suppleret med
&skulin og ferricitrat, saledes at kolonier af @skulinspaltende bakterier far-
vede substratet sort. Metoden vandt tilsyneladende ingen storre udbredelse,
men herfra stammer de mange senere metoder, hvor galde og askulin er kom-
bineret i samme medium — en kombination som kan veere nyttig til bestemte
formél, men som er principielt uheldig, nar talen alene er om &skulinspalt-
ning, da denne spaltning som sidan ikke pa nogen made er betinget af tilstede-
vaerelsen af galdesalte.

Askulinspaltning viste sig senere at veere verdifuld som differentierende
egenskab inden for streptokokgruppen. Rochaix (1924) fandt, at enterokok-
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ker regelmeessigt spaltede @skulin, og Meyer & Schonfeld (1926) kunne vise,
at proven var egnet til at skille enterokokker fra sikaldt Streptococcus viri-
dans, som ikke spaltede @skulin, og de viste ogsa, at andre streptokokker
— bla. nogle “malkesyrestreptokokker” — havde evne til xskulinspaltning.
Senere underspgelser har bekrzftet prevens veerdi inden for dette omrade
(Facklam & Moody 1970; Facklam 1973; Facklam et al. 1974).

Til differentiering inden for familien Enterobacteriaceae blev &skulinpreven
forst brugt af Levine (Levine et al. 1932, 1934; Vaughn & Levine 1942).
Han brugte den oprindelig p4 den made, at fermentativ syredannelse af den
fraspaltede glukose var kriterium for @skulinspaltningen, hvilket med denne
gruppe bakterier skulle vere i orden; alligevel gik han senere over til ogsa at
tilseette ferricitrat, som med det fraspaltede askuletin danner et sort farve-
kompleks. I denne udformning har proven varet brugt af Edwards & Ewing
(1972) og Ewing (1973) ved undersagelse af store materialer af Enterobac-
teriaceae.

Forskellige hurtigprever er lanceret i de seneste ar. Wasilauskas (1971) og
Lindell & Quinn (1975) brugte en galde-sskulin-ferricitrat skra-agar og et
stort inoculum, som tillod aflesning efter 4 timer, og Edberg et al. (1976,
1977) anvendte en spottest, hvor inoculum placeredes pa en xskulinveedet
plet pa et stykke filtrerpapir, og eventuel spaltning pévistes ved tab af bla
fluorescens under en Wood-lampe inden for 30 minutter. Fluorescenstab som
indikator for en positiv prove havde foruden af Beijerinck ogsa tidligere vae-
ret anvendt af Gemmell & Hodgkiss (1964). De sidstnzvnte viste ogsd, at
det fraspaltede ®skuletin dannede synlige koralagtige krystaller i plademe-
dier.

Resultaterne med hurtigproverne afviger i nogle tilfeelde fra resultaterne
med de sadvanlige prover (se senere), men viser ligesom disse, at inden for
Enterobacteriaceae er provens vaerdi begreenset pa grund af egenskabens for-
deling mellem og inden for taxa. Om Edberg’s spottest ma det bemarkes,
at alle prover bliver positive ved forlenget inkubation.

2. Biokemisk baggrund

I naturen findes glykosidet @skulin i barken af hestekastanie (Aesculus hippo-
castanum), i vilde jasminer og i forskellige andre planter. Det bestar af et
molekyle D-glukose og et molekyle 6,7-dihydroxycoumarin, ogsi kaldet
askuletin, forbundet ved en B (1-6) glykosidbinding. En karakteristisk egen-
skab ved @skulin er stzerk bla fluorescens i vandig oplesning med en pH he-
jere end 5,8. Ogsé ®skuletin fluorescerer, men kun ved alkalisk pH.
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Vi har ikke fundet generelle enzymatiske data om den glykosidase, der
spalter @skulin, men Miskin & Edberg (1978) har for E. coli’s vedkommende
vist, at enzymet er inducerbart, og at bade mskulin og salicin inducerer. Af
hensyn til teknikken ved provens udferelse ville det vaere vaerdifuldt at vide,
om enzymet er konstitutivt eller inducerbart hos andre taxa. Spaltningen
er en hydrolyse, hvorved f-D-glukose og askuletin frigores. Med folgende
metoder kan det pévises, at spaltning har fundet sted: 1) Pavisning af syre-
dannelse ud fra den dannede glukose. 2) Dannelse af et sort farvekompleks
ud fra ®skuletin i forbindelse med ferrijoner. 3) Tab af @skulinets fluoresce-
rende evne ved spaltning. 4) Dannelse af koralagtige, hvide krystaller af asku-
letin (Gemmell & Hodgkiss 1964). Syredannelse forudsatter naturligvis, at
bakterierne har enzymer, der metaboliserer glukose med syrer som slut-
produkt. Det biokemiske grundlag for dannelse af et sortfarvet kompleks
af @skuletin og ferrijoner er ikke kendt og heller ikke de miljofaktorer, som
begunstiger dannelsen. Tab af fluorescens synes kun sjaeldent at have veret
anvendt som indikator, og s& vidt man kan skegnne af den nyere litteratur,
kraeves der yderligere undersogelser, for en metode baseret pa dette princip
kan betragtes som tilfredsstillende funderet. Krystaldannelsen af aeskuletm
er kun omtalt i et enkelt arbejde.

3. Valg af metode

I diagnoseafdelingen har prever til askulinspaltning ikke haft sterre anven-
delse. Nar de har veret brugt, har det vaeret som led i en sukkerraekke, hvor
syredannelse var kriteriet for spaltning. Dog har ogsd prover baseret pa dannelse
af et merkt farvekompleks med ferricitrat vaeret anvendt forspgsmaessigt.
Efter litteraturen at demme er sidstnavnte metode bedst egnet til rutine-
brug.

Et kombineret substrat med tilseetning af galdesalte kan ikke anbefales
som generel underspgelsesmetode. I en sammenlignende undersogelse af Ente-
robacteriaceae med flere metoder har Edberg et al. (1977) vist, at med stammer
fra visse taxa giver vakstprover flere positive resultater end de direkte enzym-
tests, og at procenten af positive i vaeekstprovere stiger med stigende inkuba-
tionstid. Serlig for E. coli er dette forhold meget udtalt. Senere har Miskin
& Edberg (1978) vist, at det skyldes, at enzymet i E. coli er inducerbart.
De mener, proven har storst differentierende verdi, hvis man anvender prover,
hvor E. coli falder negativ ud, og anbefaler derfor enten vaekstmedier spar-
somt inokuleret og aflest efter 18-24 timer, eller en af hurtigmetoderne hvor
induktionen ikke nar at gore sig geldende.
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4. Teknisk udforelse, aflasning og fortolkning

Udfeldning af spaltningsproduktet ceskuletin med ferricitrat som et synligt
brunsort stof i substratet
Substrat (modificeret Vaughn & Levine 1942)

Pepton 0,5%
Garekstrakt 0,5%
ZBskulin 0,5%
Ferricitrat 0,05%

i destilleret vand. Slut pH 7,4.

Aftappes som flydende medium i reagensglas (150 x 13 mm) i 6-7 cm hoje
sgjler, evt. efter tilsetning af agar som et skraglas.

Udforelse: Glasset tilsis som et forgeringsglas med lille inoculum fra en renkul-
tur pa plade. Et skraglas tilsas ved sprednmg pa overfladen og stik gennem
klumpen. Inkuberes ved 35°C.

Aflesning: Hvis det drejer sig om Enterobacteriaceae, kan anbefales en en-
kelt aflesning efter ca. 24 timer — med andre grupper af bakterier m& man
empirisk fastleegge den mest hensigtsmassige inkubationstid, hvis man ikke
kan finde anvisninger i originallitteraturen. En positiv reaktion viser sig ved,
at substratet antager en morkere brun til sort farve. Ifglge Beijerinck (1908)
er farven sort ved sur og brun ved alkalisk reaktion.

Fortolkning: Grensen mellem en negativ og en positiv reaktion er ikke
skarp, og indtil man har skaffet sig personlig erfaring i aflesning, bor man
medtage en positiv kontrolstamme, fx. en Klebsiella pneumoniae.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen seerlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Fra Bergey’s Manual, 8. udg., er medtaget de taxa, hvor positive reaktioner
er omtalt, uanset at metoden og inkubationstidens leengde ikke er anfert.
Nogle data er fra originallitteraturen.
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Escherichia coli: nogle stammer (0,3% ved aflasning efter 24 timer, 61%
ved aflesning efter 5 degn ifolge Edberg et al. 1977).

Citrobacter: nogle stammer (sent positive).

Klebsiella: K. pneumoniae: alle stammer; andre species: nogle stammer.

Enterobacter: E. aerogenes: alle stammer, andre species: nogle stammer.

Serratia: de fleste stammer af alle species.

Proteus: nogle stammer af P. vulgaris og P. rettgeri.

Yersinia: Y. pestis og Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, biotype 1.

Erwinia: flere species, bl.a. E. carotovora.

Actinobacillus: A. suis.

Pasteurella: P. haemolytica, nogle biotyper.

Aeromonas: nogle stammer af alle species.

Chromobacterium lividum: 95% af stammerne.

Bacteroides: B. ruminicola: de fleste stammer; enkelte stammer i andre
species.

Fusobacterium: 4 af 16 species.

Streptococcus: 15 af 25 species og nogle stammer af nogle af de ovrige
species (se streptokokafdelingens diagnoseskema).

Leuconostoc: L. oenos og nogle stammer af 3 andre species.

Peptostreptococcus productus: nogle stammer.

Lactobacillus: 9 af 25 species og nogle stammer af 4 andre species.

Listeria: alle species.

Corynebacterium: 8 af 12 plantepatogene species.

Propionibacterium: 5 af 8 species.

Eubacterium: enkelte stammer i flere species.

Bifidobacterium: 2 af 5 testede species; nogle stammer af en tredie species.

Bacterionema: ca 90% af stammerne.

Rothia: alle stammer.

Nocardia: 16 af 31 species.

7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomrader

Proven anvendes regelmassigt i streptokokdiagnostik bade som flydende og
fast medium. Et @skulinglas med fenolredt, men uden ferricitrat, indgir
rutinemessigt ved forgering af ikke-heemolytiske streptokokker, og ved
CAMP-reaktionen til pavisning af gruppe B streptokokker tilsztter man asku-
lin og ferricitrat til pladerne, s& man umiddelbart kan frasortere de askulin-
positive streptokokker, der giver en positiv CAMP-reaktion, mens gruppe B
stammer er askulin-negative.
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Ellers anvendes proven kun sjeldent i klinisk-mikrobiologiske laboratorier.
Dens vaerdi er iser begranset af, at fordelingen af positive og negative stammer
eller taxa sjzldent tillader nyttig differentiering. Ogsd sent indtredende posi-
tive reaktioner i nogle taxa begrenser dens veerdi.

Som en nyttig differentiering fremheeves i litteraturen, at Listeria er positiv
og Erysipelothrix negativ.
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Stivelsesspaltningsprover

Prover, der paviser tilstedeveerelsen af stivelsesspaltende enzymer, sammen-
fattet under betegnelsen “amylase”.

1. Historisk indledning

Lange for man havde nogen forestillinger om enzymer og deres virkemade
blev det forste enzym opdaget. Det skete, da to franske kemikere, Payen og
Persoz, ansat ved en sukkerfabrik, i 1833 af malt ekstraherede en substans,
som var i stand til at spalte stivelse til sukker (cit. efter Dixon 1971). Det
aktive stof, koncentreret ved en pafelgende udfeldning med alkohol, kaldte
de diastase, fordi det separerede det opleselige sukker fra de uoploselige sti-
velseskorn. Senere blev amylase den gengse betegnelse for enzymet.

Da amylase i tidens lgb var pavist i mange planter (en historisk oversigt
findes hos Baranetzky 1878), blev det efterhinden neerliggende at undersoge,
om enzymet ogsd fandtes i bakterier. Botanikeren Nigeli (1877), der bl.a.
er kendt for sine studier over stivelseskornenes bygning, nzvner, at bakterier
er i stand til at spalte stivelse; men det forste storre arbejde om emnet synes
at hidrere fra Julius Wortmann (1882) fra det botaniske institut i Strassburg.
Wortmann arbejdede ikke med renkulturer, men kunne fastsla, at forskellige
bakterieinfuser var i stand til at nedbryde stivelse. Som kriterier for nedbryd-
ningen brugte han mikroskopisk paviselige @ndringer af stivelseskornene,
endringer i den bla farve, som jod giver med uspaltet stivelse, og pavisning af
reducerende sukker i kultureme. Han ekstraherede og feldede ogsd enzymet
fra bakteriekulturer efter samme menster som Payen og Persoz. Dermed
var vejen dbnet for en udnyttelse af evnen til stivelsesspaltning som et mid-
del til at karakterisere forskellige bakterier. Claudio Fermi (1889) undersogte
30 forskellige bakteriestammer og fandt evne til at spalte stivelse hos 7 af
dem, deriblandt 3 sporedannere. Fermi satte draebte, udvoksede kulturer
til stivelse og undersogte om der blev dannet sukker.

I 1901 angav Eijkman, at stivelsesspaltning kunne pavises ved hjelp af en
agarplade tilsat stivelse, da pladen er uigennemsigtig pd grund af stivelsen,
men viser opklarede zoner omkring stivelsesspaltende kolonier.
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Bade plantefysiologiske og bakteriologiske undersogelser gjorde det ef-
terhdnden klart, at stivelsesspaltning var en kompliceret proces, hvor der kunne
optrede forskellige mellemprodukter, og at der fandtes flere slags stivelses-
spaltende enzymer (se fx. Beijerinck 1895). Endnu i dag har man ikke kend-
skab til alle detailler i stivelsesspaltningsprocessen.

Som ovenfor navnt, var kemisk pavisning af den ved nedbrydningen dannede
glukose en af de mader, hvorpa stivelsesspaltning blev konstateret. Da mange
bakterier oxidativt eller fermentativt omdanner glukose til syrer, er det klart,
at man i visse tilfzlde ogsid kan benytte syrepévisning som indikator for sti-
velsesspaltning. Dette princip har veeret anvendt bl.a. i diagnoseafdelingen,
hvor syredannelse i et forgaeringssubstrat med tilsat stivelse er taget som udtryk
for evne til stivelsesspaltning. Processens uoverskuelighed og vanskeligheden
ved at fremskaffe glukose- og maltosefri stivelse medferer, at denne metodes
resultater ikke kan fortolkes med sikkerhed.

En bedre metode blev foresldet allerede i 1918 af Allen. Han satte 0,2%
vandopleselig stivelse til et plademedium, hvor bakterierne kunne vokse,
og tilsdede pladen med et enkelt lineert strog. Efter inkubering i nogle dage
pévistes stivelsesspaltning ved at flyde pladen med en jodoplesning, hvorved
uomdannet stivelse farves blat, mens stivelsesspaltning markeres som en far-
velgs zone omkring bakteriestroget, hvis amylase er til stede. Denne metode
i forskellige udformninger har siden varet den mest anvendte (se fx. Smith
et al. 1952; Burdon 1956; Stanier et al. 1966; Iverson & Millis 1974; Lee 1976).

2. Biokemisk baggrund

Stivelse dannes som intracellulere stivelseskorn i planteceller, hvor de udger
planternes reservenaring; i ris findes 75% stivelse, i majs ca. 50% og i kartofler
ca. 20%. Stivelse er opbygget udelukkende af glukosemolekyler forbundet
ved glykosidbindinger, men der forekommer to forskellige slags glykosid-
bindinger: « (1->4) og o (1-6) bindinger. Resultatet er, at stivelse bestar
af to hovedkomponenter: dels lange ugrenede molekyler (= amylose), som
alene indeholder 1-4 bindinger, dels lange forgrenede molekyler (= amylo-
pektin), hvor begge slags bindinger indgir, idet 1-6 bindingerne udger for-
greningspunkterne.

Denne serlige struktur medferer, at stivelsesnedbrydning er en komplice-
ret proces, der kan fore til forskellige intermediaer- og slutprodukter, afhaengigt
af hvilke enzymer, der deltager i nedbrydningen.

Der er beskrevet flere forskellige stivelsesspaltende enzymer (amylaser)
isoleret fra dyr, planter og mikroorganismer, men om de bakterielle amylaser
ved man kun lidt. Hyppigst er a-amylase (= « (1->4) glucan glucanohydrolase),
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som ogsd findes i spyt og sekret fra bugspytkirtlen; sjeelden er f-amylase
(= a(1—4) glucan maltohydrolase), der er bedst kendt fra spirende malt, som
anvendes ved fremstilling af ¢l og spiritus ud fra korn og kartofler. Sjeldne
og usaedvanlige amylaser er fundet i Bacillus macerans og Bacillus polymyxa
(Sokatch 1969).

Slutproduktet ved de fleste bakterielle stivelsesspaltninger vil bestd af en
blanding af dextrin, maltose og glukose, i vekslende mangdeforhold. Dextrin
er delvis nedbrudt stivelse, men med s mange glukoseenheder, at det regnes
som et polysakkarid, skent det ikke med jod giver en kraftig bld farve. Den
bla farve fremkaldes af amylose mens dextrin med jod kan give samme rodlige
farve som amylopektin eller vare farvelos. En fuldstzendig nedbrydning til
maltose og glukose forudsetter enzymer, som kan spalte 1->6 bindingerne i
amylopektinets forgreningspunkter, og @jensynlig er sddanne enzymer sjeeldne
i bakterier.

De enkelte enzymatiske trin i den bakterielle stivelsesnedbrydning er ikke
kendt, og det er en oversimplificering at forestille sig, som angivet af Blazevic
& Ederer (1975), at a-amylase forst spalter stivelse til dextrin, derefter dextrin
til maltose og sluttelig maltose til glukose.

a-amylase fra bakterier er et ekstracelluleert enzym, der kreever forudgiende
induktion, men fx. Clostridium welchii amylasen kan induceres af bade stivelse,
glykogen og maltose (Gale 1947).

3. Valg af metode

Som navnt er diagnoseafdelingens hidtidige standardmetode (syredannelse
ud fra stivelse) uheldig, fordi der er grund til at tro, at syredannelsen ofte
alene skyldes metabolisering af glukose- og maltoseurenheder i stivelsen med
det resultat, at man far en del falsk positive resultater. Det ma derfor anbe-
fales at bruge en stivelsesholdig plade, hvor nedbrydningen pévises ved, at
den typiske farvereaktion med jod forsvinder, hvis spaltning har fundet sted.
Ved denne fremgangsmade vil forekomst af glukose og maltose som forure-
ning ikke pavirke udfaldet.

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Agarplade med oploselig stivelse og jod-stivelse-farvereaktionen som indika-
torsystem :

Speciallitteraturen indeholder mange, tildels varierende angivelser med hensyn
til valg af stivelse, grundsubstrat og reagens som udtryk for at valget ikke er
serlig kritisk og delvis bestemt af, hvilke bakterier undersogelsen gelder. Her
angives den metode, som er brugt af Stanier et al. (1966) og Blazevic & Ederer
(1975).
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Substrat: Til en bouillonagar — evt. beriget med 0,5% gerekstrakt — szttes
vandoplgselig stivelse i en meengde svarende til 0,2%. Efter autoklavering
ophaldes substratet som almindelige plader. Autoklaveringen medferer en
vis grad af hydrolyse, men ikke nok til at interferere med proven (Allen 1918).

Reagens: Den modificerede Lugols jodoplesning som anvendes til Gramfarv-
ning; den indeholder 1 g jod og 2 g kaliumjodid i 300 ml destilleret vand.

Udforelse: Fra en frisk renkultur tilsas stivelsespladen med et enkelt strog
midt pid pladen. Inkuberingen sker ved bakteriernes optimale vaksttempera-
tur. Inkuberingstiden afhanger af bakteriernes vaksthastighed. Stanier et
al. (1966) angiver for pseudomonader 48 timer, andre har inkuberet op til
7 dage. Det kan tilrades at vente yderligere 48 timer med reagenstilseetningen,
efter at kulturen er fuldt udvokset, medmindre man laver en serie plader, der
kan proves med fx. 48 timers interval. Reagenstilseetning dreeber bakterierne,
sa fortsat inkubering af samme plade ikke kan gennemfores.

Afleesning: Pladen flydes med jodoplesningen og afleses straks. Jod og
uandret stivelse indgir en forbindelse, som er kraftigt bla, mens delvis ned-
brudt stivelse i forbindelse med jod enten giver en redlig farve eller er farve-
lgs, afhengigt af hvor vidt fremskredet nedbrydningen har veret. En ned-
brydning vil derfor vise sig ved, at en bredere eller smallere zone omkring
vekststroget er redlig farvet eller helt farvelgs, mens resten af pladen er
dybt bld. Ved en negativ preve bliver hele pladen bli. Aflesningen skal fore-
tages inden for et par minutter efter reagenspihaldningen, da den bla farve
hurtigt bleges.

Fortolkning: Kun en helt farveles zone omkring vakststroget fortolkes
som et positivt udfald af proven.

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen seerlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Det er en usikkerhed ved opregning af bakterier med positiv reaktion, at det
ikke i alle tilfaelde i Bergey’s Manual er angivet, om egenskaben er pévist pa
grundlag af den ene eller den anden metode, siledes at man i det enkelte
tilfeelde kan vaere i tvivl om, hvorvidt der er tale om egentlig hydrolyse af sti-
velse. Derfor anbefales det i de konkrete tilfeelde at sl efter i Bergey’s Manual
og i tvivistilfaelde at g til originallitteraturen. Af mangel pa personlig erfa-
ring med prgven har vi veret helt henvist til litteraturens oplysninger.
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Pseudomonas: P. stutzeri, P. pseudomallei, P. saccharophila og nogle stam-
mer af P. mallei.

Xanthomonas: de fleste species.

Vibrio: V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. anguilarum og nogle stammer
af V. fisheri.

Lucibacterium harveyi

Chromobacterium: ca. 20% af stammerne.

Flavobacterium: F. ferrugineum, F. lutescens og F. indoltheticum.

Pasteurella: de fleste stammer af P. pneumotropica og P. haemolytica (pavist
som syredannelse). '

Bacteroides: nogle stammer af B. ruminicola.

Fusobacterium: nogle stammer af 4 (5) species.

Leptotrichia: nogle stammer af L. buccalis.

Neisseria: nogle stammer af N. mucosa, N. sicca og N. subflava, men pévist
ved syredannelse.

Micrococcus: nogle stammer af M. luteus angives at oxidere (?) stivelse.

Staphylococcus: kun enkelte stammer.

Streptococcus: nogle stammer af serogrupperne C, D og G og enkelte andre.

Gemella: G. haemolysans pavist ved syredannelse.

Peptostreptococcus. nogle stammer af P. productus.

Bacillus: 19 af 26 species i Bacillus gruppe II.

Clostridium: 13 (15) af 54 species.

Corynebacterium: nogle stammer af C. pyogenes.

Arthrobacter: nogle stammer af 3 species.

Eubacterium: 2 af 10 species.

Ordo Actinomycetales: mange af denne store gruppes undertaxa er helt
eller delvis positive, fx. Actinomyces bovis, nogle Bifidobacterium, alle
Bacterionema, Norcardia coeliaca, Norcardia vaccinii, mange Streptomyces
og en del Micromonospora.

7. Diagnostisk vzerdi og serlige anvendelsesomrider

Som det fremgar af forrige afsnit er amylaser hyppigt forekommende blandt
bakterier, men som differentieringsprove synes stivelseshydrolyse ikke at have
fundet stor udbredelse. Det kan skyldes besvaeret med substratfremstillingen
og den lange tid, der kan medga inden et svar foreligger.

De omrader, inden for klinisk mikrobiologi hvor det ser ud til at preven
isser har differentialdiagnostisk vardi, er blandt streptokokker og Bacillus
og Clostridium arter. Ogsa ved adskillelse af P. stutzeri og atypisk P. aerugi-
nosa kan proven vere nyttig.
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Cellulosespaltningsprover

Prover, der péviser tilstedeverelse af cellulosespaltende enzymer, sammen-
fattet under navnet “cellulase”.

1. Historisk indledning

Der er flere grunde til, at man i mange ir intensivt har beskaftiget sig med bak-
teriel cellulosenedbrydning. For det forste er cellulose det kulhydrat, som
forekommer i storst mengde i1 naturen, og for det andet er denne enorme
fodereserve kun i ringe grad tilgengelig for mennesker og de fleste dyr, fordi
deres fordejelseskanal mangler de nedvendige enzymer til nedbrydningen.
Blandt de hgjere dyr kan drovtyggerne udnytte cellulose, fordi vommen hos
dem indeholder en vaske fyldt med bakterier og andre mikroorganismer,
hvoraf nogle producerer cellulosenedbrydende enzymer. Efter nyere under-
sogelser kan imidlertid en ringe meangde cellulose udnyttes af cellulosespal-
tende bakterier i tarmkanalen ogsd hos mennesker og andre pattedyr. Andre
motiver til at interessere sig for cellulosenedbrydning er dels muligheden for
at fremstille nyttige organiske forbindelser som alkohol, acetone ect. i indu-
striel malestok ud fra cellulose, dels problemet med at bortskaffe de stadigt
stigende mengder celluloseholdigt affald, der ophobes i moderne samfund.

Trods interesse for bakteriel cellulosenedbrydning er der stadig mange
huller i den eksisterende viden. Nogle af grundene hertil er, at det tog lang tid,
inden det lykkedes at skaffe renkulturer iszer af de anaerobe cellulosespaltere,
at maling af enzymaktiviteten kompliceres af at enzymsubstratet i sin rene
form er uopleseligt, og formodentlig ogsé den omstendighed, at bakteriel
cellulosenedbrydning i naturen er resultatet af flere forskellige slags bakteriers
samtidige aktivitet.

Den tyske kemiker Mitscherlich (1850) regnes som den ferste, der forbandt
forestillingen om cellulosenedbrydning i naturen med bakteriers virksomhed,
og von Tappeiner (1883-84) viste, at cellulosenedbrydning i vommen hos drov-
tyggere skyldtes mikroorganismer. Den russiske bakteriolog Omelianski (1902)
— en elev af den kendte jordbundsbakteriolog Winogradsky — gjorde de forste
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forspg pd rendyrkning, idet han anviste metoder til at fremstille berigede
kulturer. Han kunne ogs vise, at de aktive bakterier var anaerobe sporedan-
nere, men renkulturer lykkedes det ham ikke at opna. Forst Clausen (1931),
der arbejdede i Kiel, fik vakst af rendyrkede enkeltkolonier pé celluloseagar
af anaerobe cellulosespaltere, og mere regelmeessigt lykkedes det farst for
Hungate fra USA (se fx. Hungate 1950), efter at han havde udarbejdet en for-
bedret teknik til anaerob dyrkning. Hungate og hans elever, iszr Bryant (1959)
og McBee (1948)) har isoleret og beskrevet mange af de anaerobe cellulose-
nedbrydere, der kendes i dag.

Sidelpbende med denne rakke underspgelser blev det ogsa vist, at der fand-
tes fakultativt anaerobe og strikt aerobe bakterier med evne til cellulosened-
brydning. De vigtigste bidrag skyldtes van Iterson (1903), Kellerman & McBeth
(1912), Hutchinson & Clayton (1919), Winogradsky (1929) og Stanier (1942).
Det drejer sig is®r om bakterier af slegterne Cellulomonas, Cellvibrio og
Cytophaga. »

Den forste, der benyttede filtrerpapirstrimlers desintegrering som indikator
for cellulosenedbrydning, synes at have varet Popoff (1875), og de forste,
der anvendte en agarplade med inkorporeret finfordelt cellulose, hvor op-
klaring omkring enkeltkolonier markerede nedbrydningen, var Kellerman
& McBeth (1912).

Pringsheim (1912) viste som den forste, at cellobiose og glukose var inter-
medizrprodukter ved cellulosens nedbrydning.

Renfremstilling af cellulosespaltende enzymer er stadig ikke lykkedes,
men der er i litteraturen talrige undersogelser, hvor spaltningsprocessen og
de nermere omstendigheder for enzymets optimale virksomhed er sogt klar-
lagt. Som eksempler kan navnes arbejder af Han & Srinivasan (1968), Berget
al. (1972a, b), Child et al. (1973), Lee & Blackburn (1975), Breuil & Kushner
(1976), Kaufmann et al. (1976) og Thayer (1976).

2. Biokemisk baggrund

Cellulose er et polysakkarid fra planteveev opbygget udelukkende af glukose-
molekyler forbundet ved § (1-4) bindinger. Molekylet er en ugrenet kede
med fra fi hundrede til mange tusinde glukoseenheder. Cellulose forekom-
mer i alle planteceller, men mangden varierer sterkt: blade indeholder ca.
2%, tramasse ca. 45% og bomuld ca. 98%. I de fleste tilfelde findes cellulosen
sammenbygget med andre polymerer som lignin, hemicellulose, pektin og
extensin. Ren cellulose, som fx. filtrerpapir og affedtede bomuldsfibre, er fuld-
steendig uopleseligt i vand og alle sadvanligt anvendte oplesningsmidler,
men det er opleseligt i Schweizer’s reagens (cupritetraaminhydroxyd) og kan
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derfra udfzxldes med syre som et fint fordelt preecipitat. Kellerman & McBeth
(1912) indferte brugen af siledes udfzldet cellulose som bestanddel af agar-
plader. Ogsd mekanisk findelte cellulosefibre anvendes i agarplader. Ved for-
skellige kemiske behandlinger kan dannes opleselige cellulosederivater som car-
boxymetylcellulose og ®tylcellulose, der er kommercielt tilgengelige.

De navnte forskellige celluloseprodukter angribes med forskellig lethed
af cellulosespaltende enzymer, og nogle derivater angribes ogsa af enzymer,
der ikke spalter ren cellulose. Variationer i cellulosefibrenes struktur og sam-
mensztning pavirker ogsi den lethed, hvormed de nedbrydes (Berg et al.
1972a, b). Af de anferte grunde er det nedvendigt altid at pracisere, hvilket
substrat der har veret benyttet til undersagelse for evne til cellulosespaltning.
Tidligere regnede man med, at den enzymatiske spaltning foregik ved hjzlp
af et enkelt enzym, cellulase, som var i stand til at afspalte to glukoseenheder
ad gangen, siledes at der opstod cellobiose, som derefter af samme enzym
spaltedes til to molekyler D-glukose.

Nyere undersogelser har vist, at processen er mere kompliceret. Selv om
sporgsmilet endnu ikke er fuldt opklaret, regner man i dag med, at “cellu-
lase” er et kompleks af enzymer omfattende 1) C,-cellulase, som spalter til-
feldige bindinger i keeden, 2) C,-cellulase, som fra frie ender afspalter cello-
biose og 3) cellobiase, som spalter cellobiosen til glukose. I nogle tilfeelde er
det vist, at bade Cyx- og C;-komponenterne indeholder underkomponenter
med lidt varierende substratspecificitet.

Nogle bakterier danner en ekstracelluler cellulase, hos andre er enzymet
intracellulert og frigeres forst ved bakteriens lyse, og i endnu andre tilfzelde
er der pavist bade frit og cellebundet enzym.

I alle tilfzzlde synes enzymets dannelse at kreeve induktion med cellulose,
og tilmed forudsettes en nar kontakt mellem bakteriecellen og substratet.
P4 hvilken made denne kontakt udlpser enzymproduktionen er ikke kendt.

Tilstedevaerelse af glukose og cellobiose i kulturermne heemmer eller for-
hindrer enzymdannelsen. Det optimale pH for enzymaktiviteten er noget
varierende, men ligger hyppigt omkring neutralpunktet.

Metoder til pavisning af cellulosespaltning i diagnostisk bakteriologi er enten
synlig desintegrering af filtrerpapirstrimler eller pavisning af opklaring om-
kring kolonieme pa plader, som indeholder fint fordelt cellulose. Af kvanti-
tative metoder, som iseer anvendes i biokemien, kan navnes: vejning af cel-
lulosemengden for og efter enzympdvirkning, endringer i cellulosepraepara-
tets viskositet, méling af den dannede mengde reducerende sukker og brug
af ¥ C-merket cellulose med maling af den frigjorte radioaktivitet.



Cellulose 219

3. Valg af metode

Diagnoseafdelingens erfaringer med pavisning af cellulosespaltende evne hos
bakterier er begraenset til nogle fa lejligheder, hvor der er blevet anvendt fil-
trerpapirstrimler i et flydende mineralmedium eller pd overfladen af en speciel
skri-agar. Fordelen ved denne metode er, dels at den let lader sig improvisere
i de sjeldne tilfelde der vil veere brug for den, dels at et positivt udfald virkelig
er udtryk for spaltning af ren cellulose.

Af litteraturen fremgdr, at spaltning af carboxymetylcellulose pavist ved
viskositetsendring — en meget anvendt metode — kun forudsztter nerver
af Cy-komponenten. Denne prove kan derfor ikke direkte sammenlignes
med pavist desintegrering af filtrerpapir, som forudsaztter, at ogsd C;-kom-
ponenten er til stede.

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Vekstmedium og enzymsubstrat

Afhangig af bakteriernes veekstkrav anvendes et simpelt mineralmedium med
(NH4), S0, eller NaNO; som kvalstofkilde eller samme medium beriget med
gaerekstrakt og/eller pepton. En strimmel filtrerpapir tilseettes som kulstof-
og energikilde.

Hvis bakterierne kan udnytte nitrat som kvelstofkilde, er det af hensyn
til pH i kulturen under vaeksten en fordel at benytte nitrat fremfor et ammo-
niumsalt. Mediet kan bruges i flydende eller fast form. I det flydende medium
anbringes — umiddelbart for tilsiningen — et stykke sterilt filtrerpapir (What-
man nr. 1 anbefales, men er nappe strengt nedvendigt), ca. 10 x 70 mm,
saledes at ca. § rager op over vaeskens overflade. I fast form dispenseres mediet
som en skrd-agar, og filtrerpapiret trykkes fast p4 den skra overflade.

Mineralmediets sammensatning er ikke kritisk. Hutner’s medium (se Cohen-
Bazire et al. 1957 og den modificerede opskrift fra substratafdelingen) eller
folgende kan anvendes:

NaCl 0,6 ¢

(NH,4), S0, 0,1¢g

KH, PO, 0,05g
K,HPO, 0,05¢
MgSO,,7H, 0 0,01 ¢
CaCl, 0,01 ¢
i postevand 100 ml

pH indstilles til 7,0-7 4.
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Af det flydende medium aftappes ca. 5 ml i reagensglas ca. 150 x 13 mm.
Ikke tilsdede kontrolglas er strengt nedvendige.

Udforelse

Inoculum tages fra en frisk renkultur pa plade. Efter at filtrerpapiret i glasset
er blevet fugtigt, si det klaber til glassets veeg, tilsas det flydende medium
ved at suspendere et moderat stort inoculum i vasken, og en skra-agar tilsas
ved at inoculum spredes pé overfladen af filtrerpapiret.

Da nzr kontakt mellem bakterier og filtrerpapir er en foruds@tning for
enzyminduktionen, vil det méaske ogsid vaere en fordel at tilsd det flydende
medium ved at sprede inoculum pa strimlen, inden den anbringes i glasset.
Det vil af hensyn til aflesningen veere en fordel at radde over 2-3 glas, der
kan undersoges successivt.

Glassene anbringes ved optimal veeksttemperatur. Termofile clostridier
kan kraeve op til 45°C, cytophaga-arter vokser som regel bedst ved stuetem-
peratur.

Afloesning
Proverne aflaeses dagligt i op til 30 dage, hvis cellulosespaltning ikke er kon-
stateret forinden. Nedbrydningshastigheden kan variere fra fa dage til 1 méned.
I de flydende medier med strikt aerobe bakterier vil cellulosespaltningen
i typiske tilfzelde vise sig ved, at filtrerpapirstrimlen gar i to stykker, nér glasset
vippes, idet vaeksten og derfor cellulosespaltningen foregir i et smalt beelte
svarende til substratoverfladen, sa papiret knaekker sammen, nir spaltningen
er tilstreekkelig vidt fremskreden. I andre tilfelde sker der en mere diffus
spaltning resulterende i papirets omdannelse til en si bled masse, at det enten
synker til bunds i glasset eller gir i stykker ved berering med en gsken eller
pincet. I et skraglas, hvor papiret ikke har mulighed for at knakke eller synke
sammen, pavises spaltningen ved at det er blevet si mort, at det meget let
gar i stykker ved skub eller treek. I tvivistilfeelde er det vigtigt at sammen-
ligne skorheden af papiret i proveglas og kontrolglas.

Fortolkning

Et knzkket eller helt blpdgjort stykke filtrerpapir er bevis for, at der har
fundet en cellulosespaltning sted. I tilfzelde, hvor spaltning ikke er helt oplagt,
beror afgorelsen pd en sammenligning med kontrollen. Fortsat inkubering af
prove- og kontrolglas med gentagne undersggelser af papirets merhedsgrad
ma anbefales i tvivistilfaelde.
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5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen serlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Da mange grupper af bakterier ikke er undersogt systematisk for evne til
cellulosespaltning, er nedenstiende liste nedvendigvis ufuldstaendig. Fra Ber-
gey’s Manual er medtaget de taxa, hvor det er anfort at hydrolyse af cellulose
eller carboxymetylcellulose er iagttaget, og hertil er fojet enkelte observationer
fra speciallitteraturen.

Cytophaga: nogle species.

Sporocytophaga myxococcdoides

Pseudomonas: en enkelt stamme af P. fluorescens.

Alcaligenes: en enkelt stamme af A. faecalis.

Serratia: en enkelt stamme af S. marcescens.

Bacteroides: B. ruminicola og B. succinogenes.

Butyrivibrio: nogle stammer af B. fibrisolvens.

Ruminococcus: de fleste stammer.

Bacillus: svag aktivitet hos nogle stammer af B. polymyxa, B. macerans
og B. circulans.

Clostridium: flere species (se 7. udg. i stedet for 8. udg. af Bergey’s Manual).

Cellulomonas: alle stammer af eneste nu anerkendte species: C. flavigena;
I Bergey'’s Manual, 7. udg., flere andre species.

Eubacterium cellulosolvens

Streptosporangium rubrum

Micromonospora: 7 af de 16 species spalter cellulose, men i nogle tilfaelde
langsomt.

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

I et klinisk-mikrobiologisk laboratorium vil preven sjeldent finde anvendelse,
fordi de fleste isolater horer til bakteriegrupper, hvor cellulosespaltning efter
vor nuvarende viden ikke forekommer.

I sjeldne tilfeelde kan der vere anledning til at undersgge en isoleret clo-
stridieart eller en cytophaga-art. Da Cellulomonas flavigena kan forveksles
med Corynebacterium, kunne der vare grund til at anvende proven pa coryne-
forme isolater, iseer hvis de er gult pigmenterede.
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Kapitel 25
Pektinspaltningsprever

Med disse prover pavises bakteriers evne til at spalte pektinholdigt plantevev.

1. Historisk indledning

Interessen for bakteriel pektinspaltning stammer dels fra den sakaldte >rod-
nings”’proces, som er forste trin i fremstilling af her og hamp, dels fra plante-
sygdommen “fugtig rdd” eller hvidbakteriose der angriber mange slags gront-
sager (ordene “rpde” og “rdd” er begge gamle betegnelser for forradnelse).
Ved "redning” blev i @ldre tid her- og hampeplanterne nedlagt nogle uger
i et vandleb dekket med slam, hvorved pektin og andre kitsubstanser oplps-
tes, si taverne, dvs. cellulosefibrene, derefter kunne frigores ved en mekanisk
behandling. Forestillingen om at mikroorganismer kunne spille en rolle ved
processen var tidligere fremsat, da Winogradsky (1895) sammen med sin
elev, Fribes, i St. Petersborg udferte nogle opformeringsforsog med horplan-
ter som substrat og fra kulturerne isolerede en anaerob sporedanner, der var
i stand til at nedbryde pektinholdigt materiale, men ikke angreb cellulose.
I 1904 blev disse forsog bekreftet af Beijerinck & van Delden i Holland og
af flere andre. Beijerinck isolerede to forskellige anaerobe sporedannere og
udfzldede af kulturerne et enzym, pektosinase, som bl.a. fremkaldte henfald
af kartoffelskiver. Baseret pa Beijerinck’s resultater gik man i hor- og hampe-
industrien derefter over til at foretage rodningsprocessen i opvarmede tanke
tilsat kulturer af de aktive sporedannere. Et eksempel pa, at der stadig er
bakteriologer dér interesserer sig for redningsprocessen, er Betrabet & Bhat’s
arbejde fra Indien i 1958. Siden Winogradsky’s og Beijerinck’s dage er det vist,
at ogsé fakultativt anaerobe og strikt aerobe bakterier kan bidrage til rodning
af herplanter.

Pavisning af Erwinia carotovora som arsag til fugtig rad hos guleredder og
andre rodfrugter skyldes den amerikanske plantepatolog Jones (1901, 1905).
Han arbejdede i Wisconsin sammen med plantepatologen Erwin F. Smith,
som har givet navn til slegten Erwinia. Jones paviste bakteriernes pektin-
spaltende evne ved direkte inokulation af sterile gulerodsskiver. Her kan det
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nzevnes, at den franske leege Davaine, der ellers is®r er kendt for sine milt-
brandundersogelser, allerede i 1868 inokulerede plantevaev med bakterier
og derved fremkaldte fugtig rad (cit. efter Clark 1961).

En anden amerikansk plantepatolog, Starr, angav i 1947 en ny metode til
pavisning af pektinspaltning baseret pa at et vakstsubstrat indeholdende
en pektingel, der bliver flydende, hvis bakterierne danner pektinolytiske
enzymer. Aret efter viste han sammen med Burkholder, at ogsa xanthomo-
nader kan spalte pektin, og i 1967 undersogte han sammen med Nasuno nzr-
mere, hvilke pektinolytiske enzymer der forekommer i denne gruppe. Ien
_oversigt fra 1972 har han givet en detailleret redegorelse for de pektinolyti-
ske enzymer i slagten Erwinia (Starr & Chatterjee 1972).

Schneider (1912) var den forste der undersogte, om nogle af de i tarm-
kanalen forekommende bakterier havde evne til at spalte pektin, og senere
har mange andre gentaget underspgelsen (McCoy & Peterson 1928; Barker
& Martin 1936; Kertesz 1940; Davis & Ewing 1964 og flere andre). Nogle
undersegelser pa dette omrade var inspireret af brugen af revne, rd aebler
(der er meget pektinholdige) som middel mod diarré (Steinhaus & Georgi
1941; Werch et al. 1942). Det samlede resultat var, at nar der ses bort fra
Erwinia, var der ingen bakterier i familien Enterobacteriaceae der spaltede
pektin. En enkelt senere underspger havder dog, at Klebsiella af biotypen
oxytoca og alle Yersinia-arter danner pektolytiske enzymer (van Riesen 1975,
1976).

Enkelte forfattere har i de seneste ar s@rlig interesseret sig for pektino-
lyse blandt Bacillus-arter, hvoraf en del er positive (Ottow 1972, Steinige-
weg & Ottow 1974; Lajudie & Dumanoir 1976).

Den biokemiske analyse gjorde i mange ar kun langsomme fremskridt,
men siden det i 1960 af Albersheim et al. blev vist, at nogle af de implicerede
enzymer er lyaser, som ferer til dannelsen af umattede galakturonider, har
der tilsyneladende varet en opblussen i interessen, og nyere metoder er taget
i brug ved enzymundersegelserne (se fx. Fuchs 1965; Hsu & Vaughn 1969;
Nagel & Wilson 1970; Zucker & Hankin 1971; Davé & Vaughn 1971). Et
fremskridt er muligvis ogsa en ny metode til pavisning af pektinspaltning
i det bakteriologiske laboratorium (Jayasankar & Graham 1970; Hankin et
al. 1971). Pektin er her indlejret i en plade stivnet ved hjelp af agar (i tid-
ligere anvendte substrater var det pektingelen selv, der tjente som gelerings-
middel), og spaltningen pavises ved at flyde pladen med cetavlon = cetyl-
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trimetylammoniumbromid, hvorved uspaltet pektin udfzldes, si der dannes
opklarede zoner omkring kolonier med pektinolytisk aktivitet.

2. Biokemisk baggrund

I naturen forekommer pektin i stgrst mangde i umodne frugter, iser abler,
og desuden i rodder og rodknolde. Pektin er i plantevaevet den intercellu-
leere kitsubstans, som holder cellerne pa plads i et bestemt menster og bli-
ver derved intimt forbundet med cellevaggenes cellulosefibre.

Kemisk er det en polymer af galakturonsyre-enheder bundet sammen
med o (1-4) glykosidbindinger, men desuden er et storre eller mindre antal
metylgrupper bundet i esterbinding til de frie carboxylgrupper.

I plantevav er pektin vanduopleseligt, men i renset form er det delvis op-
lpseligt og tiler darligt autoklavering, iser ved pH-veerdier uden for neutral-
punktet. Det er en karakteristisk egenskab ved pektin, at det i nerver af
calciumjoner gir i forbindelse med stoffer, der indeholder hydroxylgrupper,
og danner en fast gel. Denne pektingel er basis for frugtgeléer, hvor sukke-
ret leverer hydroxylgrupperne. Man kan forsterke de naturlige frugtsafters
gelédannende evne ved tilsetning af ekstra pektin, og som folge heraf er det
opstaet en pektinindustri, som ogsa er leverander af de produkter, der anven-
des i laboratorierne. Den gelédannende evne gar tabt ved enzymatisk ned-
brydning. '

Det er tvivisomt, om bakteriel pektinspaltning altid foregdr pd samme
made; i hvert fald ser det ud til, at forskellige bakterier kan have forskellige
kombinationer af de indtil nu kendte enzymer, der falder i folgende 3 grupper
(referencer, se historisk indledning):

1) Pektinmetylesterase eller blot pektinesterase — tidligere kaldet ”pektase”
— fraspalter metyl fra carboxylgrupperne, hvorved pektin bliver til pektin-
syre, dvs. polygalakturonsyre.

2) Flere forskellige hydrolytiske polygalakturonaser eller pektatglyko-
sidaser — tidligere kaldet “pektinase” — som spalter glykosidbindinger enten
tilfeeldige steder i keeden eller fra den reducerende ende, siledes at der dan-
nes galakturonsyre og/eller oligogalakturonider med forskelligt antal mono-
merer.

3) Flere forskellige polygalakturonatlyaser eller transeliminaser — ogsd
kaldet pektatlyase — som samtidig med spaltning af en glykosidbinding om-
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danner et molekyle galakturonsyre til en umattet forbindelse ved elimine-
ring af brintatomer. '

Normal eller umattet galakturonsyre og normale eller umettede galak-
turonider udger altsi pektinets primeere spaltningsprodukter. Nogle bak-
terier har enzymer til videre metabolisering af disse produkter. Det antages,
at den umsttede galakturonsyre spontant omdannes til 4-deoxy-L-threo-
hexose-ulose~uronsyre, der ligesom normal galakturonsyre ender som
2-keto-3-deoxyglukonsyre, der efter fosforylering nedbrydes ad Entner-
Doudoroff vejen.

Samspillet mellem disse 3 slags enzymer er ikke ganske klart, men det
synes at geelde generelt, at pektatlyaseaktivitet forudsatter, at metylgrup-
perne er afspaltede ved hjzlp af pektinesterasen. _

Alle de neevnte enzymer dannes ekstracelluleert. Polygalakturonase kraever
sur reaktion (pH 4-6) bade for at dannes og fungere. Pektatlyase kreever
ligeledes sur reaktion ved dannelsen, men aktiviteten er storst ved svag
alkalisk reaktion.

Begge disse enzymer angives hyppigst som konstitutive, men hos nogle
bakterier er i hvert fald lyasen inducerbar (P. fluorescens, Bacillus pumilus
og Cytophaga pectinovorum).

Hos en Aeromonas-stamme er det vist, at den konstitutive lyase i udtalt
grad er under katabolit repression nasten uanset hvilke stoffer, der anven-
des som kulstof- og energikilde (Hsu & Vaughn 1969). Hvis det samme er
tilfeldet for andre arter, er det et spergsméil, hvor mange af litteraturens
oplysninger om manglende evne til pektinspaltning, man kan stole pd.

Zucker & Hankin (1971) har vist, at der i kartofler findes en faktor,
som synergistisk forstzrker induktionen af lyaseenzymet hos en Pseudo-
monas-stamme og andre jordbundsbakterier. Der er ingen forklaring pé
mekanismen, men fenomenet er miske verd at erindre, hvis man planleeg-
ger undersogelse af bakteriel pektinspaltning.

Bade hydrolaser og lyaser kraever tilstedevearelse af calciumjoner.

De vigtigste metoder til biokemisk analyse af pektinspaltningsprocessen
er viskometri, titrering af frie syregrupper, spektrofotometri og papirkro-
matografi, men disse prover er for komplicerede til rutinebrug i bakterio-
logiske laboratorier. Her har man anvendt pavisning af zndring i pektin-
holdigt plantevaev, pavisning af e@ndring i pektinpraparaters fysiske tilstand
og pavisning af spaltningsprodukter ved nedbrydning af et pektinpraeparat.



Pektin 227

3. Valg af metode

Diagnoseafdelingens erfaringer med pektinspaltning er begraenset til en enkelt
serie forspg med nogle Erwinia-stammer, der blev inokuleret direkte pa ste-
rile gulerodsskiver. Tilsyneladende fungerede metoden godt, og ogsa af litte-
raturen fir man indtryk af, at den er velegnet, maske bedst hvis gulerods-
eller kartoffelskiven anbringes i et flydende vaekstmedium. Her bor man dog
teenke pd den mulighed, at der i det flydende substrat kan dannes katabo-
liter, som haemmer dannelsen af de pektolytiske enzymer.

Af litteraturen fremgar, at prover der er baseret pé smeltning eller sam-
mensynkning af en pektingel — enten som en sojle i et reagensglas eller som
en lagkageplade med pektingelen overst — ikke er ganske tilfredsstillende,
hvad der muligvis henger sammen med, at gelen let undergar forandringer
ved den nedvendige steriliseringsproces. Mere lovende er tilsyneladende agar-
plader med indstebt pektin, hvor senere flydning med et polysakkaridfzl-
dende reagens markerer, om spaltning har fundet sted.

Her vil vi ngjes med at beskrive den oprindelige metode med direkte ino-
kulation af sterile skiver af rodfrugter — vi betegner den som Jones’ metode
(Jones 1901, 1905) uden at vare helt sikre pé, at han var den forste, som
brugte den. Samtidig vil vi dog gore opmerksom p4, at hvis man star over for
en systematisk undersogelse af bakteriegrupper, hvor der kan vare grund
til at underspge for pektolytisk aktivitet, vil det veere rimeligt at inkludere
andre metoder, fx. Jayasanker & Graham’s (1970), der ogsa er beskrevet
hos Hankin et al. (1971), eller andre af de i den nyeste litteratur beskrevne
fremgangsmadder, fx. hos Ottow (1974) og Lajudie & Dumanoir (1976).

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning
Jones’ metode, dvs. direkte inokulering af sterile skiver af rodfrugter
Substrat: Hos grenthandleren kgber man — s& vidt muligt friske — gront-
sager, fx. gulergdder, radiser eller kartofler. Efter mekanisk renggring af over-
fladen nedleegges materialet 2 minutter i 0,2% HgCl, eller et andet desinfek-
tionsmiddel for at drazbe bakterier pad overfladen. Desinfektionsmidlet af-
skylles derefter grundigt. Rodfrugten udskaeres sterilt i skiver, ca. 5 mm tykke,
og anbringes i en steril petriskal med vandfugtet sterilt filtrerpapir i bunden.
Udforelse.: Tilsaningen kan ske enten fra en renkultur pa plade eller fra
et flydende medium. I forste tilfzelde indgnides kulturmassen med en osken
pé skivens overflade, i det andet tilfzelde padryppes. overfladen nogle f4 draber
af kulturen. Inkubering sker ved bakteriernes optimumstemperatur.
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Afleesning: Nar der er kommet synlig vekst pa overfladen, prever man
ved at trykke en esken eller glasstav mod overfladen, om vavet er blevet
bledt. Til sammenligning tjener en utilsdet skive. Kommer der ikke vaekst,
kan proven ikke udfpres med denne metodik, og man mé evt. prove at an-
bringe sterile stykker af rodfrugten i et flydende medium, hvor bakterierne
kan vokse, og pi samme made prove om plantevavet bliver mert og henfal-
dende.

Fortolkning: Forskellen mellem det normale harde planteveev og det ved
pektinolyse blgdgjorte, macererede vaev er i typiske tilfeelde si udtalt, at
der ikke hersker tvivl om prevens udfald.

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen seerlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Fortegnelsen ma tages med stort forbehold, bade fordi mange bakteriegrup-
per endnu ikke har veeret undersogt, og fordi de tidligere anvendte metoder
muligvis ikke har veret palidelige. Nogle af de som positive anforte taxa er
ikke anfort som sadan i Bergey’s Manual.

Pseudomonas: nogle stammer af P. fluorescens og P. solanacearum og mulig-
vis stammer af flere andre species.

Xanthomonas: ca. halvdelen af de ben@vnte species.

Aeromonas: en enkelt stamme af A. liquefaciens

Klebsiella: alle stammer af biotypen oxytoca.

Yersinia

Erwinia: E. carotovora, E. chrysanthemi, E. salicis og E. rubrifaciens.

Streptococcus bovis (isoleret fra rumen)

Bacillus: B. subtilis, B. pumilus, B. polymyxa, B. macerans og nogle stam-
mer af andre species.

Clostridium: flere arter, men bortset fra Cl. felsineum ingen precise data.

Eubacterium: nogle stammer af E. cellulosolvens.

Streptomyces: nogle stammer, men ingen preecise data.

7. Diagnostisk verdi og saerlige anvendelsesomrader

Plantepatologer bruger regelmeessigt proven ved differentiering inden for
slegten Erwinia, men i klinisk-bakteriologiske laboratorier anvendes den
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meget sjeldent. Efter nyere undersogelser burde den maske bruges oftere,
da den ser ud til at kunne vere af verdi ved diagnostik af Enterobacteriaceae,
Bacillus, Clostridium og muligvis flere andre grupper.

For proven kan fi praktisk betydning i medicinsk bakteriologi, er det dog
ngdvendigt at finde frem til en egnet rutinemetode og derefter gennemfore
systematiske undersogelser af relevante bakteriegrupper.
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Kapitel 26
vae for 3-ketolaktosedannelse

Proven paviser omdannelse af laktose til 3—ketola1£tose, en omdannelse som
skyldes enzymet hexopyranosid:cytokrom ¢ oxidoreduktase.

1. Historisk indledning

To belgiske biokemikere, Bernaerts og de Ley, har angivet denne prove i 1963.
Iser de Ley har i mange ar interesseret sig bade for bakteriers kulhydratstof-
skifte og for resultaternes udnyttelse i bakterieklassifikationen. I 1958 opda-
gede de, at to bakterier isoleret fra flodvand var i stand til at omdanne disak-
kariderne laktose og maltose til starkt reducerende forbindelser, som de
identificerede som henholdsvis 3-ketolaktose og 3-ketomaltose (Bernaerts
& de Ley 1960a, b). De to bakterier blev tentativt identificeret som herende
til sleegten Alcaligenes, men da systematisk undersogelse for produktion af
3-ketolaktose af et stort antal kendte arter viste, at Agrobacterium tume-
faciens og Agrobacterium radiobacter var de to eneste arter, som var i stand
til at fremkalde denne omdannelse, sluttede de med god grund, at flodvands-
isolaterne ogsa var agrobakterier (Bernaerts & de Ley 1963).

Da pavisning af 3-ketolaktose kan udfares pé simpel made ved hjzlp af
Fehling’s vaeske, og da Agrobacterium tumefaciens er en plantepatogen
bakterie af pkonomisk betydning, som det hidtil kun har veeret muligt at
identificere med sikkerhed ved langvarige inokulationsforseg pa planter, fore-
slog de i 1963 en 3-ketolaktose test, der kunne anvendes som en hurtig prove
til identifikation af A. tumefaciens og A. radiobacter (det er sandsynligt, at
den plantepatogene art A. tumefaciens er en plasmidbeerende variant af den
ikke-patogene A. radiobacter).

Senere undersogelser (Hendrie et al. 1964; Beaud & Manigault 1966; Lau-
trop 1967; Kersters et al. 1973; Riley & Weaver 1977) har bekreftet, at med
fa undtagelser giver A. tumefaciens og A. radiobacter altid en positiv 3-keto-
laktoseprove. Andre, fx. Grebner et al. (1964), Kern (1966) og Clark (1969)
har sat spergsmélstegn ved, om disse bakterier er de eneste, der giver en posi-
tiv reaktion, men de har undersogt si fa stammer, at man ma afvente yder-
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ligere undersogelser. I diagnoseafdelingen har Brita Bruun (upubliceret)
fundet nogle 3-ketolaktose-positive stammer i et stgrre materiale af sakaldt
Flavobacterium, men den taxonomiske betydning af dette fund er endnu
uafklaret.

Da Bernaerts & de Ley i 1958 paviste 3-ketoglykosiderne, var disse glyko-
sider s& godt som ukendte. De har siden i fodevareindustrien. faet en vis be-
tydning som antioxiderende midler, og nu fremstilles de industrielt (Tyler
& Nakamura 1971).

2. Biokemisk baggrund

Disakkaridomdannelse indledes hyppigst med en spaltning af glykosidbindin-
gen, si monosakkariderne frigives, men der kendes to eksempler pa omdan-
nelse, som sker uden at glykosidbindingen spaltes. Det ene er omdannelse
af disakkaridet til de tilsvarende bionsyrer, og det andet er omdannelse til
de tilsvarende 3-ketoglykosider.

6
CH,OH
O, OH

3-KETOLAKTOSE

Efter ovenstiende formler for laktose og 3%ketolaktose kan man se, at &ndrin-
ger i disakkaridet sker ved C; atomet i glykosyldelen, og at andringen bestar
i en oxidation (fjernelse af to brintatomer), saledes at der pa dette sted dannes
en ketogruppe; heraf fremgar navnet 3-ketolaktose.

Den mest karakteristiske egenskab ved 3-ketolaktose er en meget kraftig
reducerende evne, si kraftig at Fehling’s eller Benedict’s vaske reduceres
ved almindelig temperatur, mens de reducerende sukkerarter ellers kraever
opvarmning af blandingen for at reduktion skal forega.
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Denne kraftige reducerende evne udnyftes til at pavise, om omdannelsen
af laktose til 3-ketolaktose har fundet sted, idet man flyder den laktosehol-
dige plade, hvor reaktionen foregir, med et tyndt lag Benedict’s reagens.

Det er en alkalisk kobbersulfatoplesning i natriumcitrat, der holder kobber-
jonerne i oplesning, mens Fehling’s vaeske er alkalisk kobbersulfat i en kalium-
natriumtartratoplesning. Hvis der er 3-ketolaktose til stede, vil kobberjonerne
i reagenset udskilles som kuprioxyd (Cu,0), der er et rodligt stof, og pa den
bla baggrund, som skyldes det kobbersulfatholdige reagens, vil udfzldet kuprio-
xyd vise sig som en gul plet svarende til det omrade, hvor der er dannet 3-keto-
laktose. ‘

Bernaerts & de Ley (1960a, b) viste, at der kan dannes 3-ketoglykosider
af bade laktose og maltose og desuden af laktobionsyre og maltobionsyre,
men proven er baseret pa laktose, fordi det er let tilgangeligt modsat bionsy-
rerne, og fordi der af maltose kun dannedes sma mangder 3-ketomaltose.
Tyler & Nakamura (1971) har senere vist, at ved industriel fremstilling af
3-ketoglykosider giver maltose et godt udbytte. Fukui & Hochster har i 1965
pévist dannelse af 3-ketosakkarose ud fra sakkarose.

De Ley & van Beeuman (1966) har renfremstillet den dehydrogenase, der
katalyserer omdannelsen. Det er et flavoenzym kaldet hexopyranosid: cyto-
krom c¢ oxidoreduktase. Det fremgir ikke, om enzymet er adaptivt, men ved
provens udforelse er cellerne i kontakt med laktosen i 48 timer, for reagenset
tilseettes. Bernaerts & de Ley (1967) viste, at reaktionsforlgbet er ret upa-
virket af pH vardien i mediet inden for greenserne pH 6-8. De mener, at
et medium uden buffer med pH 6,5-6,7 er lidt bedre end et medium med
fosfatbuffer, fordi der er vanskeligheder ved sterilisering af laktoseholdige
medier med buffer. Ved pH over 7,5 sker der nogen nedbrydning af 3-keto-
laktosen. Agrobakterierne, der giver en positiv 3-ketolaktoseprove, vil ofte
samtidig udfere en spaltning af glykosidbindingen, si der ogsid dannes glukose
og galaktose. Hos Tyler & Nakamura (1971) finder man data af relevans for
maximumproduktion af 3-ketomaltose, og formodentlig har disse data ogsi
betydning for forstaelse af optimale betingelser for udfarelse af 3-ketolaktose-
proven, selv om produktionen er baseret pd en voksende kultur, mens proven
representerer et hvilende system. De legger vaegt pd, at pH holdes mellem
6,5 og 7,5; de finder, at en temperatur pa 28°C er gunstig modsat en tempe-
ratur pa 35°C, og de anbefaler urinstof som kvalstofkilde og opnar herved
samtidig den fordel, at pH holder sig mellem 7,0 og 7,5 uden buffer. De finder
maximal ophobning efter 18-20 timer og derefter gradvis svind af 3-keto-
maltosen.
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3. Valg af metode

Der er forelpbig ikke store valgmuligheder. Clark (1969) angiver hvad han
kalder en modificeret og forbedret 3-ketolaktosetest, men da man af artiklen
ikke kan se, hvori forbedringen bestar, og substratmodifikationen vasentligst
udgeres af en hejere koncentration af gaerekstrakt (0,5% i stedet for 0,1%)
og tils@tning af 1% CaCos,, er der i gjeblikket ikke grund til at afvige fra Ber-
naerts & de Ley’s oprindelige metode.

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning
Bernaerts & de Ley’s 3-ketolaktoseprove (1963)

Substrater
Veekstsubstrat
Difco gerekstrakt lg
Glukose 2g
CaCO, ' 2¢g
Agar 1,5-20¢g
Dest. vand 100 ml

Opheldes som skra-agar.

Reaktionssubstrat
Difco garekstrakt 0,1g
Laktose 1,0g
Agar 2g
Dest. vand 100 ml
Opheldes i Petriskal.

Reagens

Benedict’s reagens som bestar af:

Natriumcitrat 17,3 g
Na,CO;, anhyd. 10,0¢g
CuS0O,,5 H,O 1,73 ¢

Dest. vand 100 ml
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Udforelse

En skra-agar indeholdende veekstmediet tilsds fra en frisk renkultur, sa storste-
delen af substratoverfladen daekkes. Skraglasset inkuberes ved 25-30°C i
1-2 dage. 1 dag er tilstreekkeligt, hvis der fra glasset kan hgstes to store gsken-
fulde.

Den hestede kulturmasse overfores umiddelbart til reaktionssubstratet,
hvor det placeres som en lille forhgjning stablet sd hejt som muligt pa et areal,
der ikke er over ; cm i diameter. Der kan pi denne made undersoges 4-6
stammer i en lille Petriskal.

Reaktionsmediet med pasat kultur henstilles ved 28-30°C i 1-2 dage,
inden reagenset pahaldes. Da vi ingen sikker viden har om den optimale tid
for reaktionens forlgb, kan det anbefales at fremstille to plader og flyde den
ene med reagens efter 24 timer og den anden efter 48 timer.

Princippet i proven svarer nermest til det velkendte i en direkte enzym-
test, hvor de aktive celler produceres pd vakstmediet og derefter overflyttes
til kontakt med enzymsubstratet (laktose) pa reaktionsmediet. Grunden til
at enzymsubstratet findes i en plade i stedet for i oplosning i et reagensglas
er bla., at man derved pd en nem made opnér den rigelige tilgang af luftens
ilt, som processen kraver.

For reagenset sattes til reaktionspladen kan det af hensyn til afleesningen
vere hensigtsmaessigt at fjerne kulturmassen fra pladens overflade ved hjzlp
af en podepind med vat. Benedict’s reagens kan paheldes direkte fra flasken
og skal ligge i et tyndt lag (ca. 1-2 mm) ud over hele overfladen. Pladen skal
henstd med reagenset i mindst 1 time ved stuetemperatur, inden den endelige
afleesning finder sted.

Afleesning: Der observeres for fremkomst af grengule til gule pletter i den
af reagenset blafarvede plade. Farveomslaget ved positiv reaktion indtreder
gradvis; det begynder svarende til de steder, hvor kulturmassen har varet
anbragt og breder sig koncentrisk udefter, si pletterne kan blive flere centi-
meter i diameter. I begyndelsen er farven grengul, men som regel bliver den
mere og mere gul. Pletternes afgraensning mod det omgivende medium star
ikke som en skarp rand, men farven toner gradvis over i den bla baggrunds-
farve. Afhangigt af reaktionens styrke kan det vare kortere eller laengere
tid, inden pletterne dukker frem; efter ca. 20 minutter vil man i nesten alle
tilfeelde kunne se, om en reaktion vil blive positiv, men styrken vil som regel
tiltage yderligere efter dette tidspunkt. Ret arbitraert er 1 time sat som greense
for den endelige afleesning.

Fortolkning: Alle tydelige pletter fremkommet efter 1 time er, uanset
deres storrelse og farvenuance, udtryk for en positiv reaktion. Man kan natur-
ligvis gradere styrken efter pletternes diameter, men nogen diagnostisk betyd-
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ning har det si vidt vides ikke. Pletter, der er si svagt antydet, at man eri tvivl
om fortolkningen, mid kunne forekomme. Et nyt forseg med en storre celle-
koncentration pa pladen kan anbefales i et sddant tilfalde.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Benedict’s reagens er dels @tsende pa grund af dets alkali-indhold og dels
giftigt pa grund af dets indhold af kobbersulfat. Kobbersulfat er ogsa en bak-
teriegift og vil antagelig drazbe alle bakterier pa reaktionspladen, siledes at
infektionsrisikoen er veek fra det gjeblik reagenset er haeldt pa.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Af den historiske indledning fremgéir, at proven endnu er s ny, at der mangler
en systematisk afprovning af mange bakteriegrupper. Hvad man indtil nu med
sikkerhed ved, er, at nzsten alle stammer af Agrobacterium radiobacter og
A. tumefaciens giver en positiv reaktion. De ketolaktose-positive “flavobakte-
rier”’, der er fundet i diagnoseafdelingen, er ikke altid gule; de er udtalt sak-
karolytiske, og det kan ikke udelukkes, at de herer hjemme i sleegten Agro-
bacterium. 1 slegten Alcaligenes eller, som nogle siger, Achromobacter, der
vil kunne give anledning til forveksling med agrobakterier ved en overfladisk
undersogelse, har man hidtil ikke fundet arter, som giver en positiv 3-keto-
laktoseprave.

7. Diagnostisk veerdi og szerlige anvendelsesomrader

Proven er forst og fremmest af praktisk veerdi for jordbundsbakteriologer
og plantepatologer, men da agrobakterier undertiden ogsd findes i kliniske
prover og som nzvnt kan ligne Alcaligenes, kan preoven i sjzldne tilfeelde
ogsd veere nyttig i det klinisk-bakteriologiske laboratorium. Her er det vig-
tigt at vide, dels at enkelte stammer af A. radiobacter og A. tumefaciens er
negative,, dels at A. rhizogenes, der ogsi er fundet i kliniske prever, altid
er negativ, hvis preven udferes som her beskrevet (Lautrop 1967; Kesters
et al. 1973).
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Prever for dextran- og levandannelse

Prover der paviser de bakterielle enzymer levansukrase og/eller dextransukrase,
som i sakkaroseholdige medier forer til dannelse af polysakkariderne levan
og/eller dextran.

1. Historisk indledning

Studiet af sikaldte viskese geringer karakteriseret ved dannelse af slim- eller
gummiagtige stoffer gir tilbage til begyndelsen af 1800-tallet. At de skyl-
des mikroorganismer, blev forst heevdet af Pasteur (1861) og senere af Jubert
(1874) og Mendes (1875), som sarligt beskaftigede sig med deres forekomst
i sukkerraffinaderier, hvor man hyppigt var generet af disse slimmasser, som
tilstoppede filtre og rerledninger (cit. efter van Tieghem 1878). I 1874 havde
Scheibler vist, at slimen i sukkerfabrikkerne bestod af polysakkaridet dex-
tran (cit. efter van Tieghem 1878), og i 1878 isolerede Cienkowski i Lenin-
grad og van Tieghem i Paris uafhangigt af hinanden den skyldige bakterie,
som af van Tieghem fik navnet Leuconostoc mesenteroides (van Tieghem 1878).
Bakterierne var omgivet af store slimkapsler, s& de i mikroskopet lignede
en klump frosg, deraf kommer det tyske navn Froschlaichpilz. Liesenberg
& Zopf (1892) var de forste, som arbejdede med renkulturer af L. mesente-
roides, og de viste, at nir bakterierne dyrkes pd sakkarosefri medier, dannes
der ikke slimkapsler, og de ligner da almindelige streptokokker.

Det andet polysakkarid, levan, er forst beskrevet af kemikeren Lipmann
i 1881 (cit. efter Harrison et al. 1930), og i 1901 isolerede og beskrev Greig
Smith i Australien fra rersukker en polysakkariddannende Bacillus, hvor
slimen blev identificeret som levan (Steel 1901).

I 1912 publicerede Beijerinck et grundleggende arbejde om levan- og
dextrandannelse hos bakterier. Han viste, at der var flere forskellige Bacillus~
arter, som dannede levan, og beskrev en ny dextrandannende bakterie, Lacto-
coccus dextranicus, senere omdebt til Leuconostoc dextranicum. Han fast-
slog, at sakkarose og raffinose var de eneste blandt de almindeligt forekom-
mende kulhydrater, som gav anledning til levan— og dextrandannelse, og han
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beskrev med mange detailler de forskellige sakkarosekulturers udseende.
Deraf mente han bl.a. at kunne udlede, at dextranenzymet altid er cellebun-
det, mens levanenzymet ogsd forekommer i fri, diffusibel form, hvilket med-
forer, at der pi en sakkaroseholdig plade kan optrede kolonilignende slim-
hobe, der ikke indeholder bakterier. I flydende medier med dextran og levan
iagttog han en tydelig opalescens.

De forste polysakkariddannende bakterier af human oprindelse er beskre-
vet af Hlava i Prag (1902). Han fandt, at der i svelgpodninger bade fra syge
og sunde hyppigt fandtes bakterier, som dannede store slimkapsler nar de
dyrkedes pa sakkaroseholdige plader. Jeppe @rskov pa Seruminstituttet (1930)
og QOrskov & Poulsen (1931) genopdagede de dextrandannende bakterier fra
sveelget, og i forleengelse af disse arbejder viste F.E. Koch ( 1933/34, 1935),
at de fandtes i den normale mundflora. Hlava betegnede sine bakterier som
Leuconostoc hominis, mens Q@rskov regnede sine til streptokokkerne. Koch
mente ikke, der var si stor forskel mellem mundhulestammerne og de fra sukker-
fabrikkerne kendte stammer, at de burde henregnes til forskellige slzgter.
En afklaring pa dette punkt var dog allerede sket takket vaere en meget grun-
dig undersogelse af Hucker & Pederson (1930), der viste, at Leuconostoc
var forskellig fra bade streptokokker og lactobaciller, og at der trods de mange
beskrevne arter i litteraturen under forskellige navne kun var to forskellige
arter af Leuconostoc karakteriseret ved dextrandannelse: L. mesenteroides
og L. dextranicum.

Inspireret af @rskovs arbejder opdagede Niven og hans medarbejdere i 1941,
at de hyppigt forekommende svalgstreptokokker, som dannede mucoide
kolonier p& sakkaroseplader var den tidligere beskrevne Streptococcus sali-
varius. Ved samme lejlighed blev det vist, at en enkelt stamme af S. bovis
havde samme egenskab (Niven et al. 1941a, b; Sherman et al. 1943). Da man
lidt senere gik over til at underspge for dextran- og levandannelse i flydende
medier, viste det sig, at mange flere bovisstammer var dextrandannende, og at
det samme gjaldt nogle stammer af S. mitis (senere har disse dextrandannende
stammer faet betegnelsen S. mitior) og en ny endocarditis fremkaldende art,
S. sanguis, der var identisk med nogle tidligere underspgte gruppe H strepto-
kokker (Niven & White 1946; Niven et al. 1946; White & Niven 1946; Hehre
& Neill 1946; Niven et al. 1948). Langt senere er det vist, at ogsa Streptococcus
mutans herer til de polysakkariddannende streptokokker.

I samme tidsrum klarlagdes en lang rakke forhold vedrerende streptokok-
polysakkaridernes dannelse og egenskaber, iser takket vare arbejder af Hehre
og hans medarbejdere i USA. Det blev forst vist, at levan og dextran var anti-
gene og kunne pévises og skelnes serologisk, hvilket i hoj grad lettede under-
spgelserne. Enzymaktiviteten i cellefri suspensioner blev pavist og syntesens
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biokemi klarlagt. Det blev endvidere vist, at hverken dextran eller levan var
et i fysisk-kemisk henseende enkelt veldefineret stof, men at hvert af dem
omfattede flere varianter med noget vekslende egenskaber, afheengigt af den
anvendte stamme og dyrkningsbetingelserne, og at nogle arter, som fortrins-
vis producerede den ene polymer, samtidig dannede smi mangder af den
anden. Den begunstigende indflydelse anaerobiose og/eller CO,-tilsatning
har pa polysakkariddannelsen hos nogle arter af streptokokker blev ogsi
pavist og forklarede diskrepansen mellem underspgelser udfert pd plade og
i flydende kultur (se Hehre et al. 1945; Hehre 1946; Hehre & Neill 1946;
Dain et al. 1956; Baily & Oxford 1958).

I 1959 foretog Fuchs i Leyden en storre undersggelse over forekomsten
af levandannelse hos bakterier. Blandt 25 forskellige genera var 10 i stand
til at danne levan. Seerlig hyppig var forekomsten i slaegten Pseudomonas,
hvor dels P. fluorescens dels mange plantepatogene arter var positive, et re-
sultat som senere er bekrzftet af Jessen (1965) og Stanier et al. (1966).
Andre arbejder, der rapporterer om levan- og dextrandannende bakterier,
er Jeanes et al. (1954), Hestrin (1962), Sutherland (1972) og Sidebotham
(1974).

Pavisning af mucoide kolonier pa sakkaroseagar er i sig selv ikke tilstraek-
kelig evidens for, at en stamme danner levan eller dextran; polysakkaridet
ma analyseres narmere. Fx.angav Sutherland, at en bestemt Xanthomonas
dannede levan, men senere er det vist, at der er tale om et hetero—polysakkarid
(Stanier et al. 1976). Flere Neisseria-arter danner ogsd polysakkarid pa en
sakkaroseplade (Berger 1963), og analysen viser, at det udelukkende bestér
af glukosemolekyler ligesom dextran, men da jodpreven er positiv herer stof-
fet til stivelses—glykogengruppen. Skent pévisningen af dette polysakkarid
udnyttes diagnostisk, kan underspgelsen ikke regnes blandt levan~ og dextran-
proverne.

Dextran har fundet anvendelse pi forskellig made og produceres derfor -
industrielt. Dels anvendes det siden 1944 som en bestanddel af transfusions-
vaesker, dels benyttes det ved sejlekromatografi (fx. Sephadex) til adskillelse
af stoffer med forskellig molekylvagt. Talrige studier af disse stoffer og deres
dannelse er siden 1960’erne udsprunget af arbejdet med at finde &rsagen til
tandsygdommen caries. Dannelsen af sikaldte plaque pi tenderne anses nu
for at vere udgangspunkt for caries, og det er vist, at plaquedannelsen ojen-
synlig er knyttet til bakteriernes evne til at danne levan eller dextran. Inter-
essen har serlig samlet sig om de to streptokokarter S. mutans og S. sanguis
og bakterien Actinomyces viscosus, som ogsi er dextrandanner (se fx. Gib-
bons & Banghart 1967; Facklam 1974; Montville et al. 1977 og Warner og
Miiler 1978).
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2. Biokemisk baggrund

De kapsler eller den ekstracelluleere slim, som mange bakterier danner, er
nzsten alle polysakkarider. De fleste er heteropolysakkarider, dvs. de inde-
holder to eller flere forskellige monosakkarider bygget sammen pi en maéde,
som er karakteristisk for hvert polysakkarid. Heteropolysakkarider synteti-
seres under energiforbrug af cellens normale metaboliske apparat og er stort
set uafhangige af, hvilke kulhydrater der er til stede i vakstsubstraterne.

De to polysakkarider dextran og levan dannes pa en hel anden made og er
desuden sikaldte homopolysakkarider, dvs. lange kader opbygget af kun én
slags monosakkarider, dextran af glukosemolekyler og levan af fruktosemole-
kyler. Dannelsen er for det forste betinget af tilstedevarelsen af et specielt
enzym — dextransukrase eller levansukrase — for det andet af at der i vackst-
substratet findes sakkarose eller raffinose, da ingen andre kulhydrater kan
danne udgangspunkt for syntesen. Det er et sarligt og usedvanlig traek, at
syntesen sker uden energiforbrug; forklaringen herpa er, at den energi som
findes bundet i sakkarosens glykosidbinding, umiddelbart kan overferes
til den ny glykosidbinding, som skal dannes hver gang der under syntesen
fojes et nyt led til keeden. Denne syntesemekanisme forklarer, hvorfor mono-
sakkarider ikke kan vere udgangspunkt for syntesen: de mangler den glyko-
sidbinding energien skal tages fra. Det forhold, at dextran og levan kun dannes
i sakkaroseholdige medier, men ikke i glukose- eller fruktoseholdige, er af
praktisk betydning, da det herved bliver muligt pa en nem made at skelne dem
fra heteropolysakkarider, som vil kunne dannes pi begge slags medier. Man
skal dog ikke overse muligheden for, at en given stamme foruden levan eller
dextran kan danne et heteropolymer eller glemme, at Neisseria-stammernes
slimdannelse ogsa specielt er betinget af tilstedeveerelsen af sakkarose.

Syntesen af fx. levan kan illustreres ved hjalp af felgende formler, idet
sakkarose som bestar af a-glukose + B-fruktose, skrives som (o~glu—g-fru).
Forst omdannes 2 molekyler sakkarose af enzymet levansukrase til den be-
gyndende kade ved at fruktosedelen af det ene molekyle kobles til fruktose-
delen af det andet, mens den tiloversblevne glukosedel frigores:

2 (o-glu - B-fru) - (o—glu - B-fru - -fru) + (a-glu)
Naste trin i syntesen foregir pad samme made ved at fruktosedelen af et nyt

sakkarosemolekyle overfores til k&den, mens glukosedelen frigores som glu-
kose:

(a-glu - f-fru - Bfru) + (a-glu - B-fru) - (a-glu - B-fru - B-fru - B-fru) + (a-glu)
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Af disse formler kan man se, at det ikke er helt korrekt at betragte levan som
en polymer udelukkende bestiende af fruktoseenheder; der vil nemlig altid
vere et enkelt terminalt glukosemolekyle. Ved dextransyntese dannes efter
samme menster kader af sammenkoblede glukoseenheder med en enkelt
terminal fruktoseenhed, mens der i ovrigt frigores frie fruktosemolekyler (se
Stanier et al. 1976).

Bindingerne i levanets hovedkede er altid (2->6) og i dextranets (1-6),
men fra begge slags hovedkader vil der som regel afgd kortere eller leengere
sidegrene fra bestemte positioner, sa det enkelte polysakkarid indeholder et
varierende antal af andre bindinger. Dette forhold har bl.a. varet udnyttet
til karakteristik af forskellige dextraner (Jeanes et al. 1954). Kadelengden
er steerkt varierende, dels stammebestemt dels miljobestemt. I dextran varie-
rer molekylveegten fra 15.000 til 20.000.000. I vandig oplesninger vil kee-
derne indgd i et tredimensionalt netveerk, som bestemmer karakteren af den
gel, som dannes, og stoffets storre eller mindre vandopleselighed (Sidebotham
1974). Dextran og levan er optisk aktive, dvs. i stand til at dreje polariseret
lys, og navnene er afledt af denne drejningsevne, idet levan drejer det polari-
serede lys til venstre (lat. levo = venstre), og dextran drejer det til hejre (lat.
dextra = hajre). '

Dextran- og levansukrase herer til enzymgruppen glykosyltransferase,
som generelt medvirker til at overfore en kulhydrat-monomer fra et bestemt
donormolekyle til et andet bestemt acceptormolekyle. Da samme enzym kan
formidle overforelsen mellem forskellige donorer og acceptorer, er forlobet
i et givet system ret uoverskueligt. Dette kan veere forklaringen pa, at enzym-
produkterne ikke er ens i alle detailler, men uensartetheden kunne ogsa skyl-
des, at de enkelte bakterier indeholder et kompleks af enzymer med lidt
varierende affinitet for bestemte donorer og acceptorer.

Enzymeme kan findes dels ekstracellulert dels bundet til cellerne, og de
kan veere adaptive eller konstitutive (Fuchs 1959). Det forste forhold pavirker
koloniernes udseende pa faste substrater, som allerede bemaerket af Beijerinck;
men for koloniudseendet spiller det ogsi en rolle, om bakterierne samtidig
danner levan—- og dextranspaltende enzymer, hvilket kan vere tilfeldet
bade hos Pseudomonas og Bacillus (Fuchs 1959). Helt nye iagttagelser synes
at vise, at enzymaktiviteten oges i nerveer af fosfoglycerider, specielt lyso-
fosfatidylkolin, en iagttagelse som ogsi er gjort med andre membranbundne
enzymer (Harlander & Schachtele 1978). Bade pH- og temperaturoptimum
for syntesens forlpb varierer meget i forskellige systemer.

Til kvantitativ bestemmelse af enzymaktiviteten anvendes i biokemien
for dextransukrases vedkommende titrering af den frigjorte fruktosemangde
i reaktionsblandingen. Bestemmelse af levansukraseaktivitet er kompliceret
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af, at der samtidig med syntesen altid sker hydrolytisk spaltning af en vis
mangde sakkarose, hvorfor det er nodvendigt forst at udfaelde den dannede
levan med alkohol og derpd efter syrehydrolyse at bestemme fruktosemang-
den. Semikvantitative metoder er baseret pa pavisning af viskositetsendringer,
opalescens, serologisk aktivitet og forekomst af alkoholprezcipiterbart mate-
riale. Til kvalitativ pévisning i bakteriologien nejes man med kulturernes
udseende (mucoid veekst pa plader og geldannelse i flydende kulturer) eller
dannelse af et alkoholpracipitat i flydende kulturer.

3. Valg af metode

En sakkaroseholdig bouillonagarplade, hvor kulturens mucoide karakter umid-
delbart kan erkendes, er velegnet og tilstreekkelig ved undersogelse af stammer
af Leuconostoc, Bacillus og Pseudomonas.

Ved undersogelse af streptokokker anvender man serumagar tilsat 5% sakka-
rose inkuberet bade i almindelig atmosfzere og under anaerobe forhold med
tilseetning af ekstra CO,. Desuden anvendes et flydende sakkarosemedium,
hvor dels kulturens udseende og konsistens dels faeldning med alkohol i to
forskellige mangdeforhold kan give oplysning om, hvorvidt polysakkaridet
er levan eller dextran. Metodebeskrivelsen omfatter tre procedurer, nemlig
anvendelse af:

(1) Bouillonagarplade med 5% sakkarose
(2) Serumagarplade med 5% sakkarose

(3) Acetat-bufferet bouillon med 8,5% sakkarose

4. Teknisk udfoerelse, afleesning og fortolkning -

Metode (1): Bouillonagarplade med 5% sakkarose, iscer til unders@gelse af
pseudomonader

Substrat: Den sedvanlige bouillonagar tilsat 5% sakkarose og en tilsvarende
kontrolplade tilsat 5% glukose.

Udforelse: Tilsdning med ca. 24 timer gammel renkultur pd en sidan made,
at der dannes enkeltliggende kolonier. Inkubation i almindelig atmosfare og
ved stammens optimale vaksttemperatur; til pseudomonader valges stue-
temperatur eller 30°C.

Afleesning og fortolkning: Daglig afleesning i indtil 4 dage med inspektion
af enkeltkolonierne makroskopisk og evt. under mikroskopet med lav for-
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storrelse. Levandannende pseudomonader danner i lgbet af nogle dage kolo-
nier, som er betydeligt storre pi sakkarosepladen end pad glukosepladen; de
er steerkt kuplede og konsistensen som en fast gelé. Under mikroskopet iagt-
tages i kolonierne et karakteristisk menster bestiende af radiere strog af
nasten cellefri polysakkarid skiftende med strog, der indeholder mer eller
mindre tatlejrede bakterier. I kolonier af ikke-levandannende bakterier vil
bakterierne alle vegne ligge teet sammenpakket. Levandannelse kan pévises
noget tidligere ved mikroskopisk undersogelse end ved makroskopisk inspek-
tion.

Metode (2): Serumagarplade med 5% sakkarose, iscer til undersogelse af strep-
tokokker

Substrat: Til bouillonagar tilsettes 5% sakkarose og 5% sterilt hesteserum.
Som kontrolsubstrat .anvendes i streptokokafdelingen en 5% blodagarplade
med szrligt henblik p& streptokokker, der danner hyaluronsyre. En yder-
ligere kontrolplade af serumagar tilsat 5% glukose kan anbefales.

Udforelse: Tilsdning med 24 timer gammel renkultur, s der dannes enkelt—
liggende kolonier. Inkubering ved 35°C i CO,-holdig krukke. Hvis der efter
24 timers inkubation ikke er tegn pa polysakkariddannelse, overflyttes pladen
til en anaerob krukke med 10% CO,, og der inkuberes yderligere i 3 dogn for
endelig aflesning.

Aflesning og fortolkning: Kolonier af polysakkarid-dannende streptokokker
ser forskellige ud. Kolonier af S. salvarius er typisk kuplede og mucoide,
kolonier af S. bovis er typisk henflydende og vandige, og kolonier af S. sanguis
og S. mutans er typisk torre, harde og adhzerente. Der kan vare ret store af-
vigelser fra det typiske udseende, iseer efter kun 1 degns inkubation, men ved
fortsat inkubation bliver udseendet mere karakteristisk; afgorende er en forskel
i udseende pa sakkarosepladen og kontrolpladen. Hyaluronsyredannende strep-
tokokker vil vaere mucoide bade pd sakkarosepladen og pi blodpladen uden
sakkarose. Udvikling af de enkelte arters typiske kolonier begunstiges af en
bestemt inkubationsatmosfere: S. salivarius foretreekker atmosfaerisk luft,
S. sanguis anaerob atmosfeere og S. mutans og S. bovis atmosfaerisk luft tilsat
ekstra CO,. Resultatet af observationerne pa plade sammenholdes med ud-
faldet af dyrkning i flydende medium med sakkarose.
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Metode (3): Sakkarosebouillon med acetatbuffer, iscer til undersogelse af
streptokokker (efter Baily & Oxford 1958, cit. hos Colman 1970)
Substrat

Trypton (Oxo0id) 1,4%
Geerekstrakt (Oxoid) 0,5%
Sakkarose (sterilfiltreret) 8,5%
Natriumacetat 2,0%
Kaliumcarbonat (sterilfiltreret) 0,055%

Efter kogning indstilles pH p& 7,4. Substratet filtreres. Slut-pH ca. 7,6.
8 ml aftappes i almindelige reagensglas (155 x 14/15 mm). Som kontrolsubstrat
et tilsvarende glas, hvor sakkrose er erstattet af glukose.

Udforelse: Fra en 24 timer gammel renkultur tilsds preveglas og kontrol-
glas rigeligt, og begge inkuberes ved 35-37°C i 5-7 dage.

Aflesning direkte: Tegn pa polysakkariddannelse er enten at glassets indhold
bliver viskgst, hvilket lettest iagttages ved at ryste glasset, si nogle luftblerer
indfanges, eller at der optraeder en svag blélig opalescens. Ved fortsat inkube-
ring kan nogle stammer af S. sanguis danne en si udtalt gel, at hele glasset
far konsistens som et glas med halvflydende agar. Polysakkariddannelse, der
ikke markerer sig tydeligt ved direkte inspektion af glasset, kan evt. iagtta-
ges efter centrifugering ved moderat hastighed, hvorved der nedadtil i glas-
set kan samles en blpd gelatings masse, som kan udggre fra 10-90% af sub-
stratsgjlens hejde. S. mutans-polysakkaridet er tilbgjeligt til at klsebe til
glassets sider og slynges ikke ned ved centrifugering.

Afleesning efter tilsetning af alkohol: Efter centrifugering af kulturen
(5000 omdr./min. i } time) laves af supernatanten to fortyndinger med en 10%
oplesning af natriumacetat, den ene i forholdet 1:10, den anden 1:100. Den
hojeste fortynding medtages, fordi der er erfaring for at hoje koncentrationer
af dextran kan hamme alkoholudfeldningen. Til to glas af fortyndingerne
seettes derefter henholdsvis 1,2 ml og 2,5 ml 96% atylalkohol og glassene
henstilles i 3 timer. Udfzldningen kan ske umiddelbart i form af en diffus
uklarhed i glassene eller indtrede lidt efter lidt. Sker der udfzldning i glasset
med 2,5 ml alkohol, men ikke i det med 1,2 ml, er det sandsynligt, at det
dannede polysakkarid er levan. Sker der udfzldning i begge glas, kan ud-
feeldningen skyldes dextran alene eller en blanding af dextran og levan. For
i dette tilfelde at kunne skelne mellem de to muligheder udferes en kemisk
analyse, hvor precipitatet hydrolyseres med myresyre, og produktet analy-
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seres for glukose og fruktose ved hjelp af papirkromatografi. Teknikken som den
anvendes i streptokokafdelingen er beskrevet dels i Colman’s disputats (1970)
dels i Smith (1960). Ved aflesning efter tilsetning af alkohol medtages altid
kontrolglasset, der behandles pa samme made som sakkaroseglasset.

Serologisk pavisning af dextran og levan i flydende sakkarosekulturer:

Hvis man rader over egnede sera, kan man ved at anvende kultursuperna-
tanten som antigen opnd prazcipitationsreaktioner, som kan vise, om dex-
tran og/eller levan er til stede. Streptokokafdelingen anvender af og til pneu-
mokok type 2 antiserum, der giver et praecipitat med dextran.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen seerlige ud over de sedvanlige ved handtering af human-patogene bak-
terier.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Genus Pseudomonas:
P. fluorescens, biotype I, Il og IV danner levan.
P. chlororaphis danner levan.
P. aureofaciens danner levan.
P. syringae (som samleart rumme den et flertal af de tidligere som indivi-
duelle arter beskrevne plantepatogene pseudomonader); de fleste stam-
mer danner levan.

Genus Xanthomonas:

Sutherland (1972) angiver, at mange plantepatogene arter af slegten danner
levan. I Bergey’s Manual 8. udg. nzvnes intet om levan eller dextran, men
for arterne X. campestris (samleart) og X. fragariae er det anfort, at de danner
mucoide kolonier pa glukoseagar, hvoraf intet med sikkerhed kan udledes.

Fam. Enterobacteriaceae:

Oplysningemer er meget sparsomme. Flere forfattere omtaler stammen
Aerobacter levanicus (se Fuchs 1959) som aktiv levandanner; dens identitet
er usikker, muligvis er det en Enterobacter liquefaciens. Fuchs har beskrevet
en enkelt stamme af Serratia kiliensis som dannede levan. I Erwinia-gruppen
er de fleste stammer af E. amylovora og 3 andre species fra amylovoragruppen
levandannere.
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Genus Streptococcus:

S. salivarius: de fleste stammer danner bide dextran og levan, det sidste
i storst maengde.

S. mutans: de fleste stammer danner bade dextran og levan, det forste i
storst maengde.

S. sanguis: nesten alle stammer danner dextran og smi mangder levan.

S. bovis: nesten alle stammer danner dextran.

S. mitior: nogle stammer danner dextran.

Genus Leuconostoc:
L. mesenteroides: danner dextran.
L. dextranicum danner dextran.

Genus Bacillus:
B. cereus danner levan, dog ikke varieteten mycoides.
B. subtilis danner levan.
B. pumilus danner levan.
B. licheniformis danner levan,
B. megaterium danner levan, men desuden en heteropolymer.
B. polymyxa: enkelte stammer danner levan og flertallet en heteropoly-
mer.

Genus Lactobacillus:
Sidebotham (1974) navner 6 arter som danner dextran:
. acidophilus
. brevis
. casei
. musicus
. pastorianus
. viridescens
Bergey’s Manual 8. udg. oplyser intet om dextran- og levandannelse. I 7.
udgave omtales, at L. pastorianus danner en slimproducerende variant, men
polysakkaridets natur er ikke oplyst.

aleNeNe Ne Ba

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

Selvsteendig diagnostisk veerdi har proven ikke. Dertil kommer, at en sikker
pavisning af at dannet polysakkarid er dextran eller levan i de fleste tilfeelde
kraver et speciallaboratorium med stor erfaring.
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I streptokokklassifikationen har dextran- og levandannelse veeret et vaerdi-
fuldt kriterium ved den nugeldende afgreensning af arterne S. salivarius, S. san-
guis og S. mutans. I rutinediagnostik af streptokokker er proven nyttig pa
linie med et antal andre prever, men den er i mange tilfelde ikke uundveer-
lig, og det bliver siledes iseer i diagnostisk vanskelige tilfaelde den far betyd-
ning. . :

Ved inddeling af Pseudomonas fluorescens i biotyper er det nedvendigt
at underspge stammerne for evne til levandannelse, men da biotypeindde-
lingen i sig selv er af tvivlsom vaerdi, er provens betydning pa dette omrade
ikke stor. Som marker ved epidemiologiske undersogelser, fx. i hospitals-
miljo, kan pédvisning af egenskaben dog vare nyttig.

P4 mange omrider er forholdene si darligt undersegt, at man for tiden
intet kan sige om prevens anvendelighed.
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Kapitel 28
Alment om proteinoms®tning

I alle levende celler udger protein (eggehvidestof) omkring halvdelen af tor-
stoffet. Det siger noget om proteinstoffernes fundamentale betydning for
cellernes liv og forklarer, at de traeffes overalt i naturen. Antallet af forskellige
proteinstoffer er enormt stort, og de har talrige forskelligartede funktioner
i de levende organismer. En almengyldig Klassificering af proteinstoffer er
derfor nermest umulig, men en ofte anvendt deling er at skelne mellem
strukturproteiner og funktionelle proteiner, selv om der ikke er nogen helt
skarp granse. De funktionelle proteiner er forst og fremmest enzymer, af
hvilke man kender over 2000 forskellige, og strukturelle proteiner bestar
iseer af de proteiner, som indgér i celler og organismer som en del af selve
organismens substans. Det er navnlig strukturproteinerne, der menes, nar
man taler om protein som substrat i forbindelse med bakteriologiske under-
sogelser til pavisning af proteinomsatning.

Alle proteiner bestar af keeder af aminosyrer, indbyrdes forbundet ved
peptidbindinger, en kemisk binding mellem en terminal carboxylgruppe i
den ene aminosyre og en aminogruppe i o-stilling i den nzeste. Et fzlles traek
for alle aminosyrer er nemlig, at de indeholder en endestillet carboxylgruppe
og en aminogruppe i o-stilling, dvs. bundet til det kulstofatom der ligger
nermest carboxylgruppens kulstofatom. Resten af molekylet (sidekzeden)
i de 20 forskellige aminosyrer, som indgir i levende organismer, er bygget
pé forskellig made og udger grundlaget for de forskelle, der karakteriserer
de individuelle aminosyrer. Figuren viser skematisk 3 aminosyrer forbundne
ved 2 peptidbindinger.

R H 0 Rs
| | 1] I
HZN—CH\C/N\CH/C\N/CH—COOH
il

! l
O 2 H

Skematisk fremstilling af 2 peptidbindinger angivet ved store typer mellem 3 amino-
syrer med sidekzderne Ry-Rj. P4 aminosyren til venstre en fri NH, gruppe og pa amino-
syren til hgjre en fri carboxylgruppe. Ved dannelse af en peptidbinding mellem en -NH,
gruppe og en -COOH gruppe fraspaltes vand.
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Aminosyrekederne benavnes pid grund af peptidbindingen polypeptider.
Kzdelengden kan variere meget, men hyppigst er der 100 til 300 aminosyrer;
forgreninger forekommer ikke. Proteiner bestar ofte af aggregater af flere
polypeptider, der kan vere ens eller forskellige. Et for funktionen helt af-
gorende trek ved de enkelte polypeptider er den bestemte raekkefolge, hvori
aminosyrerne optreeder i keedeme. Reakkefolgen bestemmes af den pagal-
dende organismes DNA, dvs. den er arveligt bestemt (se kapitel 37).

Kader af polypeptider kan enten foldes sammen, s& proteinmolekylet
som helhed nazrmest bliver kugleformet, et sakaldt globulaert protein, eller de
kan holdes sammen i bundter som lange trddformede molekyler, sikaldt
fibrillert protein. Enzymer er som regel globulere proteiner. Eksempler pa
fibrilleere proteiner er kollagen, elastin og keratin, der udger substansen i
knoglevav, bindevaev, hud, har og negle hos dyr.

Nar dyr og planter er dode, nedbrydes alle de organiske forbindelser, de er
opbygget af (proteiner, kulhydrater, fedtstoffer og nukleinsyrer), til uorga-
niske forbindelser som salte, vand og CO,. Under eet kaldes denne omdan-
nelse i naturen en mineralisationsproces, fordi slutproduktet bl.a. omfatter
mineralsalte. Den modsatrettede proces, hvor CO,, H,O og mineralsalte
opbygges til organisk stof, sker i fotosyntetiske organismer som planter og
fotosyntetiske bakterier under udnyttelse af solenergi, og det siledes dannede
organiske stof spredes til andre levende organismer gennem fodekzderne.
Der foregar altsi i naturen et kredslgb fra uorganisk stof til organisk stof og
tilbage til uorganisk. Dette kredslob ville g i st, hvis der ikke fandtes bakterier
til at gennemfore mineralisationsprocessen. En del af mineralisationsprocessen
er bedre kendt under betegnelsen forridnelsesprocesser, som specielt angir -
nedbrydning af protein.

Alle bakteriologiske prover, der har med omsatning af proteinstof at gore,
er prover som paviser et eller andet trin i den del af mineralisationsprocessen,
som angir proteinnedbrydning, mens man forelobig ikke har prover, der pé-
viser den modsatrettede proces: opbygning af protein.

Forste trin i nedbrydningen af protein er en spaltning af polypeptidkederne
— forst til mindre stykker af vekslende leengde, kaldet peptider eller oligo-
peptider, og til sidst til de enkelte aminosyrer. De involverede enzymer er
proteaser og peptidaser, der er omtalt i kapitel 29 om gelatinesmeltning. Det
kan her indskydes, at den samme nedbrydning, men udfert kemisk eller ved
en kontrolleret enzymatisk proces, anvendes ved fremstilling af bakteriesub-
stratet pepton, som altsd bestir af en blanding af peptider og aminosyrer.

Naste trin er nedbrydningen af de enkelte aminosyrer. Mange forskellige
enzymer deltager, deriblandt decarboxylaser, som af carboxylgruppen danner
CO,, og deaminaser, som fjerner aminogrupper under dannelse af ammoniak.
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Aminosyredecarboxylaser er omtalt i kapitel 30 og fenylalanindeaminase, er
omtalt i kapitel 32. Nedbrydning af aminosyren arginin kan ske p4 serlig made
ved hjeelp af enzymer, der sammenfattes under betegnelsen arginindihydro-
lase, det er omtalt i kapitel 31. Afspaltning af indol fra aminosyren tryptofan
er omtalt i kapitel 33.

I to aminosyrer, methionin og cystein, findes svovl, der ved nedbrydningen
i hvert fald delvis frigores som svovibrinte. Prover til pavisning af frigjort
svovlbrinte er omtalt i kapitel 34. Da omdannelsen formentlig hyppigst sker
ved en primer oxidation efterfulgt af en sekundar reduktion af de oxiderede
uorganiske svovlforbindelser og altsd principielt er nart beslegtet med re-
duktionen af oxiderede kvalstofforbindelser som nitrat og nitrit, burde man
egentlig placere svovlbrinteproverne sammen med nitratreduktionspreverne
under oxidations-reduktionsprgver. Der er imidlertid i bakteriologien tra-
dition for at behandle svovlbrintepreverne sammen med preverne for pro-
teinomsaetning. '

Ureaseprovens placering blandt prever for proteinomsaztning (se kapitel
35) er heller ikke helt logisk fra et biokemisk synspunkt, da preven ikke
direkte viser noget om proteinnedbrydning. Indirekte er der dog den for-
bindelse, at urinstof dannes ved en sarlig proces i bestemte hojere organis-
mer, som skaffer sig af med aminogrupper fra aminosyrerne ved at omdanne
dem til det neutrale urinstof, som udskilles gennem nyrerne.



Kapitel 29

Gelatinesmeltningsprover

Gelatinesmeltningsprover piviser gelatinaser, dvs. enzymer som er i stand til
at nedbryde proteinstoffet gelatine, si dets tilstandsform andres fra fast til
flydende. Gelatinesmeltning er et eksempel pa nedbrydning af protein til
peptider og aminosyrer.

1. Historisk indledning

Robert Koch indforte i 1881 brugen af faste neringssubstrater som et middel
til at opna renkulturer. For at fa de flydende naringssubstrater til at stivne
brugte han forst gelatine (Koch 1881), og aret efter indfertes agar-agar (se
Hitchens & Leikind 1939). I begyndelsen lod han substraterne stivne pi en
afkoplet glasplade, en teknik han var fortrolig med fra fremstilling af sine egne
fotografiske plader. Pladerne stilledes under en glasklokke. I 1887 indfortes
Petri’s glasskale.

Visse bakteriers evne til at gore gelatine flydende blev straks iagttaget,
og forskellen mellem forskellige bakteriers evne i denne henseende omtales
allerede i 1883 af Koch og blev senere udnyttet i forbindelse med hans kolera-
undersogelser (Koch 1884). Efter dyrkning pa plade overforte han renkulturer
til et reagensglas med en sejle af stivnet neeringsgelatine ved et stik ned i sub-
stratet. Dette klassiske gelatinestik fik hurtig stor udbredelse og er omtalt
i ldre arbejder af Hauser (1885), Liborius (1886), Senger (1887), Sternberg
(1887), og Fermi (1890, 1891).

Eijkman (1901) foretog en sammenligning mellem evne til gelatinesmelt-
ning og evne til oplesning af kasein og fandt, at de to egenskaber fulgtes ad.

To nye fremgangsmader til pavisning af gelatinesmeltning blev introduce-
ret i 1926. Gates (1927) foreslog at anvende en eksponeret og fremkaldt, dvs.
sort filmstrimmel, som substrat. En fotografisk film er et tyndt gelatinelag
med inkorporeret splvbromid pa en gennemsigtig beerestrimmel, og nar strim-
len udszttes for enzymemes pavirkning i en Kkultur, vil gelatinelaget fordejes
og solvsaltet frigares, hvorved det sorte lags gennemsigtighed endres. Denne
endring kan pa forskellig vis males, s& man kan fi et kvantitativt udtryk for
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enzymaktiviteten. Samme princip i forskellige udformninger er senere ble-
vet udnyttet af andre (se fx. Hoyt & Pickett 1957 og Porres & Harris 1974).

Frazier’s metode (1926) var baseret pé, at tunge metalsalte er i stand til at
felde gelatine, mens den enzymatisk nedbrudte gelatine ikke faldes. Gela-
tinen inkorporerede han i en agarplade, som blev tilséet med en plet pa midten.
Efter en vakstperiode pd 2-3 dage ved 30°C blev pladen overhzldt med
en oplesning af HgCl, i saltsyre. Herved blev pladen pa grund af udfzldning
uklar alle steder, hvor gelatinen var uzndret, mens gelatinesmeltende bak-
terier viste en ring af klart substrat omkring pletten. Metoden gav med de
fleste bakterier et hurtigere resultat end det klassiske gelatinestik og har siden
vaeret meget anvendt i forskellige modifikationer.

Da de eksisterende prever til pavisning af gelatinesmeltning pa grund af
deres langsomhed stadig kun var af begreenset veerdi i den kliniske bakteriologi,
forspgte man pa forskellig made at fremskynde reaktionen.

Kohn foreslog i 1953 at anvende formalinheerdet gelatine med inkorpore-
ret kulpulver, hvorved han opndede dels at prgven kan udferes ved 37°C,
da formalinherdet gelatine ikke varmesmelter, dels at kun en ringe mangde
gelatine skal nedbrydes enzymatisk, for det kan ses ved frigorelse af kulpulver,
der leegger sig pd bunden af glasset. Lautrop (1956a) anvendte Kohns gelatine
sat til tette bakteriesuspensioner og opndede derved en yderligere afkort-
ning af den nedvendige observationstid. Samtidig blev det vist, at der var for-
skellige gelatinaser, idet nogle kreevede nerver af calciumjoner og andre ikke,
og nogle h&emmedes af toluol-tilseetning, mens andre var upavirkede.

I tidens lob er der beskrevet mange hurtigmetoder til pavisning af gelatine-
smeltning, men alle udformet pa grundlag af de allerede beskrevne principper
og vanskelige at tage stilling til uden selv at have provet dem (se fx. Greene
& Larks 1955; Thirst 1957; McDade & Weaver 1958; Smith & Goodner 1958;
Pitt & Dey 1970). For at gere gelatinesmeltningsprover til et endnu mere
nyttigt hjeelpemiddel i diagnostisk bakteriologi end de er i ejeblikket, tror
vi, at man i fremtiden snarere ber stile mod metoder, som vil gere det mu-
ligt at skelne mellem forskellige slags gelatinaser, fremfor at prove at opna
resultaterne hurtigere end det allerede er muligt.

2. Biokemisk baggrund

Af hud eller knogler fremstilles proteinstoffet kollagen, som nar det koges
leenge optager vand og bliver til gelatine. Ved temperaturer over 22-25°C
er gelatine en tyktflydende, viskgs substans, som ved afkeling bliver til et
fast stof. Det er opbygget af lange spiralsnoede polypeptidkaeder.
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Mange bakterier indeholder enzymer med evne til at spalte peptidbindin-
gerne i gelatinens polypeptider, s& de omdannes til kortere keder, oligopep-
tider, med det resultat, at gelatinen omdannes til en tyndtflydende oples-
ning. ,

Der er uden tvivl flere forskellige slags enzymer, men da de precise betin-
gelser, hvorunder de enkelte enzymer virker, ikke kendes, samles de under
betegnelsen gelatinaser, og deres virkning beskrives generelt som gelatine-
smeltning. Denne enzymatiske smeltning er helt forskellig fra den varmesmelt-
ning der sker ved temperaturer over 22-25°C.

Den enzymatiske gelatinesmeltning, hvis grad er afheengig af gelatinens
art og koncentration og af temperaturen, vil i nogle tilfeelde efterfolges af en
nedbrydning af oligopeptiderne ved hjelp af andre enzymer, peptidaser,
si der dannes tri- og dipeptider og aminosyrer, som derefter kan udnyttes af
bakterierne i deres stofskifte.

Blandt gelatinaserne er nogle specifikke, for si vidt som de kun nedbryder
gelatine, men ikke andre proteinstoffer; de findes iseer inden for slegten Clo-
stridium. Andre har en bredere substratspecificitet og kan nedbryde flere
slags protein og kaldes derfor ogsd proteaser eller proteinaser, dem finder
man fx. i Pseudomonas aeruginosa og Serratia marcescens (Maschmann 1943).

Til yderligere karakteristik af proteaser i almindelighed kan man bruge
deres stabilitet over for ilt. De ekstracelluleere enzymer, der iser dannes tidligt
under veksten, er stort set iltstabile, mens de intracelluleere, der frigeres ved
autolyse af cellerne er iltlabile. Nogle clostridier har begge slags enzymer.
De fleste iltstabile proteaser h&emmes af stoffer i normalt serum, men der er
undtagelser som fx. Cl. welcii (Maschmann 1943). Hartley (1960) har givet
en af de nyeste inddelinger af de proteolytiske enzymer.

Sa vidt vides er gelatinaserne konstitutive, siledes at en induktion ikke er
nodvendig. Glukose i substratet har en heemmende virkning, enten fordi syre-
dannelse vil forrykke pH fra de 7,0-7,5, som er gelatinasernes optimum,
eller/og fordi enzymproduktionen heemmes. Gelatinasernes stabilitet nedsaet-
tes med stigende temperatur, men i nogle tilfeelde kan stabiliteten foroges,
hvis der er overskud af calciumjoner i miljeet, mens omvendt fosfat, citrat
og andre anjoner som falder calcium nedsetter stabiliteten (Gorini 1950;
Gorini & Fromageot 1950). For stafylokokkers og Proteus’ vedkommende
er det vist, at dyrkning i 10-20% CO, atmosfere foreger gelatinase-aktivi-
teten (Birch-Hirschfeld 1940; Kourilsky et al. 1953).

Kommerciel gelatine til bakteriologisk brug er et variabelt produkt, bl.a.
afhaengigt af udgangsmaterialet og fremstillingsprocesserne. Nogle egenskaber
som gelstyrke, viskositet og pH, kan bestemmes, men alligevel m& man veere
forberedt pd variationer, som kan pdvirke udfaldet af gelatinesmeltnings-
proverne.
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Ved forskellige kemiske pavirkninger, fx. behandling med formalin, hexame-
tylentetramin, acetaldehyd etc., kan man “harde” gelatinen, s& den ikke
leengere varmesmelter. Det har praktisk betydning ved udformning af nogle
gelatinaseprover (Zimmerman 1939; Kohn 1953).

3. Valg af metode

Det klassiske gelatinestik er si simpelt at anvende, at det ville vaere svert at
erstatte. Det fungerer stort set tilfredsstillende med alle hurtigt gelatinesmel-
tende bakterier, dvs. stammer som viser smeltning i lobet af et par dage eller
hgjst een uge. Jo langsommere bakterierne smelter gelatinen, desto mindre
bliver provens praktiske verdi, og desuden er det ganske vilkarligt, hvor
lenge et gelatinestik skal observeres, for man vil udelukke evne til gelatine-
smeltning. '

De langsomt smeltende stammers enzymer kan pdvises betydelig hurti-
gere, hvis man bruger en direkte enzymtest med tztte toluenbehandlede sus-
pensioner og Kohns formalinhardede kulgelatine. Desvaerre kan nogle af de
hurtigtsmeltende stammer ikke behandles med toluen, da dette af uopklarede
grunde har vist sig at h&@mme enzymaktiviteten (Lautrop 1956a, b).

Det bedste kompromis med ukendte stammer er derfor samtidig brug af
to metoder: det klassiske gelatinestik, som vil veere det hurtigste til nogle
stammer, og Kohn-Lautrop’s metode, som vil vaere den hurtigste til andre
stammer. Mange positive resultater vil foreligge i lobet af 1 degn, men 4 degns
observation er nedvendigt, hvis ikke for mange gelatinesmeltende stammer
fejlagtigt skal karakteriseres som uden evne til gelatinesmeltning.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

A.Det klassiske gelatinestik (med samtidig pavisning af H, S dannelse)
Substrat

Kodekstrakt 0,75%
Pepton 2,50%
NaCl 0,50%
Gelatine 12,00%
pH indstilles til ‘ 7,6

FeCl,,4 H,0 0,05%

pH 7,8
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Aftappes i 6 cm hej sojle i tynde reagensglas (155 x 10/11 mm) og lukkes med
paraffineret korkprop.

Ved nye indkeb af pepton, kedekstrakt og gelatine udvalges de fabrika-
tionsnumre, der antages at ville give resultater i overensstemmelse med de
hidtidige. Desuden underspges H,S reaktionen for 6 E. coli stammer, der
normalt betragtes som ikke H, S dannere. Sveertningen skal her veere minimal
pa 7. dagen samtidig med, at C. freundii skal veere tydelig positiv pa 2. dagen og
Proteus vulgaris pa 1. dagen.

Udforelse: Fra en renkultur pd standardmedium tages med en lang, lige
platinnél et stort inoculum, som anbringes ved et stik helt til bunds midt i
sgjlen. Den paraffinerede prop sattes pd plads efter flambering af glassets
overste ende, for at den smeltede paraffin kan lukke glasset teet, s fordamp-
ning undgas. (Tat lukning af glasset har ogsa betydning for at undga oxidation
af det dannede sulfid). Inkubering ved 22°C. I visse hiandbgger anbefales
inkubering ved 35-37°C, hvor alle glas vil vere flydende, og aflesning ved at
se hvilke glas, der stivner nir de afkeles under vandhanen. Metoden giver,
udfert pd denne maide, serlig mange lunefulde resultater og kan derfor ikke
anbefales.

Aflesning: Glassene afleeses dagligt i op til 7 dage, idet man ser efter, om
noget af gelatinen er blevet flydende, ved at vende glassene skrdt nedad og
legge maerke til, om substratet flyder ned ad veeggen. Sker det, er noget af
gelatinen smeltet og proven positiv. Endnu tidligere kan begyndende smelt-
ning konstateres, hvis man ser efter, om vaksten gverst i stikket ligger i en
lille forsenkning, og hvis det er tilfaeldet, slar glasset hardt mod hindfladen,
sa eventuelt flydende gelatine slynges ud og s@tter sig som en drdbe pd veg-
gen oven over substratet. Hvis man er sikker pd, at det er gelatine og ikke
blot noget af kulturen, som har sat sig pa veeggen, er det tilstrekkeligt til at
fastsld, at stammen kan smelte gelatine. Ved fortsat observation vil meng-
den af flydende gelatine tiltage, men der er store variationer. I nogle tilfeelde
er hele sojlen smeltet pd mindre end 24 timer, i andre skrider processen meget
langsomt frem, og i atter andre gir den pé et vist tidspunkt helt i std. Fortsat
observation er kun nedvendig, hvis smeltningen er si ubetydelig, at der kan
veere tvivl om aflaesningen.

Fortolkning: Varmesmeltning kan forveksles med enzymatisk smeltning,
men vil kun forekomme, hvis temperaturreguleringen har svigtet, si glassene
har staet ved for hej temperatur. Et negativt resultat kan skyldes en darlig
gelatine, og hvis resultatet er mod forventning, er der god grund til at gentage
undersagelsen med et glas fra en ny portion substrat.
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B. Direkte enzymtest a.m. Kohn-Lautrop

Substrat: Kohn’s formalinhardede kulgelatine findes udskaret i sma stykker
opbevaret i vand i sarlige glas med skrueldg eller enkeltvis tilsat suspensions-
glasset. Angdende fremstillingen henvises til Kohn’s artikel 1953.

Suspensionsveesken bestar af fysiologisk saltvand enten i et WR-glas eller
et Widalglas.

Cellesuspensionen hostes fra en bouillon-agarplade, som har varet inkube-
ret ved 30°C natten over. Pladen inspiceres for evt. forureninger, som fjernes
ved udskaring med en kniv, for kulturen hestes. De 30°C er et kompromis,
idet man med nogle stammer finder storst aktivitet efter vakst ved 35°C og
med andre efter vaekst ved 20°C. Det er vigtigt, at suspensionerne er si tette
som muligt; selv med kraftigt voksende bakterier bor man bruge hele vaksten
fra en lille plade suspenderet i 3-4 ml suspensionsvaske, men reducerer man
det samlede volumen suspensionsveeske, kan bakteriemangden nedszttes til-
svarende.

Udforelse: Kulturen skrabes af pladen, fx. med en svagt bgjet Pasteurpi-
pette, og overfores til suspensionsmediet. Derefter tilszttes ca. 0,2 ml toluen,
og der foretages en omhyggelig homogenisering med pipette, hvorved sam-
tidig det uopleselige toluen bringes i kontakt med cellerne. Med pincet an-
bringes et stykke gelatine forsigtigt i suspensionen, si det hviler pa bunden
af glasset. Glasset henstilles ved 35°C og observeres dagligt i 4 dage.

Afleesning: En positiv reaktion giver sig til kende ved et bundfald af frigjort
kulpulver. I den tatte suspension med gelatinestykket hvilende pa bunden
kan det vaere vanskeligt at se meget smid mangder frigjort kul, men efter-
synet lettes ved at holde glasset lidt skrat og kigge op mod bunden. Glasset
mé ikke rystes, da et meget lille bundfald kan forsvinde i den taztte suspen-
sion. S& snart en lidt sterre mangde kul er frigjort, er der ingen vanskelig-
hed ved aflesningen, for ikke at tale om nar hele gelatinestykket er forsvun-
det.

Fortolkning: Det sker, at et par smi stumper gir af gelatinestykket og
leegger sig pd bunden. P4 grund af deres storrelse i forhold til de enkelte meget
smé fine kulpartikler bor de ikke kunne forveksles med kul frigjort ved smelt-
ning og tolkes som et positivt resultat. En svagt positiv prgve kan skyldes en
forurening af suspensionen med en aktivt smeltende stamme; det ma som
navnt forebygges ved et omhyggeligt eftersyn af pladen, for kulturen hostes.
Ved henstand i meget lang tid, fx. 10-14 dage, kan gelatinestykket blive
bledt og synke sammen pi bunden og simulere et bundfald, men ved ryst-
ning afslgres det, at bundfaldet ikke bestar af frie kulpartikler. I ovrigt er
det ikke meningsfuldt at fortsaette observationen sa leenge.
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5. Sikkerhedsforanstaltninger

Arbejdet med de meget tatte suspensioner og specielt homogeniseringen
rummer risiko for infektion, hvis proceduren ikke udferes med tilstreekkelig
forsigtighed. Da toluen er brazndbart, ma flasken og den fyldte pipette ikke
komme i narhed af gasflammen. Toluenmangden i suspensionen er dog s&
lille, at man uden risiko kan flambere glasset, nar det sker inden toluenen igen
samler sig i et lag pa overfladen.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Pseudomonas: flere species, deriblandt P. aeruginosa og de fleste stammer
af P. fluorescens. Desuden P. maltophilia og P. pseudomallei.

Xanthomonas: enkelte species.

Salmonella: nogle serotyper, deriblandt alle som tidligere regnedes til sleg-
ten Arizona.

Klebsiella: kun “oxytoca’-gruppens stammer.

Enterobacter: alle species.

Serratia: alle species.

Proteus: 2 species.

Erwinia: flere species.

Vibrio: alle species.

Aeromonas. alle species.

Photobacterium: nogle stammer.

Lucibacterium: alle stammer.

Flavobacterium: de fleste species.

Actinobacillus: 1 species.

Bacteroides: nogle species.

Fusobacterium: enkelte stammer.

Acinetobacter: nogle stammer.

Staphylococcus: mange stammer af alle species.

Micrococcus: mange stammer af alle species.

Planococcus: alle stammer.

Streptococcus: enkelte stammer af enkelte species.

Peptococcus: en enkelt species.

Peptostreptococcus: enkelte stammer.

Bacillus: de fleste species.

Clostridium: en del species.

Corynebacterium. enkelte stammer af 2 species.

Arthrobacter: mange species.
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Eubacterium: enkelte species og enkelte stammer af andre species.
Actinomyces: enkelte stammer af fi species.
Nocardia: fa arter.

7. Diagnostisk vaerdi og seerlige anvendelsesomrader

Som helhed har gelatinesmeltningspreverne begraenset vaerdi. Der er to hoved-
arsager hertil: (1) Med alle eksisterende metoder er grensen mellem smeltende
og ikke-smeltende stammer fastsat arbitreert, og ofte er ikke engang denne
arbitreere graense klart defineret. (2) Det erfaringsgrundlag, der er en forud-
setning for at udnytte evnen til gelatinesmeltning i diagnostikken, er bade
ufuldsteendigt og heterogent, dels fordi gelatinestikket ved 22°C ikke kan an-
vendes til alle slags bakterier, dels fordi nogle af de andre metoder anvendt pa
forskellige grupper af bakterier giver forskelligt resultat og derfor kun kan
udnyttes, hvis undersagelsen af den ukendte stamme er foretaget med samme
metode, som er anvendt til at fremskaffe de i litteraturen angivne data. Disse
vanskeligheder geelder tildels ogsd for andre af de karakteriseringsprever vi
anvender, men de er szrligt ipjnefaldende for gelatinesmeltningsproveme,
méske fordi der her er tale om pavisning af flere forskellige slags enzymer
med metoder, som kun ufuldstendigt er i stand til at skelne mellem de en-
kelte enzymer.

Konsekvensen af det ovenstiende er, at gelatinesmeltningsprovernes verdi
er begreenset til bestemte, sn®vre omrader af bakteriologien, hvor erfarin-
gerne — iser med det klassiske gelatinestik — giver det nedvendige faste
grundlag for en praktisk udnyttelse.

Til disse omrider hgrer familien Enterobacteriaceae. 1 slegten Proteus
er den konstante, hurtige evne til smeltning hos arterne P. vulgaris og P. mira-
bilis af differentialdiagnostisk veerdi over for de ovrige Profeus—arter. Alle
Serratia-arternes evne til gelatinesmeltning har ogsi praktisk betydning, iser
nar det drejer sig om ikke-pigmenterede stammer.. Adskillelsen mellem Sal-
monella og Arizona pd grundlag af en sen gelatinesmeltning har mistet sin
betydning, efter at man er enedes om, at Arizona-gruppen ber inkluderes
i Salmonella, der derved bliver en taxon som er variabel med hensyn til gela-
tinesmeltning. I slegten Klebsiella findes nogle langsomt smeltende stam-
mer, der fra gammel tid har vaeret ben@vnt “oxytoca” stammer. Nogle opfat-
ter disse stammer, nir de samtidig er indol-positive, som en selvsteendig art,
andre opfatter dem som en biotype af Klebsiella pneumoniae. Enterobacter
cloacae herer til de langsomt smeltende stammer.

I slegten Pseudomonas med dens overordentlig mange species er pavis-
ning af evne til gelatinesmeltning af verdi ved diagnosen af P. aeruginosa
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P. pseudomallei og P. maltophilia. De er alle hurtigt smeltende arter. En del
af de fluorescerende pseudomonader, inklusive flere af de plantepatogene
arter, har evne til langsom smeltning. Den postulerede forskel mellem P. fluore-
scens som smeltende og P. putida som ikke-smeltende (Stanier et al. 1966)
gelder som hovedregel, men en del P. fluorescens mangler evne til smeltning
i gelatinestik. -

I sleegterne Bacillus og Clostridium findes en del hurtige smeltere, og efter
litteraturen at demme har preven verdi ved artsdiagnosen.
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Kapitel 30

Aminosyredecarboxylaseprover

Med disse prover paviser man bakterielle decarboxylaser, som kan omdanne
aminosyrer til de tilsvarende aminer.

1. Historisk indledning

I sit arbejde “’Studier over Gezring og Forrddnelse” 1876 skrev Panum:”Jeg
er derfor tilbegjelig til at antage at flere forskellige Bakterieformer og rimelig-
vis tildels virkelig forskellige Arter bidrager til Aggehvidestoffernes “sedvan-
lige stinkende Forradnelse”, og at Lugtens Forskellighed star i genetisk For-
bindelse hermed”. Blandt de stinkende stoffer, der her er tale om, er ogsa de
forskellige aminer, cadaverin, putrescin, agmatin, isobutylamin og isoamyl-
amin, som opstar ved forskellige aminosyrers decarboxylering. I virkeligheden
antyder Panum, at man kan lugte sig til, hvilken art der er tale om, og det
gelder jo faktisk i en del tilfeelde. Sammenheaengen blev forst tilfredsstillende
oplyst ved underspgelser over bakteriers decarboxylaser, som biokemikeren
E.F. Gale og hans gruppe udferte i 1940’erne i Cambridge (Gale & Epps 1944a,
b; Epps 1944, 1945).

_ Gale viste, at der for 6 forskellige aminosyrer fandtes specifikke decarboxy-
laser i forskellige bakterier. Nogle arter af bakterier havde et enkelt af enzy-
merne, andre havde et storre antal eller dem alle. Gale bestemte ogsd de neer-
mere betingelser for enzymdannelse og enzymaktivitet og viste, at fire af disse
enzymer krevede en serlig, hidtil ikke kendt, prostetisk gruppe, der senere er
identificeret som pyridoxalfosfat. v

Som diagnostisk hjelpemiddel anvendte Sharpe (1948) en af Gale udar-
bejdet tyrosindecarboxylase-test pa et stprre antal streptokokker, og Proom &
Woiwod (1951) underspgte verdien af en papirkromatografisk metode til
pavisning af glutaminsyredecarboxylase blandt Enterobacteriaceae.

Gale’s elev, Vagn Moller, arbejdede i 1950°erne p4d Seruminstituttet med
at udforme decarboxylase-pragver for arginin, lysin, ornithin og glutaminsyre
i en form, der var egnet til rutinemaessig brug ved diagnosen af Enterobac-
teriaceae, og han demonstrerede i sin disputats deres differentialdiagnostiske
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veerdi. Mollers simplificerede decarboxylase-praver, baseret pa den pH for-
skydning til alkalisk side som finder sted ved en decarboxylering, har vun-
det stor udbredelse og betragtes idag som standardmetoden. Provernes be-
grensning i Mollers udformning ligger i, at de kun er anvendelige pa stam-
mer, der kan vokse anaerobt med glukose som kulstof- og energikilde. Det
skyldes, dels at et initialt pH-fald som falge af glukosefermentation er nod-
vendigt af hensyn til decarboxylasernes lave pH optimum, dels at en evt.
sekundeer oxidation af peptonet ville fore til en alkalisering, som ikke ville
kunne skelnes fra den alkalisering, som skyldes decarboxyleringen (Moller
1955, 1956).

Blandt senere udformede decarboxylase-prover kan navnes:

Carlquist’s (1956), hvor lysinets amin cadaverin pavises med ninhydrin;

Falkow’s (1958) lysinpreve, der kun er en lettere modifikation af Mollers
tilsvarende, og som ved at udelade paraffinolie-laget netop giver de proble-
mer, som Mgller undgik ved at gore forholdende anaerobe med paraffinolie;

Edwards & Fife (1961) inkluderede lysin i et skrdagarmedium, hvor den
sekundeere alkalisering som folge af peptonoxidation undgss, fordi det faste
medium haemmer iltdiffusionen. ‘

Ederer & Clark (1970) brugte ligeledes agartils@tning og kunne derved utve-
tydigt pavise ornithindecarboxylering uden at bruge paraffinolie-lag;

Fay & Barry (1972) og Brooker et al. (1973) udformede hurtigprever (4
timer) til pévisning af henholdsvis ornithin og lysin ved at indstille mediets
udgangs—pH til 5,5.

Tyndtlagskromatografi til rutinebrug er foreslaet af Goldschmidt & Lock-
hart (1971), Williams et al. (1971) og Zolg & Ottow (1973). Denne tekniks
seerlige fordel er, at den tillader at skelne mellem arginindecarboxylase- og
arginindihydrolase-aktivitet. Det samme kan naturligvis opnas ved gaskro-
matografi (Lambert & Moss 1973).

3. Biokemisk baggrund

Her vil kun blive omtalt decarboxylering af de 3 aminosyrer, som anvendes
i de nuvarende rutineprever: arginin, lysin og ornithin. Foruden de termi-
nale grupper, COOH og NH, gruppen, har alle disse 3 aminosyrer en ekstra
NH, gruppe, siledes at der ialt er 3 polere grupper, hvilket ifelge Gale er en
forudsetning for, at en aminosyre kan decarboxyleres enzymatisk af bakte-
rier. Decarboxyleringsprocessen ses af folgende formler:
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H, NCH, CH, CH, CH, CH(NH, )COOH Lysin-decarboxylase o ey cH, CH,CH, CH, NH, + CO,

Lysin Cadaverin
HN HN
I - I _
C-NHCH, CH; CH, CH(NH, COOH Arginin-decarboxylase _ ¢~ NpycH,CH,CH,CH,NH, + CO,
H,N Arginin HZIIJ Agmatin

H,NCH, CH,CH,CH(NH,)cooH  Qrmithin-decarboxylase y ncy,cH,CH,CH,NH, + €O,
Ornithin Putrescin

Disse aminer med deres to NH, grupper vil i vandig oplesning reagere steerkt
basisk, og det er fremkomsten af denne basiske reaktion pavist med en indi-
kator, der tages som udtryk for, at en decarboxylering har fundet sted. Under
de betingelser, der anvendes ved prevernes udferelse, vil aminerne ophobes,
mens de under andre betingelser ville kunne nedbrydes yderligere.

De 3 decarboxylaser, der her er tale om, er alle udtalt substrat-specifikke,
men udviser ellers stor lighed med hensyn til deres struktur (Appelbaum et
al. 1975) og betingelserne for deres dannelse og aktivitet. De er siledes alle
inducerbare enzymer, som kun dannes, hvis substratet er tilstede. De dannes
kun, nar dyrkningsmediet har et sterkt surt pH, 5,0-5,5, men da bakterier
vokser darligt ved si lavt pH, bruger man tils@tning af et fermenterbart kul-
hydrat (glukose), siledes at pH falder gradvis. Det er vist, at enzymdannel-
sen er maximal pa det tidspunkt, da aktiv celledeling er ved at ophere. Alle 3
enzymer kraever for at kunne fungere tilstedevaerelse af pyridoxalfosfat, der
udger enzymets prostetiske gruppe.

pH-optimum for enzymaktiviteten angives af Gale at ligge uszdvanlig
lavt. Lysin-decarboxylasen har optimum ved pH 6, de andres ligger derunder.
Vagn Moller angiver for lysin og ornithin, at aktiviteten er optimal pa et pH-
niveau mellem 6 og 7, og mener, at forklaringen pd denne uoverensstemmelse
kan skyldes, at han bruger tilsetning af pyridoxalfosfat og en anden buffer.

I Mollers udformning af decarboxylase-preverne er der tale om et lukket
veekstsystem, hvor enzymet induceres, dannes og virker i samme system. Et
vaesentligt treek ved dynamikken i systemet er, at der forst sker et kraftigt
pH-fald og derefter — nir aminen dannes — en sekundzer stigning. Det er
en komplikation, at vakstsubstratet p4 grund af sit indhold af pepton vil
give anledning til alkalidannelse, hvis bakteriernes respiratoriske stofskifte
gar igang, men det forhindrer man ved at gore systemet (delvis) anaerobt
ved hjelp af et lag paraffinolie over mediet. Med lysin og ornithin vil et indi-
katoromslag under de givne betingelser med stor sikkerhed kunne tolkes som
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en stedfunden decarboxylering; det samme er ikke tilfzldet med arginin som
substrat. Det skyldes, at arginin under provens betingelser kan metaboliseres
pé en anden made end ved decarboxylering, nemlig ved hjzlp af dihydrolase-
systemet, som spalter arginin til citrullin, der gar videre i en energigivende
proces, som forer til dannelse af ammoniak, der ogs vil medfere en pH-stig-
ning. I en prgve udformet efter Mollers princip kan disse to — helt forskel-
lige — enzymatiske processer altsd ikke adskilles uden supplerende under-
spgelser. Nir det drejer sig om fakultativt anaerobe bakterier, har man pa
Seruminstituttet gjort det til en vedtegt at tolke et positivt indikatorom-
slag i argininglasset som en positiv reaktion for decarboxylase, vel vidende
at der kan vaere tale om decarboxylase alene, dihydrolasesystemet alene eller
begge enzymer samtidigt. Om brug af Mollers argininglas til dihydrolasepavis-
ning ved en direkte enzymtest, se kapitel 31.

3..Valg af metode

P& Seruminstituttet har man naturligt nok holdt sig til den af Moller angivne
metode. Andre metoder baseret pd indikatoromslag ses ikke at frembyde
umiddelbare fordele, hvorimod kromatografiske metoder, specielt gaskroma-
tografi, i princippet nok mé foretreekkes, hvis den fornedne tekniske kapaci-
tet er til stede, iseer af hensyn til argininprgven.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

Mollers forenklede metode til pdvisning af aminosyredecarboxylase
Substrat

Pepton 0,5%
Kodekstrakt 0,5%
Bromkresolpurpur (1:500) 0,5%
Kresolradt (1:500) 0,25%
Pyridoxal 0,0005%
Glukose 0,05%

i dest. vand
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Til substratet sttes en af de folgende aminosyrer:

1% L(+)-lysindihydroklorid glas market “lysin”

1% L(+)-argininmonohydroklorid ” ”  Parginin”
1% L(+)-ornithindihydroklorid i »  ornithin”
Som kontrol substrat uden aminosyre ” »  kontrol”
pH indstilles til 6,0.

Af substraterne aftappes ca. 1,1 ml i snaevre reagensglas (155 x 10/11 mm),
og efter autoklaveringen tilseettes steril paraffinolie, s& der dannes et ca. 5 mm
hejt lag over substratet,

Ved nye indkeb af pepton eller kodekstrakt udvaelges fabrikationsnumre, der
giver passende tydelige reaktioner, siledes at proverne ikke bliver for fol-
somme eller for svage.

Udforelse: Glassene tilsds med lige platinnal fra en degngammel renkultur
pa bouillonagar eller blodagar. Det er tilstrekkeligt at fore ndlen med inoculum
gennem paraffinlaget ned i mediet som ved inokulation af et forgeeringsglas.
De tilsiede glas inkuberes ved 35°C i 4 dage. Gale har anbefalet en lavere
inkubationstemperatur, men Moller fandt 35°C bedre og mener, det skyldes
de anaerobe vaekstbetingelser.

Afleesning: Glassene afleses dagligt i 4 dage. Nar indikatorsystemet viser
stragul farve, afleses proven som negativ, og nir det viser violet farve som
positiv. I omslagsomradet viser glassene en gralig farve, der kan afleses som
en svag positiv reaktion, nar kontrolglasset er strigult. Man kan se svagt posi-
tive reaktioner ved aflesning senere end 4 dogn, men da de i diagnoseskema-
erne ikke er registreret som positive, bar afleesninger efter 4 degn ikke med-
tages.

Fortolkning: En positiv reaktion i lysin- og ornithinglasset kan umiddel-
bart tolkes som tilstedevarelse af henholdsvis lysin- og ornithindecarboxylase.
Som navnt kan en positiv reaktion i argininglasset betyde, enten at bakterierne
har en arginindecarboxylase eller en arginindihydrolase eller at begge enzymer
er til stede. En hurtigt indtreedende og kraftig positiv reaktion tyder pa, at
arginindihydrolase er til stede, mens sene og svage reaktioner er typiske for
decarboxylasen. Moller har foresliet ved hjelp af Nesslers reagens at under-
spge, om der er ammoniak til stede i glasset, da dette vil vare udtryk for
dihydrolaseaktivitet, men Nessler’s ammoniakprove giver ikke altid klare
resultater, og vi bruger den ikke i diagnoseafdelingen. Da diagnoseskemaerne
for Enterobacteriaceae anferer positivt udfald for Mollers argininglas uden at
skelne mellem, om den skyldes det ene eller det andet enzym, skal positive
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prover altid fortolkes som decarboxylase-positive, nar der er tale om stammer
af Enterobacteriaceae.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ved flambering af platinnile, der har veeret stukket igennem et lag paraffin,
fremkaldes et spruttende fyrveerkeri af braendende paraffindriaber, der med-
forer risiko for samtidig spredning af bakterier. Flamberingen ber derfor
ske i serlige Bunsen-brandere omgivet af en kappe, der opfanger de klumper
og draber, der springer fra nilen ved opvarmningen.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Forekomsten af decarboxylaser er forst og fremmest underspgt systematisk
i familien Enterobacteriaceae. Det storste materiale kommer fra CDC, Atlanta,
publiceret af Ewing i 1973, og vi har valgt at reproducere en oversigtstabel
fra dette arbejde, som har den fordel, at resultaterne er angivet i procent,
og at de sdvidt man kan se ma vare udfort med Mollers teknik — den samme
som vi bruger.

Decarboxylasereaktioner indenfor Enterobacteriaceae (modificeret efter Ewing 1973)

Lysin Arginin Ornithin
Antal

Species stammerftegn  %+D(%+)) | tegn %+D) (%+)?) |tegn %+ (%+P
E. coli 872 | d 81 (1,5) d 16 (39) |d 58 (8)
A-D?) 618 | d 74 (8) d 7 (43) |d 12 (3,4)
S. dysenteriae 400 | - 0 d 1,5 (11) |- 0
S. flexneri 1817 | - 0 - 8 (1,6) |- 0
S. boydii 400 | - 0 d 18 (32) |- 2,59
S. sonnei 633 | - 0 - 0,5 (5) + 99
E. tarda 494 | + 100 - 0 (0,2 |+ 100 (0,2)
S. cholerae-suis 20 | + 95 (+) 0 (95 |+ 100
S. typhi 288 | + 100 -+ 0 (2) |- 0
S. enteritidis 995 | + 95 +/(+) 65 @27 |+ 0
A. hinshawii®) 315 | + 99(0,3) | (+)/+ 25 (74 |+ 100
C. freundii 582 | - 0 d 45 (45) |d 13 (0,2)
C. diversus = C. koseri 226 | - 0 +/(+) 62 (35 |+ 100
K. pneumoniae 3560 | + 98(0,1) | - 0,2% - 0
K. ozaenae 256 d 36 (6,3) - 4.2 (4) - 1
K. rhinoscleromatis 50 | - 0 - 0 - 0
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Lysin Arginin Ornithin
Antal

Species stammerltegn %+ (%+)? | tegn %+1) (%+)D) |tegn %+Y %+
E. cloacae 460 | - 0 + 92 (2 + 94 (1,3)
E. aerogenes 121 + 98 - 0 + 96 (1)
E. hafnia 286 | + 100 d 5 + 99
E. agglomerans =

Erwinia herbicola 536 | - 0 - 0 - 0
S. marcescens 1402 + 100 - 0,9) + 100
S. liquefaciens 109 +/(+) 64(31) - 0 + 100
S. rubidaea 49 | +/(+) 61(31) - 0 - 0
P. vulgaris 70 | - 0 - 0 - 0
P. mirabilis 372 | - 0 - 0 + 98
P. morganii 208 | - 0(1,5M |- 0 + 96
P. rettgeri 170 | - 0 - 0 - 0
P. alcalifaciens 249 | - o(1%y |- 0 (0,4V)- 1,2%
P. stuartii 162 | - 0(0,6%) | - 0 - 0
Erwinia spp. 16 | - 0 - 0 - 0
Pectobacterium spp. 95 | - 0 - 0 (10) |- 0
Y. enterocolitica®) 330 | - 0 - 0 + 93
Y. pseudotuberculosis 20 | - 0 - 0 - 0

1) % positive efter 1-2 degns inkubation.

2) % positive efter 3-4 dogns inkubation.

3) A-D = Alkalescens-Dispar (bioserotyper af E. coli).

4) Alle var S. boydii biotype 13.

5) A. hinshawii repraeesenterer den tidligere genus Arizona.
6) Data fra Nilehn (1969).

Nogle

+  290% positive inden for 1-2 degn.

(+) positiv reaktion efter 3 eller flere dogn.

- 290% viser ingen reaktion.

-/(+) de fleste negative, nogle stammer dog sent positive.

+/(+) de fleste reaktioner kommer inden for 1-2 degn, nogle dog senere.
d vekslende udfald af reaktionen (+, (+), -).

w svagt positiv reaktion.

Skristreg skal i alle tilfeelde leeses som “eller”.
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Desuden er decarboxylaserne veardifulde ved adskillelsen af de to genera,
Vibrio og Aeromonas. Hovedmonstret er:

Arg Lys Orn
Vibrio - + +
Aeromonas + d+ -

Arterne Vibrio parahaemolyticus og V. alginolyticus er dog ofte ornithin-
negative. [ genus Plesiomonas er alle 3 decarboxylaser til stede.

I genus Pasteurella er det vist af Frederiksen (1973) og andre, at P. multocida
og P. pneumotropica som regel er ornithin-positive, mens 2. ureae er negativ.
De gvrige decarboxylaser er kun meget sjeeldent til stede. Ornithindecarboxy-
lase anvendes som led i en biotypeinddeling af H. influenzae og H. parainfluen-
zae (Kilian 1976; Bruun & Friis-Mgller 1976).

7. Diagnostisk vaerdi og szerlige anvendelsesomrader

Det er ikke helt sjzldent at finde en negativ decarboxylasereaktion hos stam-
mer, hvor reaktionen efter diagnoseskemaet kunne forventes at vare positiv.
Om dette skyldes, at proven ikke er tilstraekkelig folsom, eller om tabsmu-
tanter er serligt hyppige, vides ikke; det kunne ogsa vaere, fordi de eksisterende
diagnoseskemaer treenger til at revideres.

Selv om undtagelser forekommer, har de fleste species af Enterobacteriaceae
et ret stabilt monster af bestemte decarboxylasereaktioner, der er af betydelig
verdi ved diagnosen. Seerlig kan fremhaves Klebsiella pneumoniae monstret,
hvor der alene findes en kraftig lysindecarboxylase. Samme menster findes
hos S. typhi og hos nogle Serratia rubidaea, men det forringer ikke provens
veerdi ved identifikation af Klebsiella. Differentialdiagnostisk har det stor
veerdi, at Salmonella regelmessigt er lysin-positiv og Citrobacter lysin-negativ.
En undtagelse herfra er S. paratyphi A, som er lysin—-negativ. Adskillelse mellem
Vibrio og Aeromonas er tidligere omtalt. Pseudomonas maltophilia og Altero-
monas putrefaciens er ornithindecarboxylase—positive.
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Kapitel 31
Arginindihydrolaseprever

Prover der péviser de bakterielle enzymer, tilsammen kaldet arginindihydro-
lasesystemet, der spalter arginin til citrullin og dette videre til ornithin, CO,
og NH; under energiudvikling.

1. Historisk indledning

[ 1940 viste Hills, at streptokokker og stafylokokker spaltede arginin til
ornithin under samtidig dannelse af NH; og CO,. Han mente spaltningen
skyldtes et specifikt enzym, som han foreslog at kalde arginindihydrolase,
men han kunne ikke i detailler angive reaktionsforlebet, da han hverken fandt
citrullin eller urinstof som frie intermedigerprodukter. Den i gjeblikket accep-
terede forklaring pa reaktionsforlobet blev fundet af Knivett i 1952. Han viste,
at citrullin faktisk optreeder som intermedirprodukt, og at der ved dettes
spaltning dannes ornithin og carbamylfosfat; dette sidste giver CO, og NH;,
samtidig med at der dannes et molekyle ATP. Hills’ dihydrolase var altsa
i virkeligheden et kompleks af flere enzymer, som nu kaldes dihydrolase-
systemet. At denne argininspaltningsproces er energigivende blev siden vist
pa en meget direkte made af Sherris et al. (1957) ved hjzlp af en Pseudomonas-
stamme, som i argininfrit medium horte op med at bevaege sig, nar ilten var
opbrugt, men genoptog bevegelsen nar der tilsattes arginin.

Som bakteriologisk prove blev afspaltning af NH; fra arginin som udtryk
for dihydrolase-aktivitet indfert i streptokokdiagnostikken af Niven et al.
i 1942, og til undersogelse af lactobaciller indfortes den i 1953 af Briggs. I
Mollers decarboxylase-prove med arginin fra 1955 til undersogelse af Entero-
bacteriaceae indgik for si vidt ogsa dihydrolasepavisning, som omtalt i afsnittet
om decarboxylase-prover. Slade et al. (1954) og Sherris et al. (1957) var de
forste som viste, at pseudomonader ogsi indeholder dihydrolasesystemet.
Mere maélbevidste forseg pa at udnytte pavisning af dihydrolasesystemet i diag-
nostikken af gramnegative stave og forseg pa at udarbejde en simpel metode
er udfert af Hormaeche & Munilla (1957), Sherris et al. (1959), Thornley
(1960) og Stanier et al. (1966), og blandt disse er det iseer Thornley’s metode
som har fundet anvendelse.
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Thornley havde observeret, at i Hugh & Leifson’s lukkede forgeeringsglas
viste en del pseudomonader omslag til basisk reaktion, og hun viste at denne
alkalisering var uafhengig af, om der var vaekst i glasset, og at den udeblev,
hvis inoculum havde veeret opvarmet til 100°C. Der var altsa tale om en virk-
ning af preeformerede enzymer. I seerlige forseg viste Thornley, at det var ar-
ginin-indholdet i peptonen, der betingede reaktionen, og at der dannedes
citrullin som intermedizrprodukt, siledes at der ikke kunne vere tvivl om,
at det var dihydrolasesystemet der fremkaldte reaktionsforskydningen. Hun
udformede derefter et seerligt halvflydende medium med 0,1% pepton og 1,0%
arginin og fenolrgdt som indikator; pH var indstillet til 7,2, og efter inokulering
dakkedes substratet med smeltet vaselin for at skabe delvis anaerobe forhold.
Ved undersogelse af et stort antal stammer fandtes en klar adskillelse i to
grupper. Blandt de arginindihydrolase-positive stammer fandtes naesten alle
undersogte pseudomonader, nogle aeromonader, en enkelt vibrio og et par
stammer af Enterobacter cloacae. Blandt de arginindihydrolase-negative
fandtes Achromobacter (heri inkluderet Acinetobacter), Flavobacterium,
Alcaligenes, flertallet af Enterobacteriaceae og enkelte pseudomonader.

Thornley’s resultater er siden bekraeftet af Taylor og Whitby (1964) og
af Stanier et al. (1966). De sidstnavnte péviste arginindihydrolasesystemet
ved en kvantitativ bestemmelse af argininresten efter 2 timers indvirkning
af bakteriesuspensionen i et glas med en bestemt ringe mangde tilsat arginin.

De viste ogsd, at udnyttelse af arginin som eneste kulstof- og energikilde
er en egenskab, som ikke er korreleret med forekomsten af arginindihydrolase.
Desuden har de bekreftet, at enzymerne er Konstitutive, og at de er inaktive
i neerver af ilt, men aktive under anaerobe forhold.

Analyse af arginin-nedbrydningsprodukter ved hjelp af tyndtlagskroma-
tografi og gaskromatografi tillader bedre end de simplificerede metoder at
afgore, hvilke enzymer der har veeret aktive. De har ogsa vaeret anbefalet til ru-
tinebrug (Williams et al. 1971; Moss et al. 1972; Zolg & Ottow 1973), specielt
til at skelne mellem arginindecarboxylase og arginindihydrolasesystemet.

2. Biokemisk baggrund

Der er mindst tre mader, hvorpa bakterier kan nedbryde arginin:

(1) Ved hjzlp af en aminosyreoxidase, som er en deaminase, kan bl.a.
Proteus danne den tilsvarende o-ketosyre, dvs. o—ketoglutarat med samti-
dig frigerelse af NH; (se kapitel 32).

(2) Ved hjelp af en decarboxylase kan mange bakterier danne den tilsva-
rende amin, dvs. agmatin, som derefter af enzymet agmatinase i alle tilfeelde
spaltes videre til putrescin og urinstof, der evt. yderligere vil kunne spaltes
til NH; og CO, (se kapitel 30).
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(3) Ved hjelp af arginindihydrolasesystemet kan en del bakterier ved en
hydrolytisk proces forst danne citrullin og derefter ornithin; det er den proces
dette kapitel handler om.

Reaktionsforlgbet i dihydrolasesystemet er folgende:

arginin-
Arginin + H,O ——— citrullin + NH3
deiminase

citrullin-
Citrullin +H, O + fosfat + ADP ——— ornithin + NH; + CO, + ATP
deiminase

(ell. citrullin-ureidase)

Den sidste af de anferte reaktioner beskrives ogsid som opdelt i to individuelle
reaktioner (Barker 1961; Schimke et al. 1966):

ornithin-
Citrullin + fosfat «————— ornithin + carbamylfosfat
transcarbamylase

carbamat- )
Carbamylfosfat + ADP 412———» ATP + CO, # NH,4
inase

Da de tre n®evnte former for argininomdannelse alle fgrer til dannelse af alka-
liske produkter, mé to testbetingelser vaere opfyldt, for at man kan tolke
et indikatoromslag til alkalisk side som udtryk for en positiv dihydrolase-
reaktion: (1) Den oxidative deaminase mé ikke kunne fungere, og det kan
opnds ved at skabe anaerobe forhold i prgven. (2) Decarboxylasen mé ikke
kunne fungere, og det kan undgas hvis den nedvendige induktion ved lav pH
forhindres, hvilket kan ske ved at holde pH omkring neutralpunktet i hele
forspgsperioden. P4 grund af dihydrolasesystemets egenskaber kan disse be-
tingelser let opfyldes. Enzymerne er nemlig konstitutive, s& induktion er
overflpdig, og de fungerer kun under anaerobe betingelser. Det, der kraves,
er derfor: 1) en ikke pa forhind induceret cellesuspension, 2) en argininop-
lpsning med moderat bufferkapacitet indstillet omkring neutralpunktet, og
3) anaerobe betingelser i reaktionsblandingen, som kan opnas med et lag
paraffinolie. Under disse forhold kan man éntydigt fortolke et indikatoromslag
i alkalisk retning som ensbetydende med tilstedeveerelse af arginindihydrolase.
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Modsat decarboxylasetesten, hvor vaekst er en forudsatning, er dihydrolase-
testen udpreget en direkte enzymtest baseret pd preeformeret enzym og
kraver derfor et relativt stort inoculum.

Dannelse af dihydrolasesystemets enzymer er updvirket af glukose i mediet.
Syntesen er konstitutiv og foregir bide under aecrobe og anaerobe betingelser.
Hvorvidt de udelukkende er aktive under anaerobe forhold, som hzvdet af
Stanier et al., er usikkert; litteraturen i ovrigt tyder pa, at der er aktivitet
bade under aerobe og anaerobe forhold. Aktiviteten heemmes ikke af cyanid,
der er en kraftig inhibitor for decarboxylase (Taylor & Whitby 1964).

3. Valg af metode

Hvis man onsker si vidt muligt at differentiere mellem tilstedeverelse af
arginindecarboxylase og arginindihydrolase, ma man udfere to prover: (1) Mol-
lers decarboxylase~prove, og (2) Thornley’s dihydrolase-prove, hvor man er
sikker pa, at decarboxylasen ikke vil fungere. Hvis kun én af preveme er
positiv, er resultatet klart; hvis begge er positive er det sikkert, at dihydrolase-
systemet er tilstede, men det er ikke dermed udelukket, at decarboxylasen
samtidig er til stede.

I Mollers argininglas til decarboxylase-undersogelse er det en forudsztning,
at inoculum kommer i veekst, men det ser ud til — efter erfaringer p4 Serum-
instituttet — at samme glas ogsé kan bruges til en direkte enzymtest for dihy-
drolase ved at suspendere en storre meengde kultur i mediet.

I hvert fald har det vist sig med pseudomonader — som kun vil vokse meget
sparsomt eller slet ikke under paraffinolien — at man far positiv reaktion
med stort set de samme pseudomonasarter, som gav positivt udfald med en
modificeret Thornley-prove (Reiter og Bruun i diagnoseafdelingen, upubli-
ceret). I streptokokafdelingen har man over en leengere periode sammenlignet
Mpollers arginin-prove og den tidligere anvendte arginin-prove med NHj pa-
visning og ikke fundet systematiske forskelle.

Disse erfaringer synes at vise, at Mollers glas udmerket kan bruges til en
dihydrolase-prave for strikt aerobe bakterier, nar man i stedet for at betragte
det som et vaekstmedium bruger det som argininoplesning og serger for at
lave en passende tzt bakteriesuspension i oplesningen. Der vil derfor i rutine-
diagnostik af strikt aerobe bakterier ikke vaere grund til at anvende en ser-
skilt dihydrolase-prove, hvorimod man til fakultative bakterier og ved syste-
matiske eller specielle undersogelser ma anbefale at bruge bade Mollers decar-
boxylase-prove og Thornley’s dihydrolase-prove. ‘

I det folgende beskrives kun Thomley’s prove til pavisning af arginin-dihy-
drolasesystemet, hvorimod der med henblik pa anvendelse af Mollers arginin-
glas til dihydrolase-pavisning henvises til ovenstiende og til afsnittet om
decarboxylaser (se kap. 30).
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4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning
Thornley’s metode (let modificeret, idet pepton er udeladt)

Substrat

L-~arginin monohydroklorid 1,0%
NaCl 0,5%
K,HPO, 0,03%
Fenolredt 0,001%
Agar 0,3%

Dest. vand; pH indstilles til 7,0-7,2.

Substratet aftappes i 5 cm heje lag i almindelige 155 x 14/15 mm reagensglas.
Efter inokulation daekkes substratet med et lag smeltet paraffin eller man kan
bruge et lag paraffinolic som i Megllers glas. Som kontrol anvendes samme
substrat uden arginintilsetning. Det er vigtigt, at pH er indstillet p4 nejagtig
samme verdi, si proveglas og kontrolglas har samme farve.

Udforelse: Glassene inokuleres fra en degngammel renkultur pd standard-
plade uden forgarbart kulhydrat. Inokuleringen skal veere massiv i form af
en synlig tyk sgjle af bakterier ned igennem det halvflydende substrat. Dette
opnas bedst ved hjeelp af en pasteurpipette fyldt med en meget tet suspension
af renkulturen. Glasset inkuberes ved 35°C.

Afleesning: Prove- og kontrolglas afleeses efter 4 timer og efter 1 degn.
Indikatorens omslag til red farve betegnes som positiv reaktion. Som ved
en ureasereaktion skal der vere klar farveforskel mellem kontrol- og preve-
glas for at man kan stole pd en positiv reaktion. Prover, der er positive efter
4 timer, betegnes som sterke: +++, senere indtreedende omslag som svage: +.
Farveomslaget vil vare tydeligst lige omkring inoculum; man kan ikke forvente,
at hele substratsejlen skifter farve.

Fortolkning: Da en oxidativ desaminering er udelukket pa grund af paraf-
finolien og arginin er eneste kvalstofholdige stof, kan et indikatoromslag
med sikkerhed tolkes som tilstedeveerelse af arginindihydrolasesystemet.

5. Sikkerhedsforanstaltninger .
Ingen serlige ud over de szdvanlige ved omgang med patogene bakterier.
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6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Den eksisterende viden om arginindihydrolasesystemets udbredelse blandt
bakterier er meget mangelfuld. Af oplysningerne i litteraturen kan man ikke
altid afgere, om bestemte bakterier indeholder dihydrolase, decarboxylase
eller begge enzymer. De folgende data er samlet fra de forskellige arbejder om
dihydrolase, iseer Niven et al., Moller, Thornley, Stanier et al., og suppleret
med egne erfaringer.

Pseudomonas: Folgende species er regelmessigt positive: P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida, P. pseudomallei og P. mallei. 1 folgende species er
nogle stammer positive: P. stutzeri, P. picketii, P. alcaligenes, P. pseudoal-
caligenes og P. fragi.

Enterobacteriaceae: 1 szrlige undersogelser er det med sikkerhed vist, at
praktisk talt alle stammer af Salmonella og Enterobacter cloacae er
positive. Men Salmonella er s& sent positive, at det tjener til at dif-
ferentiere dem fra E. cloacae ved aflesning pa 2. dag. Formentlig er
stammer af mange andre genera, fx. Escherichia, Shigella og Citrobacter,
0gsa positive.

Vibrionaceae: Dihydrolase er sikkert pavist i nogle Aeromonas-stammer
og en enkelt stamme af Vibrio anguillarum, men systematiske underse-
gelser mangler.

Chromobacterium: Nogle stammer af C. violaceum.

Micrococcus: Nogle stammer af M. varians.

Staphylococcus: Alle stammer af S. aureus og S. epidermidis og de fleste
stammer af S. saprophyticus.

Streptococcus: De fleste species. Enkelte species som S. bovis og S. salivarius
og stammer af gruppe M og O er negative.

Bacillus: B. licheniformis angives som positiv.

Lactobacillus: Ca. 2 af de undersogte species.

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomréider

Kun for genus Streptococcus er der et tilstreekkeligt stort erfaringsmateriale
til at vise, at proven er vardifuld til at differentiere pa species-niveau. Det
samme synes at veere tilfeldet i genus Lactobacillus og genus Pseudomonas,
men i hvert fald for sidstnavntes vedkommende er erfaringerne med de sjeld-
nere species forelgbig for sma. Til adskillelse af Micrococcus og Staphylococ-
cus har preven en vis vaerdi, men nogle stammer i begge grupper afviger fra
hovedmenstret.

I familien Enterobacteriaceae er situationen den, at man rutinemassigt
registrerer en alkalisk reaktion i Mpllers decarboxylase-prove som positiv
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uden sikkert at kunne skelne mellem decarboxylase- og arginindihydrolase-
aktivitet, ogsi som sddan har proven vardi, men en szrskilt undersogelse
af dihydrolasens forekomst ville vare gnskelig.
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Fenylalanindeaminaseprsver

Enzymet fenylalanindeaminase pavises ved at konstatere at bakterierne er i
stand til af aminosyren fenylalanin at danne fenylpyrodruesyre. '

1. Historisk indledning

Med et klassisk arbejde af Krebs i-1935 begyndte det nzrmere studium af
oxidativ aminosyrenedbrydning. Krebs anvendte lever- og nyrehomogena-
ter, men samme &r viste Bernheim et al., at ogsa en suspension af Proteus-
bakterier var i stand til at oxidere, decarboxylere og deaminere en rekke
aminosyrer, deriblandt fenylalanin. Stumpf & Green (1944) viste eksperi-
mentelt, at der ved bakteriel deaminering af en bestemt e-aminosyre dannedes
den tilsvarende a-ketosyre og ammoniak. (I enzym-nomenklaturen betegnes
aminosyredeaminase som regel kun som aminosyreoxidase, hvad der kan virke
lidt forvirrende).

Til aminosyren fenylalanin svarer ketosyren fenylpyrodruesyre, men at
denne sidste faktisk dannes ved bakteriel deaminering af fenylalanin var ikke
kendt i 1938, da Henriksen & Closs i Norge i forbindelse med nordmanden
Folling’s (1934) grundleeggende arbejde over sygdommen fenylketonuri patog
sig at underspge, om noget af den i urinen udskilte fenylpyrodruesyre stam-
mede fra tarmbakteriers omsetning af fenylalanin. De viste, at en Proteus-
stamme var i stand til af fenylalanin at danne store mengder fenylpyrodrue-
syre, som pévistes ved fremkomst af en gron farve efter tilsetning af ferri-
ammoniumsulfat. Da en samtidig undersegt colistamme ikke forte til dan-
nelse af fenylpyrodruesyre, s& forfatterne en mulighed for at anvende evnen
til at danne fenylpyrodruesyre af fenylalanin i bakterieklassifikationen. De
undersegte derfor et storre antal bakteriearter, idet de tilsatte tatte suspen-
sioner til et mineralmedium indeholdende fenylalanin og glycerin og kunne
vise, dels at en positiv farvereaktion indtradte sd hurtigt (3 til 1 time), at den
matte skyldes preeformeret enzym, dels at kun stammer af klassisk Proteus
og Morgans bakterie gav kraftigt positive reaktioner.
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Dette udmearkede og originale arbejde satte sig ingen spor, for Henriksen
i 1950 publicerede et nyt arbejde om fenylpyrodruesyrereaktionen, som han
dengang kaldte den, og pany viste, at blandt Enterobacteriaceae var Proteus-
gruppen den eneste, som gav meget staerke reaktioner.

I arene derefter fulgte en lang rzkke arbejder, hvor Henriksens resultater
blev bekreftet og metoden modificeret pa forskellig made.

Singer & Volcani (1955) viste, at ogsi Providencia gav en kraftig positiv
reaktion, og foreslog dels at bruge ferriklorid som et mere folsomt reagens
i stedet for ferriammoniumsulfat, dels at bruge aminosyren tryptofan i stedet
for fenylalanin, fordi den rede farve, som indolpyrodruesyren danner, er mere
stabil end den grenne farve, som dannes'med fenylpyrodruesyre. Ogsa Henrik-
sen har senere veeret inde pa tryptofanets fordel (Bovre et al. 1974).

Allerede Henriksen & Closs havde fremhavet betydningen af god ilttilgang
til suspensionen og anbefalet at lazgge praveglasset horizontalt; Singer & Volcani
anbefalede af samme grund at sette glassene i en rystemaskine.

I Frankrig indfertes proven af Buttiaux et al. (1954) og af Ben Hamida
& Le Minor (1956); i England blev den forst anvendt af Clarke & Shaw (1954)
og Shaw & Clarke (1955). De anvendte fenylalanintesten kombineret med
Leifson’s malonattest og udformede den som en mikrometode. Ewing et al.
(1957 citeret efter Ewing 1962) indferte proven i USA og anbefalede at bruge
en skriagar med tilsat fenylalanin og at flyde kulturen med reagenset.

Senere modifikationer skyldes Vassiliadis & Politi (1968) og Ederer et al.
(1971), som kombinerede fenylalanin-prgven med en ureaseprove.

Mikrometoder er foresldet af Stewart (1961) og af Bergquist & Searcy
(1963) og paper-strip metoder (“Phenestix™) af Smith & Free (1962) og
Goldin & Glenn (1962).

2. Biokemisk baggrund

I den menneskelige organisme er det forste trin i den oxidative nedbrydning
af fenylalanin normalt en omdannelse til tyrosin ved hjzlp af en hydroxylase.
(Medfedt mangel pa evne til at danne denne hydroxylase giver anledning til
fenylketonuri, en stofskiftesygdom som medferer andssvaghed). Denne hy-
droxylase er ogsd pavist hos enkelte bakterier (Letendre et al. 1975), men det
forste trin i den oxidative nedbrydning af fenylalanin hos bakterier er normalt
en deaminering til fenylpyrodruesyre. Neeste trin kan vere en decarboxyle-
ring, der forer til dannelse af fenyleddikesyre.
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fenylalanin fenylpyrodruesyre fenyleddikesyre

De fleste bakterier indeholder aminosyreoxidaser, som er i stand til at udfere
den indledende deaminering til den tilsvarende ketosyre; det videre forleb
af oxideringen af de forskellige aminosyrer kan arte sig meget forskelligt.
Nogle aminosyreoxidaser udviser en tydelig substratspecificitet, andre kun
en ringe. Bernheim et al. (1935) péviste, at suspensioner af Proteus-bakterier
oxiderer en lang reekke aminosyrer; i nogle tilfeelde skete der bade en deamine-
ring og en decarboxylering, i andre tilfeelde kun en deaminering. Det sidste
var bl.a. tilfzeldet med fenylalanin. Folgelig matte man forvente en ophobning
af fenylpyrodruesyre, og at dette var tilfeeldet viste Stumpf & Green (1944).
Det har senere vist sig, at Proteus-bakterier er de eneste Enterobacteriaceae,
der giver anledning til ophobning af fenylpyrodruesyre ved nedbrydning af
fenylalanin, men om det skyldes mangel pa en substrat-specifik decarboxylase
eller en auto-intoksikation af suspensionen (Seidenberg et al. 1962) er ikke
kendt.

Den dannede fenylpyrodruesyre pavises med ferrijoner som reagens ved
fremkomst af en gren farve ved sur reaktion. Reaktionen for denne proces
er ikke med sikkerhed kendt. Ferrijoner danner ogsd med visse andre ketosyrer
forskellige farvede forbindelser, sdledes en kirsebarrod farve med indolpyro-
druesyre dannet af tryptofan (Singer & Volcani 1955). Farvercaktionen angives
at veere afheengig af, at carbonylgruppen i ketosyren optreeder i enolform, og
det er vist, at farvedannelsen er korreleret med suspensionernes mulighed
for at danne de til ketosyren svarende hydrazoner. Nogen umiddelbar praktisk
betydning for provens udforelse har disse konstateringer vistnok ikke. Derimod
er det af betydning, at det er vist, at fosfat heemmer dannelse af farvekomplek-
set (Smith & Free 1962).

Aminosyredeaminasers syntese stimuleres af alkalisk pH. Maske burde
man derfor overveje at bruge suspensioner af kulturer dyrket p4 medier med
pH omkring 8. Direkte induktion af enzymdannelsen med fenylalanin synes
ikke at finde sted; tveertimod kan man vise, at suspensioner af kultur fra fenyl-
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alaninholdigt medium viser nedsat aktivitet, muligvis fordi de dannede ammo-
niumjoner udegver repression pid enzymdannelse og/eller ~aktivitet. Glukose
i vekstmediet nedsatter enzymaktiviteten. Rigelig ilttilforsel begunstiger
den oxidative deaminering.

3. Valg af metode

Hvis fenylalanindeaminase-proven alene bruges til at skille Proteus-stammer
fra andre Enterobacteriaceae, opstar der ingen vanskeligheder, fordi den meget
kraftige sortgrenne farve, som Proteus giver, uden vanskelighed skelnes fra
de antydninger af grenfarvning, der kan forekomme med stammer af andre .
genera.

Hvis man derimod gnsker at anvende preven inden for andre bakteriegrup-
per, fx. Moraxella og Flavobacterium, har det vist sig, at man kan komme
til at std overfor en skala af grenfarvning, hvor skellet mellem positive og
negative reaktioner bliver ganske arbitraert.

Ifolge underspgelser af Henriksen (Bovre et al. 1974) kunne det se ud til,
- at en tryptofandeaminase-prove vil veere bedre egnet i disse tilfzelde, da man
med denne ojensynlig undgir de fleste af de reaktioner, som kun ytrer sig
med en svag farvning i fenylalanindeaminase-prgven. Tryptofanproven ma
dog forst underspges systematisk i flere laboratorier.

Den modifikation af Bergquist & Searcy’s metode af fenylalanintesten,
som har veret anvendt i diagnoseafdelingen i de sidste 10 ar, har fungeret
tilfredsstillende, nar talen er om Proteus, men det gor tilsyneladende de fleste
udformninger af proven. En sterre folsomhed, hvis det onskes, kunne forment-
lig opnds ved en mere aktiv iltning af suspensionen, fx. ved at ryste glassene
eller ved at reducere vaeskevolumen og legge glassene horizontalt.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

Diagnoseafdelingens modifikation af Bergquist & Searcy’s metode
Substrat

L-fenylalanin 0,5% i dest. vand
0,5 ml aftappet i Widalglas (70 x 10/11 mm)
Glas market: ’Fenylal”
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Reagens

FeCl;,6H,0 2%
5N HC1 1%
i dest. vand.

Udforelse: Fra en degngammel renkultur pa bouillon- eller blodagar op-
slemmes tet i substratet. Suspensioner fra blodagar giver i nogle tilfzelde
steerkere reaktioner end suspensioner fra bouillonagar. Glasset henstilles i
termostat ved 35°C i 2-4 timer, hvorefter et par draber af reagenset tils&ttes.

Aflcesning: Proven afleses umiddelbart efter reagenstils®tning. En positiv
prove viser sig ved, at der omgéende indtrader en kraftig morkegron farvning
af hele glassets indhold. Farven vil i nogle tilfeellde hurtigt begynde at aftage
i styrke, s glassene ma ikke hensta til senere aflesning.

Fortolkning: Kun glas der viser en kraftig morkegrgn farve betragtes som
sikkert positive. Svagere nuancer af grent (gronlig farve) kan ses med visse
bakterier, men tolkningen er her usikker og forudsetter kendskab til forhol-
dene i den pagaldende bakteriegruppe for at kunne udnyttes.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen sarlige ud over de sadvanlige ved arbejde med patogene bakterier.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Oplysninger om fenylalanindeaminase findes ikke systematisk i Bergey’s
Manual, 8. udg., undtagen for Enterobacteriaceae. Det skyldes, at mange
grupper af bakterier aldrig har veeret undersogt. De nedenanforte kommentarer
er derfor stort set baseret pa egne erfaringer.
Alcaligenes:A. faecalis (syn. A. odorans): gronlig farve. :
Enterobacteriaceae: Proteus: alle species. Undtagelsesvis kan enkelte stam-
mer veere negative. Erwinia herbicola: en del stammer giver gronlig farve.
Undtagelsesvis kan en grenlig farve ogsd ses hos stammer af alle andre
species.
Aeromonas: enkelte stammer kan give en gronlig farve.
Agrobacterium: A. radiobacter.
Flavobacterium: en del kan give en gronlig farve.
Moraxella: M. phenylpyruvica og M. urethralis: alle stammer.
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Acinetobacter: typiske stammer er altid negative; psychrofile stammer
som ligner Acinetobacter, men er oxidase-positive (= Thornley’s phenon
3, (Thornley, 1967)), kan give en gronlig farve.

Bacillus: B. sphaericus, B. apiarius, B. pantothenticus og B. cirroflagellosus
og nogle stammer af B. firmus er angivet som positive.

Mycobacterium: blandt hurtigvoksende arter angives M. phlei og M. vaccae
at vere positive.

7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomrader

Til verifikation af diagnosen af alle Proteus-arter er proven meget palidelig,
da kun meget fi stammer (2-3%) er negative. Provens veerdi i ovrigt er si
darligt undersegt, at man ikke kan sige noget bestemt derom i ejeblikket.
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Indolprever

Prover, der paviser tilstedevarelse af indol i bakteriekulturer. Pavist indol tages
som udtryk for, at bakterierne har dannet enzymet tryptofanase, som spalter
aminosyren L-tryptofan under dannelse af indol.

1. Historisk indledning ’

Virchow har beskrevet, at han under kolera—epidemien i Europa 1848-49
ved underspgelse af koleralig iagttog en smuk rosared farve, nar der blev haldt
salpetersyre over tarmindholdet, hvor han igvrigt havde iagttaget “vibrioner
og fimrende monader” (cit. fra Schuchardt 1887). Sandsynligvis skyldtes den
rpde farve indol i tarmindholdet fremkaldt af vibrionerne, men det vidste
Virchow ikke, dog satte han den i forbindelse med en eller anden form for
proteinnedbrydning under forradnelse.

Kort efter at Robert Koch i 1883 havde pavist koleravibrioner i Agypten
og Indien, blev der fundet en del andre vibrioner, og problemet blev derefter
at finde kriterier, som kunne skille den sgte koleravibrion fra de uzgte. Under
dette arbejde opdagede flere forskere i 1886 og 1887 uafheengigt af hinanden
og uafhangigt af Virchows iagttagelse, at hvis man satte svovlsyre til en kolera-
kultur, fremkom der en rod farve — den sikaldte kolerargdt-reaktion. Preven
var ganske vist ikke til megen nytte i differentialdiagnosen, da de fleste vibrio-
kulturer gav samme rode farve (Poehl 1886; Bujwid 1887; Dunham 1887).

En forklaring p4 kolerarodt-reaktionen gav kemikeren Salkowski i 1887.
Han viste, at kemisk set er "koleraradt” ikke noget seregent farvestof, men at
der i kulturen foregir en nitrosoindolreaktion. Denne bestar i, at indol i nserveer
af nitrit og ved sterk sur reaktion giver en rod farve. Reaktionen var angivet
af kemikeren von Baeyer, der i 1870 brugte den til indolpévisning under
arbejde med farvestoffet indigo, som kemisk er nzert beslegtet med indol.
Det nedvendige nitrit til fremkaldelse af nitrosoindolreaktionen i kolerakultu-
rerne stamrhede fra bakteriernes reduktion af de sma mangder nitrat, der som
regel var til stede i medierne som forurening. Ved samme lejlighed viste Salkow-
ski, at nogle af de sikaldte forrddnelsesbakterier ogsd gav en nitrosoindolreak-
tion.
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Kitasato (1889), der pa det tidspunkt arbejdede i Robert Koch’s laboratorium,
si de muligheder,der 13 i at udnytte indolpavisning som et middel til at skelne
mellem forskellige bakterier, og viste bla., at E. coli var indol-positiv, mens
tyfus—paratyfus-gruppens bakterier var indol-negative. Hurtigt derefter vandt
metoden indpas i de bakteriologiske laboratorier, idet man nu foruden svovl-
syre satte nitrat eller nitrit til kulturerne (Salkowski’s prove).

En ny form for indolpreve indfertes efter at det var blevet vist, at en rod
farvereaktion, som Ehrlich havde opdaget i 1900 ved tilsetning af p-dimetyl-
aminobenzaldehyd til urin, skyldtes indol. Max Neisser, der var elev af Ehr-
lich, provede reaktionen pa bakteriekulturer og fik sin elev Bohme til at gen-
nemarbejde metoden. I en artikel fra 1905 viste Bohme, at denne Ehrlich’s
indolreaktion var mere folsom end Salkowski’s preve, og anbefalede den til
almindelig bakteriologisk brug; reagenset bestod af paradimetylaminobenzalde-
hyd oplest i 96% @tylalkohol og koncentreret saltsyre. Bohme anbefalede
sekundzr tilsetning af et oxidationsmiddel (kaliumpersulfat), som dog vist
hurtigt gik af brug. B6hme bekreftede den tidligere erfaring, at det rode farve-
stof, som dannes ved reaktionen, er oplgseligt i amylalkohol.

Formentlig med udgangspunkt i denne observation foreslog Kovacs i 1928
(Kovacs 1928, 1931) et nyt indolreagens, hvor paradimetylaminobenzalde-
hydet var oplest i amylalkohol. Fordelen herved er ikke umiddelbart indly-
sende, men sandsynligvis beror den pa, at reagenset lettere bliver liggende
som et lag oven pa kulturen, fordi amylalkohol er mindre vandoplaselig end
atylalkohol. Der synes dog ogsd at vare tale om en primitiv formfor eks-
traktion ved at bruge amylalkohol. Reagenset er mere ustabilt end Ehrlich-
Bohme’s reagens, men Gadebusch & Gabriel (1956) har senere angivet at hvis
man anvender isoamylalkohol, bliver det mere stabilt.

Ved de tre hidtil omtalte indolprever, Salkowski’s, Ehrlich’s og Kovacs’,
settes reagenset direkte til kulturen, men da der i bakteriekulturer kan dannes
andre stoffer (forskellige indolderivater, glukosamin, ham, osv.), som frem-
kalder samme rode farve med reagenset som indol, kan proven udfert pa denne
made ikke éntydigt tolkes som en prove for tilstedevaerelse af enzymet trypto-
fanase. En storre specificitet af proven har man derfor forsegt at opna ved
isolation af indolet ved destillation eller ekstraktion, for reagenset tilsattes.
Da indol er mere flygtigt end de andre stoffer, som giver samme farvereaktion,
foreslog Goré i 1921 (Malone & Goré 1921, Goré 1921) at udfere proven ved
at fugte glassets vatprop med reagenset og s@tte kulturerne i et 100°C vandbad,
hvorefter indoldampene satter sig i proppen, der farves rod. Samme princip
kan praktiseres ved at placere et stykke filtrerpapir fugtet med reagenset i
laget over en pladekultur under inkubationen. Allerede tidligt blev der peget
pd muligheden for at anvende forskellige organiske oplesningsmidler til eks-
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traktion af indolet for reagenstilsatningen, og i 1958 anbefalede Isenberg &
Sundheim en metode baseret pi ekstraktion med toluen, og Elisabeth O.
King anvendte i 1959 en forudgiende xylenekstraktion til pavisning af indol-
dannelse i kulturer af Flavobacterium meningosepticum. Det kan naevnes,
at allerede i 1922 havde Martin Kristensen i diagnoseafdelingen, ved indol-
underspgelse af Haemophilus influenzae foretaget udrystning med kloroform
eller amylalkohol for reagenstilsetning. Ved en forudgiende ekstraktion
opnér man ikke blot en mere specifik reaktion, men ved at anvende et forholds-
vis lille volumen ekstraktionsmiddel i forhold til kulturens volumen opnér man
ogsd en koncentrering af indolet og derved en moderat forpgelse af folsom-
heden i sammenligning med prever, hvor reagenset tilsettes direkte.

For en fuldstendigheds skyld skal anfgres to indolprover baseret pa andre
kemiske reaktioner end de hidtil nevnte. Det er dels Gnezda’s prove (Gnezda
1899; Holman & Gonzales 1923), hvor reagenset er oxalsyre, dels en prove
anbefalet af Isenberg & Sundheim (1958), hvor reagenset er hydroxylamin.
Den kemiske reaktion bag fremkomsten af den rede farve ved disse reaktioner
kendes ikke. Efter litteraturen at demme anvendes disse metoder ikke idag.

En direkte enzymprove, hvor det preformerede enzym (tryptofanase) i
en bakteriesuspension bringes i kontakt med det specifikke substrat (L-trypto-
fan) under optimale reaktionsbetingelser, er forst beskrevet af Clarke & Cowan
(1952) og her i landet anvendt af Biilow (upubliceret).

Angaende forskellige mikrotests, spottests og striptests til indolpavisning,
som alle er tillempninger baseret pd en af de ovennavnte metoder, henvises
til Weaver et al. (1968), Blazevic et al. (1970), Sutter & Carter (1972) og Fung
& Miller (1972).

2. Biokemisk baggrund

Dannelse af indol

En af de méader, hvorpd aminosyren tryptofan kan omdannes af bakterier,
er en spaltning ved hjelp af enzymet tryptofanase, hvorved der dannes frit
- indol, pyrodruesyre og ammoniak. Pyrodruesyren virker som repressor for
tryptofanase.

ercmcmunz)coowmo TRYPTOFANASE @j + CH,COCOOH +NH,4
N N

H H

Tryptofan Indol Pyrodruesyre
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Processen kraver tilstedevarelse af ilt, men muligvis bruges ilten kun ved den
samtidige trinvise oxidation af sidekaden (Gale 1947; Wilson & Miles 1955).
Dannelse af tryptofanase kraever induktion med tryptofan (Newton & Snell
1965), mens glukose i substratet medferer repression af enzymdannelsen,
i hvert fald i mengder over 0,25%. Enzymets pH optimum er 7,4-7,8, og sam-
tidig glukoseomsztning ferende til syredannelse vil derfor haemme enzymak-
tiviteten (Logie 1920; Suassuna et al. 1962a, b). Pyridoxalfosfat (vitamin Bg)
er prostetisk gruppe i co-enzymet, og i mutanter, som ikke kan syntetisere
vitamin Bg, er enzymet ude af stand til at fungere.

Pavisning af indol

Indolmolekylet danner ved kondensation med reagenset paradimetylamino-
benzaldehyd en farvelps forbindelse, som ved opvarmning eller syretilseetning
omdannes til et redt kinonagtigt stof.

®
20 N A

H

N{(CH,),
[
N+(CHj),
Indol p-dimetylamino- Rosindol (redt farvestof)
benzaldehyd

Videre omdannelse af indol

Indol kan nedbrydes videre af nogle bakterier, bl.a. Clostridium tetani (Reed
1942), og det kan under szrlige omstendigheder resyntetiseres til tryptofan
(Logie 1920; Newton & Snell 1965). Folgen er, at undertiden vil indol kun
veere til stede i kulturen over en vis periode, hvad der far betydning for valg
af det rette tidspunkt til prevens udferelse.

3. Valg af metode

Diagnoseafdelingen har i mange &r brugt Ehrlich’s indolpreve som standard-
metode; i de senere &r er denne preve i serlige tilfaelde suppleret med den
af King anvendte xylenekstraktionsmetode, og i faceslaboratoriet anvendes
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til undersogelse af pladekulturer et stykke reagensvadet filtrerpapir anbragt i
laget under inkubationen.

Der er grund til at overveje, om man som standardmetode ikke burde fore-
treekke enten en ekstraktionsmetode, fx. med xylen, eller en metode til direkte
enzympdvisning, fx. den af Biilow udarbejdede, for at arbejde med en metode,
som pa samme tid er mere specifik og mere folsom end den nu anvendte. I
det folgende beskrives 4 metoder:

a) Ehrlich’s indolreaktion med direkte tilsetning af reagens

b) Ehrlich’s indolreaktion med ekstraktion for reagenstilseetning
c) Ehrlich’s indolreaktion under fordampning fra pladekultur

d) Direkte enzymtest for tryptofanase

4. Teknisk udforelse, aflzesning og fortolkning

a) Ehrlich’s indolprove med direkte tilscetning af reagens

Substrat: Den sékaldte indolbouillon bestar af 0,26% trypsinbehandlet
kasein (NZ-amin) i demineraliseret vand, pH 7,7. Man velger kasein pa grund
af dettes relativt store tryptofanindhold, s& ekstra tilseetning af tryptofan
bliver unedvendig. Substratet aftappes i 5 cm hoje lag i smalle glas (155 x 10/
11 mm).

Reagens (Ehrlich-Bohme)

Paradimetylaminobenzaldehyd 10g
Atylalkohol 96-100% 950 ml
Saltsyre, konc., ren 200 ml

Reagenset, der er svagt gulligt, opbevares i brune pipetteflasker ved stuetem-
peratur og er her holdbart i méinedsvis. Hvis reagenset er blevet brunligt, er det
uanvendeligt.

Udforelse: Indolbouillonen inokuleres med stort inokulum og inkuberes
rutinemeessigt ved 35°C, men ved lavere temperatur, hvis man ved, at bakterien
har et lavere temperatur-optimum. Reaktionen udferes, nar kulturen er udvok-
set; det vil hyppigst veere efter 24 timer, men efter 48 timer eller endnu senere,
hvis kulturen vokser langsomt. Hurtigt voksende kulturer bor ikke undersoges
senere end efter 24 timer af hensyn til risikoen for sekundzer nedbrydning af
indolet eller resyntese til tryptofan. Reagenset tilsettes ved at lade 0,5-1,0 ml
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fra pipetten lgbe langsomt ned ad den indvendige side af glasset, som holdes
n@sten vandret. Glasset rejses derefter forsigtigt til lodret stilling, idet det
gelder om, at reagenset kommer til at ligge som en skive oven over substratet,
da man ikke kan se svage reaktioner, hvis reagenset blander sig med substratet.

Afleesning: En positiv reaktion bestir i en redviolet skive pa graeensen mel-
lem reagenslaget og kulturen. Selv den svageste rode farve regnes som positiv.
Svage reaktioner ses tydeligere, hvis der holdes hvidt papir bag glasset. Sterke
reaktioner optreeder momentant, svagere reaktioner i lobet af fa minutter.
Reaktionen holder sig lange, men efter nogen tids henstand kan der i nega-
tive glas pa greenselaget opsti en svagt brunfarvet skive, som kan give anledning
til tvivl, derfor ber glassene sa vidt muligt afleses efter fi minutters forlpb.

Fortolkning: Traditionelt fortolker man fremkomsten af en red farve som
en positiv indolreaktion. I meget sjeeldne tilfelde er dette ikke rigtigt: en
svagt redpigmenteret Serratia kan give en indollignende reaktion, idet alko-
holen i reagenset koncentrerer pigmentet, si det fra at have veeret nasten
usynligt fremtreeder som en tydelig rod skive. Pyocyanindannende stammer
af Pseudomonas aeruginosa kan give falsk positiv reaktion, idet pyocyani-
net ved den stzerkt sure reaktion, som skyldes reagenset, bliver rodt.

I vore nuvarende diagnoseskemaer betyder indol-positiv ikke blot en reak-
tion med det rene indol, men ogsid med indolderivater og andre forbindelser,
som reagerer ved Ehrlich’s direkte test.

b) Ehrlich’s indolprove med ekstraktion for reagenstilscetning

Substrat og reagens som under a).

Udforelse: Inokulation og inkubation som under a). For reagenstilsaet-
ningen tilsettes ca. 1,0 ml xylen, og kulturen rystes kraftigt, hvorefter den
henstilles pa bordet, til xylenen har samlet sig som et lag overst i kulturen.
Derefter tilsettes reagenset pa samme made som under a).

Afleesning som under a).

Fortolkning: Ved fremkomst af en positiv reaktion kan man drage den
slutning, at bakterierne danner enzymet tryptofanase. Det skyldes, at man
med xylen kun ekstraherer indol, som derfor er det eneste stof, der fir mu-
lighed for at reagere.

c¢) Ehrlich’s indolreaktion under fordampning fra pladekultur

Reaktionen kan anvendes, nar man ensker svar p4 indolreaktionen samtidig
med, at den farste subkultur er udvokset. Man ber i sddanne tilfelde tilsette
ekstra tryptofan til pladen. Man anbringer i laget af den tilséede plade en
strimmel filtrerpapir vedet med Ehrlich-Bohme’s reagens, si den klaber til
laget. Efterhanden som kulturen vokser frem, vil eventuelt dannet indol i et
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vist omfang fordampe, og indoldampene vil reagere med reagenset pa filtrer-
papiret, som bliver rodt. Nir pladen dbnes, kan man ved positiv reaktion ogsi
lugte indolet. Der er erfaring for, at kun bestemte slags filtrerpapir er egnede,
men ethvert stykke kan gores egnet efter kort neddypning i syre og pafelgende
torring, for reagenset dryppes pd. Ogsi ved denne udferelse er man sikker pa,
at en positiv reaktion skyldes tryptofanase, da de evrige stoffer, som kan give
den rode farve med reagenset, ikke — eller ikke s& let — fordamper ved inku-
bationstemperaturen. Folsomheden er ifelge Gaarslev omtrent som ved ekstrak-
tionsmetoderne.

d) Direkte enzymtest for tryptofanase

Substrat

L-tryptofan (1% i dest. vand) 50 ml
1/15M KH,PO, 85 ml
1/15 M Na, HPO, 915 ml

Blandingen af fosfater svarer til Serensens fosfatbuffer med pH 7,8.
Aftappet i en meengde pa 1 mli Widalglas (70 x 10/11 mm).

Reagenser

Ehrlich-Béhme’s indolreagens
Toluen

Udforelse: Kulturen hestes fra en renkultur pa agarplade tilsat tryptofan
og opslemmes teet i et Widalglas med L-tryptofan-substratet. Derefter til-
seettes straks 3 draber toluen og S draber indolreagens.

Afleesning: Glasset observeres for fremkomst af en rod farve, som angiver
positiv reaktion, dvs. tilstedeverelse af indol. Hvis den rede farve ikke frem-
kommer straks, betragtes proven som negativ.

5. Sikkerhedforanstaltninger

Ehrlich-Béhme’s reagens er pa grund af sit saltsyreindhold sterkt stsende.
Xylen, der anvendes til ekstraktion, er under mistanke som cancer-fremkal-
dende stof. Man kan i stedet anvende toluen. Bade xylen og toluen er brand-
farlige og ma ikke komme i neerheden af aben ild.
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6. Fortegnelse over de vigtigste indol-positive bakterier

Fortegnelsen er baseret pa Bergey’s Manual, 8. udg.

Escherichia

Edwardsiella

Citrobacter koseri (diversus)

Proteus, alle species undtagen P. mirabilis
Yersinia enterocolitica, nogle stammer
Shigella, flere serotyper

Klebsiella, biotypen oxytoca og enkelte andre stammer
Salmonella, ganske fa stammer

Erwinia herbicola, nogle stammer

Vibrio, 3 species inklusive V. cholerae
Aeromonas

Lucibacterium

Flavobacterium meningosepticum
Haemophilus, nogle stammer af flere species
Pasteurella multocida og P. pneumotropica
Cardiobacterium hominis

Bacteroides, flere species

Fusobacterium, flere species

Peptococcus, flere species

Bacillus, enkelte sjeeldne species
Clostridium, mange species

7. Provens diagnostiske veerdi og saerlige anvendelsesomrader

Proven er palidelig, da den er let at afleese og har stor fglsomhed. Den direkte
Ehrlich-prave giver ifplge litteraturen falsk positive reaktioner, men hvor
hyppigt ved vi ikke. Man ma gore sig klart — iszer hvis man bruger andre me-
toder — at i de fleste af vore diagnoseskemaer er disse falske positive medta-
get som sandt positive. Provens differentieringsevne er god i familien Entero-
bacteriaceae og i flere genera som Flavobacterium, Haemophilus, Pasteurella,
Bacteroides, Fusobacterium, Peptococcus og Clostridium. 1 mange andre taxa
har den ingen diagnostisk betydning; det gelder fx. alle genera af strikt acrobe
bakterier, alle gramnegative kokker, grampositive kokker som Micrococcus,
Staphylococcus og Streptococcus, og endvidere Lactobacillus og coryneforme
bakterier fordi reaktionen — muligvis med ganske enkelte undtagelser — altid
er negativ i disse taxa.
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Blandt de gramnegative, fakultative stave forekommer en positiv indolreak-
tion og en positiv Voges-Proskauer reaktion relativt sjeldent samtidig. Sam-
tidig forekomst kan derfor blive en genvej til en diagnose. Samtidig forekomst
treffes blandt oxidase-negative hos Klebsiella oxytoca, enkelte Yersinia
enterocolitica og nogle Erwinia herbicola (Enterobacter agglomerans), og
blandt oxidase-positive hos Aeromonas hydrophila, nogle stammer af Vibrio
cholerae, Vibrio alginolyticus og Vibrio anguillarum.
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Kapitel 34

Svovlbrinteprever

Prgver som paviser bakteriers evne til at danne svovlbrinte (H,S) af svovl-
holdige organiske og/eller uorganiske forbindelser.

1. Historisk indledning

Svovlbrintes karakteristiske Iugt har fra gammel tid vaere forbundet med fore-
stillingen om forrddnelse is@r i ag. Pasteurs elev Gayon undersegte mikro-
organismers betydning for processerne i rddne g, og til pavisning af svovl-
brinte anvendte han filtrerpapir veedet med blyacetat, som bliver sort, hvis
luftarten er til stede (Gayon 1875). Carl Julius Salomonsen anvendte samme
teknik i sin disputats: ”Studier over Blodets Forraadnelse” fra 1877. Da honse-
@®g pa et lidt senere tidspunkt blev anvendt til dyrkning af bakterier, fandt
Hueppe (1888), at koleravibrioner dannede H,S, og Schrank (1888) fandt
Proteus i radne ®g og viste, at de dannede H,S. En anden teknik til pavisning
af H,S blev angivet af Fromme (1892). Den var ogsd baseret pa princippet,
at H, S med metalsalte danner morkfarvede uopleselige metalsulfider, men han
brugte jerntartrat eller jernsakkarat sat til gelatineplader, hvorved han opniede
at H,S-dannende bakterier voksede med sorte kolonier, og han kunne bla.
vise, at tyfusbakterier er kraftige H, S-dannere.

Der var i disse 4r megen diskussion om betydningen af de forskellige me-
diers indhold af svovlholdige bestanddele og om hvordan svovlbrintefriga-
relsen foregik (se fx. Holschewnikoff 1889), men Rubner (1893a, b) bragte en
vis afklaring, idet han bl.a. viste, at det var svovl fra de organiske forbindel-
ser i medierne, som omdannes til H,S, og at processen var specifik og ikke
udelukkende betinget af de almindelige reduktionsprocesser, der altid foregar
i en voksende kultur. Lidt senere viste Beijerinck (1901) imidlertid, at nogle
af de medicinsk vigtige bakterier ogsi kan danne H,S af uorganiske svovifor-
bindelser som thiosulfat og sulfit som eneste svovlkilde. Pivisning af den
serlige gruppe bakterier, som i naturen fremkalder sulfatreduktion og store
svovlaflejringer, skyldes ogsd Beijerinck, men det er strikt anaerobe, autotrofe
bakterier, som falder uden for den medicinske bakteriologi.



300 Undersogelse af proteinomsaetning

De forste arbejder, hvor et storre antal forskellige bakterier blev karakteri-
seret efter deres evne til H, S-dannelse, skyldes Petri & Maassen (1892, 1893a,
b), Stagnitta-Balistreri (1893) og Morris (1897). De to sidstnavnte arbejdede
hos Rubner, og Morris indferte den teknik, som derefter anvendtes af de
fleste til ind i 1930%erne, dvs. tilsetning af blysalt direkte til mediet. Eksem-
pler p4 medier af denne slags er angivet af Kligler (1917) og Jordan & Victorson
(1917), som serligt fremhzxevede H,S-reaktionens betydning i Salmonella-
diagnostik. I litteraturen nzvnes det ofte, at Orlowski i St. Petersborg (1897)
var den forste som brugte blyacetat i medierne, og at han som den forste
fremhavede forskellen mellem H,S-negative E. coli og H,S-positive Salmo-
nella. Ingen af disse pastande er efter vore undersogelser rigtige. Det uheldige
i at sztte giftige metalsalte til veekstmedierne, som ogsa tidligere undersogere
tildels havde erkendt, blev szrligt fremhavet af ZoBell & Feltham (1934), og
derefter gik man gradvis over til at anvende jernsalte, som er mindre giftige
end bly- og vismutsaltene.

Foruden Fromme (1892) var dog enkelte andre tidligere sldet ind pd denne
vej. Nikolaus Kovacs fra Wien angav i 1925 en teknik baseret pa tils@tning
af ferrosulfat. Hans metode var specielt udarbejdet med henblik pad under-
spgelse af anaerobe bakterier, og til dyrkningen anvendte han 20% kalvebouil-
longelatine i heje lag i smalle glas, da det viste sig, at dette sejtflydende medium
— han dyrkede ved 37°C — gav tilstreekkelig anaerobe forhold. Tilsat 0,05%
ferrosulfat markerede mediet H,S-dannelse ved en kraftig sort farve, og han
opniede derved i samme kultur at kunne pavise gelatinesmeltning og H,S-
dannelse. Denne teknik i modificeret form optog Martin Kristensen kort efter
i diagnoseafdelingen. Han anvendte 10% gelatine, brugte ferriklorid (0,25%)
i stedet for ferrosulfat og gik over til at bruge mediet ved 22°C af hensyn til
gelatinesmeltningen og anvendte metoden til alle slags bakterier og ikke specielt
til anaerobe. Selv beskrev Martin Kristensen et al. forst denne modifikation
ganske kort i 1935, men Moltke, der skrev disputats om Proteus vulgaris
i diagnoseafdelingen, anvendte metoden med udmerket resultat og angiver i
disputatsen (1927), at Martin Kristensen allerede da brugte den i stor udstraek-
ning ved Salmonella-diagnostik.

I de forskellige medier anvendt til H,S-pavisning siden arhundredskiftet
var det de svovlholdige aminosyrer i det tilsatte pepton, der var basis for den
dannede H,S. Tilley (1923) viste, at forskellige peptoner gav varierende re-
sultater og anbefalede derfor at tilsette thiosulfat for at opnd konstante re-
sultater. Samtidig foreslog Wilson (1923) tilseetning af sulfit. Den forste anbe-
faling har navnlig vaeret fulgt i USA, hvor det meget anvendte medium triple-
sugar iron (TSI) og et moderniseret Kligler’s medium (som indeholder jernsalt
i stedet for det oprindelige blysalt) begge indeholder thiosulfat. Pollock &
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Knox (1943) viste, at man ogsd kunne anvende tetrathionat, hvilket bl.a.
Pichinoty & Bigliardi-Rouvier (1963) har udnyttet. I forbindelse med ind-
forelse af direkte enzymtest forsegte Clarke (1953) og Olitzki (1954) at an-
vende de svovlholdige aminosyrer cystin og cystein direkte som substrat.
Det viste sig, at under disse betingelser dannede si mange forskellige bakte-
rier H,S, at prevens differentierende veerdi praktisk talt gik tabt. Morse &
Weaver (1950) anvendte en serlig slags pepton i en direkte enzymtest og fandt
ogsé, at for mange stammer var positive, men ved en semikvantitering pa grund-
lag af aflesningstidspunkt kunne man opnd resultater, som var i overensstem-
melse med de gaengse prover. Senest har Padron & Dockstader (1972) anbefalet
et medium, der som svovlkilde foruden pepton indeholder sulfit, specielt bereg-
net til pavisning af Salmonella, da det er selektivt og kun giver positive reak-
tioner med Salmonella, Arizona og Edwardsiella.

Sidelgbende med udformning af H,S-praver baseret pa anvendelse af for-
skellige organiske og uorganiske svovlforbindelser har der veret udfert un-
dersogelser, som forspgte at klarleegge de enzymatiske processer, der fandt
sted ved brug af den ene eller den anden svovlkilde. Som det vil fremgi af
naste afsnit, er der ikke opnéet definitive resultater, og man er derfor endnu
ikke ndet til, at man ved brug af en bestemt H,S-prove med sikkerhed kan
angive, hvilke enzymer der er ansvarlige for den positive preve. Da der sikkert
er forskelle, som ogsa ville kunne udnyttes i praktisk diagnostik, er der her et
omréde, hvor yderligere undersogelser — bade biokemiske og bakteriologiske —
er meget onskelige.

2. Biokemisk baggrund

Da der ved dannelsen af H,S ofte bliver talt om reduktionsprocesser, er
det praktisk at have rede pa svoviforbindelsernes iltningstrin. De er anfort
i fglgende skema, hvor svovlforbindelserne er skrevet i jonform:

Svovliets iltningstrin

+6 sulfat: SO, ™~

+4 sulfit: SO3 ™~

+2,5 tetrathionat: S, 04 ™~
+2 thiosulfat: S,0; 7~

0 svovl: Sg
H, S: svovlbrinte
-2 sulfid: S~ FeS: jernsulfid
PbS: blysulfid
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Pavisning af svovlbrinte

Nar der i en kultur dannes sulfid, vil stoffet delvis afgives i luftform som
svovlbrinte (H,S), let erkendeligt ved sin lugt, delvis vil det i jonform reagere
med andre forhandenvzerende joner. Er det fx. metaljoner som Pb* eller Fe™,
vil der dannes tungtopleselige, morkfarvede metalsulfider (PbS eller FeS).
Dissocieringsgraden af H,S er pH-afheengig, og da sur reaktion nedseatter
dissocieringen, hvorved der bliver feerre sulfidjoner til at reagere med metal-
jonerne se@ger man at undgi, at kulturen bliver for sur ved helt at undlade til-
setning af forgerbare kulhydrater eller ved at holde mangden si lav som
muligt. Frigjort svovlbrinte vil ved opsugning i fugtigt filtrerpapir atter dis-
socieres, og de frigjorte sulfidjoner kan si reagere med metaljoner fra den
oplgsning af metalsalt papiret er fugtet med, og der vil derefter i papiret ud-
feldes brune eller sorte metalsulfider. Ved at anbringe en papirstrimmel fugtet
med en metalsaltoplesning oven over substratet i et kulturglas undgér man
naturligvis helt, at bakterierne udsettes for metalsaltenes toksiske virkning.
Derfor er det en fremgangsmade, der er velegnet ved undersogelse af “sarte”
eller darligt voksende bakterier som fx. Brucella. Det er en fejlkilde ved denne
fremgangsméde, at blyacetatpapir reagerer med mercaptan, som kan dannes
i nogle kulturer.

Dannelse af H,S fra organiske svoviforbindelser

Med organiske svoviforbindelser menes i denne sammenhaeng proteiner og
mere specielt peptoner, som indeholder de svovlholdige aminosyrer methionin
og cystein med folgende formler:

H
|
Methionin: CH;-S-CH,-CH,-C-COOH
|
NH,

H
|
Cystein: HS-CH,-C-COOH
|
NH,
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Desuden forekommer cystin, som dannes af 2 molekyler cystein:

H H
| |
Cystin:  HOOC-C-CH,-S-S-CH,~C-COOH
| |
NH, NH,

Efter den tidligste opfattelse (Kallio & Porter 1950) frigores H, S fra cystein
ved hjeelp af enzymet cysteindesulfhydrase efter folgende formel:

H
| cystein
HS-CH,-C-COOH —————— H,S + NH, + CH,COCOOH
[ desulfhydrase
NH,
cystein . pyrodruesyre

Cystin kan omdannes pd samme maéde efter at det er reduceret til cystein.
Efter en senere opfattelse (Flavin 1962; Cavallini et al. 1963) er det muligt,
at H, S-dannelsen sker ved en cyklisk proces ved hjzlp af enzymet cystathio-

nase og med thiocystein som mellemprodukt. Reaktionen er vist i folgende
skema.

cystein thiocystein

CH,SH CH,SSH

I I

CHNH, szNHz

|

COOH COOH CH,

CYSTATHIO-

|
NASE Cco +NH3

SPONTAN
REAKTION COOH
CH,~S—S—CH,
HpS CHNH,  CHNH,

COOH COOH

cystin pyrodruesyre
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Cystathionase er pavist i bakterier, men efter de foreliggende underspgelser
kan man ikke afgore, hvilken rolle enzymet faktisk spiller, eller om der sam-
tidig er andre muligheder.

Gaarslev (Lautrop et al. 1971) antager, at selv om en vis ringe mangde
H,S dannes direkte ved reduktion af cystein pa en eller anden méde, vil en
mere massiv H,S-dannelse altid skyldes, at der forst sker en oxidation af
H, S til uorganiske, oxiderede svovlforbindelser som fx. thiosulfat eller tetra-
thionat, og derefter vil der hos de bakterier, som har de ngdvendige reduktaser,
ske en sekundeer reduktion af de uorganiske svoviforbindelser til H,S. Denne
opfattelse stemmer med, at de fleste bakterier kan danne smi mangder H,S
i direkte enzymtest med cystein (Clarke 1953; Olitzki 1954) og med pévisning
af, at det er forskellige enzymer som er involveret i H, S-dannelse fra organiske
svoviforbindelser og fra fx. thiosulfat (Tarr 1933, 1934), og med den kends-
gerning at H,S under visse betingelser nemt oxideres til thiosulfat (Kaji &
McElroy 1959). Efter denne hypotese har altsi alle bakterier, som er H,;S-
positive i et ferrikloridgelatinestik, reduktase-enzymer som kan danne H,S
af oxiderede, uorganiske svovlforbindelser, og det er specielt tilstedevarelsen
af disse enzymer, som gor dem “H,S-positive” og ikke det ukendte enzym,
som direkte kan danne H, S af cystein, selv om det indgar i den samlede proces.

Dannelse af H,S fra uorganiske svoviforbindelser, dvs. thiosulfat, tetrathionat
og sulfit

H, S-dannelse fra sulfat er ikke medtaget her, da det som tidligere nevnt er
en egenskab, der kun forekommer i en meget specialiseret bakteriegruppe
(Desulfovibrio), der udferer en sikaldt dissimilatorisk sulfatreduktion, dvs.
en energigivende anaerob respiration med sulfat som elektronacceptor. Foruden
den dissimilatoriske sulfatreduktion forekommer en assimilatorisk sulfatre-
duktion, hvorved flertallet af alle bakterier skaffer sig det svovl, som er ned-
vendigt for cellernes opbygning (Cowie et al. 1950, 1951; Bolton et al. 1953).
Enzymatisk er de to reduktionsprocesser forskellige, idet svovlet ved den
dissimilatoriske proces ender som frie sulfidjoner, der sekundeert omdannes
til svovlbrinte og svovl og ved den assimilatoriske proces ender som organisk
bundne SH-grupper i aminosyrer.

De processer, der finder sted i en svovlbrintepreve, ndr man anvender oxi-
derede svoviforbindelser (tetrathionat, thiosulfat, sulfit) som udgangsmate-
riale, bestar ogsd i en reduktion af svovl fra et hojere til et lavere iltningstrin,
men enzymerne er neppe de samme som dem der indgér i en assimilatorisk
sulfatreduktion. Forholdene i en H,S-preve er ufysiologiske, fordi svovk
kilden er til stede i forholdsvis stor m&ngde, og en anden vanskelighed ved
analysen af de enzymatiske processer er de forskellige svoviforbindelsers store
tilbgjelighed til indbyrdes spontan omdannelse.
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Processen ved anvendelse af tetrathionat som udgangsmateriale er omtalt
af Pollock & Knox (1943) og Pichinoty & Bigliardi-Rouvier (1963). Resultater
af en tetrathionatprgve er omtalt af Le Minor (1967) og Le Minor et al. (1970).
De to enzymer, der fungerer, er en “tetrathionatreduktase”, som omdanner
tetrathionat til thiosulfat, og en “thiosulfatreduktase”, som omdanner thio-
sulfat til sulfid. Disse to enzymer induceres kun og fungerer kun i iltfrit miljo.
Da processerne medforer frigerelse af frie brintjoner og derfor en forskydning
af pH til sur side, kan enzymaktiviteten pavises med en syrebaseindikator
(Le Minor 1970).

Processerne ved anvendelse af thiosulfat som udgangsmateriale i en svovl-
brinteprove er omtalt af Artman (1956), Kaji & McElroy (1959) og Pichinoty
(1962).

Anvendelse af sulfit som udgangsmateriale er forst omtalt af Wilson (1923),
senere har Wilson & Blair (1924), Skovgaard (1958, 1964) og Padron & Dock-
stader (1972) brugt H,S-medier suppleret med sulfit. Den biokemiske bag-
grund for omdannelse af sulfit til sulfid i disse prover er ikke kendt. Man
kender fra den assimilatoriske sulfatreduktion en seerlig “sulfitreduktase”,
et af de mest kompliceret byggede enzymer, som bla. er pavist i E. coli
(Mager 1960; Kemp et al. 1963), men dettes funktion er gjensynlig kun at
skaffe sulfidjoner til cysteinsyntesen (White et al. 1973).

3. Valg af metode

Erfaringen viser, at direkte enzymtests med cystein eller cystin som substrat
er si folsomme, at naesten alle bakterier giver en positiv reaktion, og de er
derfor uden praktisk vaerdi til differentiering. Anderledes er det med de meto-
der, hvor sulfit, thiosulfat eller tetrathionat er substrat; de giver en god diffe-
rentiering, ligesom den oprindelige vaekstmetode, hvor pepton samtidig er
neringssubstrat  og svovlkilde. Forklaringen herpa er sandsynligvis — som
tidligere omtalt — at man i begge tilfzlde kun far positive reaktioner med de
bakterier, som har enzymer der kan reducere oxiderede, uorganiske svovl-
forbindelser. Der er gjensynlig forskel pa de resultater, man opnar ved anven-
delse af de forskellige uorganiske svovlforbindelser, og det antyder, at man
med fordel ville kunne anvende metoder, der skelner mellem bakterier, som har
sulfit-, thiosulfat- og tetrathionatreduktaser, men forelpbig mangler man de
ngdvendige sammenlignende undersogelser. Indtil videre mener vi, at man
bor anvende den Kklassiske prove med pepton som eneste svovlkilde. Maske
burde man dog satte thiosulfat til mediet for at undgd variationer som folge
af vekslende peptonkvalitet.



306 Undersegelse af proteinomszetning

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

a) Stik i ferroklorid-pepton-gelatine medium (Kristensen et al. 1935) modifi-
ceret efter Kovacs (1925)

Substrat

Pepton (Bacto) 2,5%
Kodekstrakt (Difco) 0,75%
NaCl 0,5%
Gelatine 12,0%
Fe(Cl,,4H,0 0,05%

pH indstillet til 7,3-7,4.

Aftappet i 6 cm hoj sojle i smalle (155 x 10/11 mm) reagensglas lukket med
paraffineret korkprop.

Udforelse: Fra en renkultur pa et af standardmedierne tages et rigeligt
inoculum p4 en lige platinnél, som fares helt til bunds midt igennem substrat-
sojlen i glasset. Efter tilsaningen skal glasset omhyggeligt lukkes med den paraf-
finerede korkprop, dels for at undgi fordampning af H, S, dels for at forhindre
at fri ilttilgang medferer re-oxidation af svovlbrinte eller det dannede jern-
sulfid. Inkubering sker ved 22°C, som ikke er optimalt for H, S-dannelsen
(her ville ca. 30-34°C vere bedst), men nedvendigt af hensyn til gelatinens
varmesmeltning.

Aflesningen foretages dagligt i indtil 4 dage. En positiv reaktion viser sig
som en sortfarvning af substratet langs stikkanalen; som regel mest intens
i bunden af glasset og ofte manglende svarende til de gverste mm af substrat-
sejlen. Sortfarvningens intensitet varierer fra heit kulsort til en svag gra farve,
som ses tydeligst, hvis man holder glasset op mod et stykke hvidt papir.

Fortolkning: Som et positivt preveudfald registreres bade kulsorte og gra
farver langs stikkanalen. De kulsorte kan registreres som staerkt positive (+++);
dem ser man med Proteus vulgaris og P. mirabilis, Salmonella og Citrobacter
freundii; dog skal man huske at S. fyphi giver en svagere positiv reaktion end
de andre Salmonella. De gra kan registreres som svagt positive (+); det vil
ofte vise sig at veere Proteus morganii, Hafnia alvei eller Citrobacter koseri.
Men i mange substratportioner optreeder de svagt positive (gré) som helt nega-
tive.

En mere eller mindre udtalt brunfarvning i substratsgjlens gverste 4-5 mm
er ikke ualmindelig; denne ®ndring skyldes ikke svovlbrintedannelse og regi-
streres som negativt udfald.
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Hvis der er tale om en sterkt gelatinesmeltende bakterie som fx. Proteus
eller Aeromonas, kan en samtidig positiv H, S-reaktion vare vanskeligere at
konstatere, fordi det dannede ferrosulfid ikke vil vere koncentreret omkring
stikkanalen, men vil vere jevnt fordelt i hele den smeltede substratsejle, som
antager en diffus gralig farve. Ved sammenligning med et tilsdet H, S-negativt
glas, som man smelter under varmtvandshanen, kan man lettere afgore, om
farven er &ndret.

Forskellige portioner af H,S-mediet kan vise variationer i graden af svart-
ning. Normalt afproves en ny substratportion, for den sendes i laboratorierne,
men Kkonstaterer man, at en forventet staerkt positiv reaktion er svagere end
sedvanligt, er der grund til at kontakte substratafdelingen.

b) Halvflydende blyacetatmedium med ascites til anaerobe bakterier
Substrat

Ascites 30%
Blyacetat 0,1%
Agar 0,28%

Filtreret bouillon

Aftappet i ca. 8 cm heje sgjler (10 ml) i alm. reagensglas (155 x 14/15mm) til-
proppet med paraffineret vatprop.
Udforelse: Tilsas fra standardmedier med rigeligt inoculum ved stik til
bunden af glasset. Inkuberes ved 35°C under aerobe eller anacrobe forhold.
Afleesning: Afleses dagligt indtil 7 dage. Ethvert tegn pa gra eller sort farve
i mediet tages som udtryk for en positiv reaktion.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ud over de szdvanlige sikkerhedsforanstaltninger ved omgang med patogene
bakterier kraves intet sarligt. Dog er det veerd at huske at indénding af sterre
mengder H, S er farligt.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Af det foregdende kan man se, at spergsmélet om hvorvidt en bakterie karak-
teriseres som H,S-positiv eller H,S-negativ for en stor del er et sporgsmél
om, hvilken metode der er anvendt. Da karakteristikkerne i Bergey’s Manual
ofte intet oplyser om de anvendte metoder, vil en fuldsteendig kompilation
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af resultaterne angiende evne til H,S-produktion vaere af begrenset veerdi.
Vi har valgt stort set kun at anfere de resultater fra Bergey’s Manual, som er
i overensstemmelse med egne erfaringer baseret pd de to her beskrevne meto-
der, som i mange ar har veeret anvendt i diagnoseafdelingen.

Pseudomonas putrefaciens (som egentlig ikke er en Pseudomonas og nylig
er overfort til slegten Alteromonas) er steerkt positiv.

Xanthomonas: flere species.

Brucella: med vore metoder negativ, men med mere folsomme metoder er
nogle biotyper positive, andre negative, og dette bruges i biotypeind-
delingen.

Edwardsiella tarda: alle stammer.

Citrobacter: C. freundii, alle stammer sterkt positive; C. koseri, alle stammer
svagt positive.

Salmonella: de fleste serotyper sterkt positive dog er S. paratyphi A altid
negativ. I serotyperne S. typhi, S. paratyphi B og S. cholerae suis fore-
kommer nogle negative stammer; i enkelte sj@ldnere serotyper er alle
stammer negative.

Proteus: P. vulgaris og P. mirabilis steerkt positive; P. morganii svagt positiv.

Aeromonas: de fleste subspecies.

Fusobacterium: de fleste stammer.

Veillonella: alle species.

Peptococcus: alle species.

Peptostreptococcus: 1 species.

Clostridium: ca. } af alle species og nogle stammer i andre species.

7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomréader

Reproducerbarheden i en forud kontrolleret portion af diagnoseafdelingens
standardmedium ma4 anses for at vere god.

Kun i familien Enterobacteriaceae og i genus Clostridium er fordelingen
mellem H,S-positive og H,S-negative taxa siledes, at proven bliver af stor
differentialdiagnostisk verdi. Begge disse grupper indeholder ogsa sulfitreduk-
tase-positive stammer.

Ser man bort fra Edwardsiella, som vi hidtil ikke er stodt p4, og de H,S-
positive Proteus-arter, som er lette at diagnosticere, er blandt tarmbakterierne
Salmonella (inklusive Arizona) og Citrobacter freundii de H, S-positive, og
p4a denne reaktion kan der i almindelighed leegges stor vaegt, selv om nogle
enkelte Salmonella serotyper og stammer er H,S-negative. Indtil for fa ar
siden regnedes E. coli for undtagelsesfrit at veere H, S-negativ, men stammer,
der er blevet H, S-positive pa grund af et overforbart plasmid, treeffes nu med
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en hyppighed pa 1-2 %/, blandt E. coli isolater (Lautrop et al. 1971).

I fecesdiagnostik udnytter man Salmonella typernes evne til H, S-dannelse,
idet man ved at inkludere thiosulfat og ferricitrat i pladerne opnar, at alle
H,S-positive bakterier danner kolonier med et sort centrum pd grund af
udfzldet jernsulfid; herved lettes pladeaflesningen overordentlig meget.
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Kapitel 35

Ureaseprover

Med ureaseprover pavises tilstedeveerelse af enzymet urease, som spalter urin-
stof til ammoniak og kuldioxyd.

1. Historisk indledning

Pasteur’s klassiske geringsundersogelser omfattede ogsd den fra gammel tid
kendte urinstofgeering. I 1862 sa han mikroorganismer i ammoniakalsk dekom-
poneret urin, og i 1864 dyrkede hans elev van Tieghem fra en sddan urin en
bakterie, som han videreforte i kulturer i steril urin. Bakterien fremkaldte
dekomposition med ammoniakdannelse bade af urin og af kunstigt fremstil-
lede urinstofoplesninger. :

I 1872 beskrev Ferdinand Cohn en urinstofspaltende Micrococcus ureae
(muligvis Staphylococcus saprophyticus efter nugeldende nomenklatur),
og andre urinstofspaltere blev beskrevet af von Jaksch (1881) og af Leube
& Graser (1885). Indgaende underspgelser over bakteriel urinstofspaltning
foretog Miquel (1898) og Beijjerinck (1901). Hvorndr man mere maélbevidst
begyndte at anvende urinstofspaltende evne til karakteristik af forskellige
bakterier stir ikke klart, men Brodmeier (1895) bekraeftede en tidligere frem-
sat pastand om, at Proreus herte til urinstofspalterne, og Thorkild Rovsing
viste i sin disputats om blaerebetendelse (1889), at de fleste fra urinen isole-
rede bakterier i hans materiale spaltede urinstof. I et senere arbejde (1897)
udtalte Rovsing: > — jeg tror at Manglen pd urinstofdecomponerende Evne
er en ligesd constant Karakter for B. coli som dens Mangel pa Evne til at farves
efter den Gramske Methode”. Her er det i hvert fald tydeligt, at evnen til
urinstofspaltning erkendes som en diagnostisk veerdifuld egenskab.

Fra omkring arhundredskiftet og indtil 1940’erne blev undersegelsen for
urease iser foretaget som led i identifikationen af Proteus. Man anvendte
steril urin med neutral pH eller en urinstofoplesning og konstaterede omslag
til basisk reaktion ved hjelp af en indikator, som et eksempel kan navnes
Moltkes disputats (1927) fra diagnoseafdelingen om Proteus vulgaris.
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I 1941 kritiserede White & Hill med rette den hidtil anvendte fremgangs-
made ved at fremheeve, at reaktionsomslaget kunne skyldes andre basiske
stoffer end ammoniak, og at ammoniakdannelsen kunne stamme fra andre
stoffer end urinstof. De udarbejdede en mere fejifri metode, som dog var
ret besverlig, men kunne med denne metode vise, at en del andre bakterier
end Proteus dannede urease, selv om der i kvantitativ henseende var stor
variation.

Samme ar angav Rustigian & Stuart (1941) en ny metode, som ved til-
seetning af gerekstrakt skulle sikre, at der altid var rimelige vekstbetingelser
for de underspgte stammer. Mangden af geerekstrakt — 0,01% — var dog si
lille, at man kan vere i tvivl om, at det tilsigtede resultat blev opniet. De
indferte ogsd kontrolunderspgelser i urinstoffri substrater, som skulle sikre
mod de af White & Hill paviste fejlkilder. Mens deres undersogelser stadig
iseer stilede mod en sikker identifikation af Proteus, anvendte Ferguson & Hook
(1943) metoden til at vise, at Salmonella—stammer var urease-negative, og anbe-
falede derfor ureasepreven til differentiering mellem Proteus og Salmonella
i diagnostik af tarmpatogene bakterier.

I et senere arbejde af Stuart et al. (1945) blev de narmere betingelser for
at bruge ureaseprgven som en palidelig Proteus-test fastlagt, og herunder
kom forfatterne ind p4, at man ved at reducere mangden af stedpude i me-
diet dels kunne opna et hurtigere resultat med Proteus, dels kunne udnytte
svagere (senere) reaktioner ved diagnostik af andre arter af Enterobacteria-
ceae. Da det er tvivlsomt, hvor meget bakterierne vokser i det anvendte me-
dium, og da forfatterne anbefalede brug af stort inoculum (3 “loops” til
1,5 ml substrat), ma preven opfattes som en hurtig, direkte enzymtest baseret
pé preformeret enzym, selv om den ikke blev betegnet som sidan. I modifi-
ceret form med udeladelse af gerekstrakttilsetning blev proven indfert som
en direkte enzymtest i diagnoseafdelingen i slutningen af 40’erne, hvor den
siden — fejlagtigt — har géet under betegnelsen modificeret Ferguson & Hook’s
ureaseprove.

Blake Christensen (1946) mente, at man burde udfpre en ureaseprove
under betingelser, hvor bakterierne i deres vakst ikke var afhzngige af am-
moniak fra urinstofspaltningen som kvzlstofkilde, og komponerede derfor
et fast medium (skrdagar) baseret pa et lavt peptonindhold (0,1%). Dermed
forpges muligheden for falsk positive reaktioner (White & Hill 1941), men det
mente han at kunne modarbejde ved at inkludere 0,1% glukose, som under
vaeksten omdannes til syre. Kontrolforsog med en reekke Enterobacteria-
ceae-stammer syntes at vise, at falsk positive reaktioner ikke forekom, og at
den hastighed hvormed den alkaliske reaktion forplantede sig til skraglassets
klump kunne bruges til at graduere reaktionsstyrken. Christensen anbefalede
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sit medium til “’screening” ved rutineundersogelse af faecesprover. Mediet har
siden fundet stor anvendelse i diagnostikken af Enterobacteriaceae, iser i
USA. Mens man formodentlig kan stole pa resultatet, nar det drejer sig om
undersogelse af glukoseforgzrende bakterier, er det mere end tvivlsomt, om
det samme galder for ikke-forgeerende bakterier.

Af nyere arbejder om ureaseprgven foreligger et af Ederer et al. (1971),
som anbefaler en hurtigprove til samtidig undersogelse for urease og fenyl-
alanindeaminase; et af Vuye & Pijck (1973) hvor forskellige ureaseprover sam-
menlignes, og den bedst egnede til bestemte formal udpeges; og et af Murphy
& Hawkins (1975) som behandler ureaseprover ved identifikationen af myco-
bakterier. Ingen af dem indeholder afgprende fornyelser.

2. Biokemisk baggrund

Det neutralt reagerende urinstof hydrolyseres af enzymet urease til ammoniak
og kuldioxyd. I vandig oplesning dannes derfor ammoniumhydroxyd og
kulsyre, der reagerer sammen og danner oplgseligt ammoniumcarbonat.
Skematisk er processen vist i felgende skema:

(NH,),CO + 2H,0 - CO, + 2NH; + H,0 — (NH,;),CO;3

urinstof ammonijumecarbonat

Reaktionen medforer en forskydning i pH fra neutral til basisk, og i klinisk
bakteriologi er en pavisning af pH forskydningen ved hjzlp af en indikator
den almindeligst anvendte metode til at pavise urease-aktivitet. Som naevnt
i den historiske indledning er det under visse forsegsbetingelser ngdvendigt
ved kontrolforseg at sikre sig, at pH forskydningen ikke skyldes andre pro-
cesser (White & Hill 1941).

Urease er meget udbredt i planteverdenen, men sjeldent hos dyr. Det er
ogsd hyppigt blandt bakterier; Seneca et al. (1962) har heevdet, at det fore-
kom i alle bakterier, men Jeffries (1964) viste, at det ikke var rigtigt.

Urease var det forste enzym, som blev isoleret i fuldsteendig ren form.
Summer (1926) fremstillede det af bpnner og kunne af en renset oplesning
udkrystallisere det aktive stof, som viste sig at vare et protein. Siden da har
man erkendt, at alle enzymer er proteiner. Molekylvagten er ca. 480.000.
Virkningen er strengt specifik, ingen andre stoffer end urinstof spaltes. En-
zymet er konstitutivt, og pavisningen af en sékaldt adaptiv urease i Pseudomonas
aeruginosa skyldes vist en fortolkningsfejl (DeTurk 1955). Enzymdannelsen
er sterkt pH afhaengig: ved faldende pH stiger ureaseproduktionen, ved sti-
gende pH falder den. Det betyder, at enzymproduktionen stimuleres i sub-
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strater indeholdende glukose og andre forgzrbare kulhydrater, forudsat at
bakterien danner syre af kulhydraterne (Ishikawa 1928; Richard 1975). I
peptonholdige medier, hvor der frigores ammoniak, sker der omvendt en
undertrykkelse af ureasedannelsen. Enzymets aktivitet er til gengald ret
uafheengigt af pH; man udferer som regel proverne ved en pH mellem 7,0
og 7,5. Enzymet grupperes blandt hydrolaserne, da substratspaltningen sker
under vandoptagelse.

Enzymet findes kun intracellulzert, og da cellemembranen er en delvis
barriere for urinstofs indtreengen i cellen, kan aktiviteten i en bakteriesus-
pension forgges ved forudgiende behandhng med toluen, som forgger mem-
branpermeabiliteten.

3. Valg af metode

Man har mulighed for at vaelge en prove og en aflaesningstid, som medforer,
at kun de kraftigste ureasedannende bakterier som fx. Proteus vil blive re-
gistreret som positive, men man kan ogsi valge en mere folsom prove, hvor
desuden alle svagt ureasedannende bakterier vil give positiv reaktion, og ved
en semikvantitering af resultaterne udnytte dem efter den forhandenvaerende
viden om de sterke, moderate og svage reaktioners differentierende veerdi i
forskellige diagnostiske situationer. Den forste mulighed svarer til den ldre
brug af ureaseproven vasentligst som en ’Proteus-prove”, men der er idag
ingen grund til ikke at vaelge den mest felsomme prave, selv om man ved, at
de svage reaktioner oftest er uden verdi i praksis. Men naturligvis forudssetter
det, at man ret strengt holder sig til de givne regler for semikvantitering af
resultaterne.

I diagnoseafdelingen anvendte man tidligere til ureaseproven et flydende
vekstmedium med samme sammens®tning som Christensens . urinstofagar
(1946) og et kontrolglas uden urinstoftilsetning. Sidst i 1940’erne indforte
Martin Kristensen en direkte enzymtest baseret pa Stuart et al.’s (1945) sa-
kaldte “rapid test” med sma modifikationer, derunder et kontrolglas med
substrat uden tilsat urinstof. Denne direkte enzymtest for ureasepavisning
beskrives i det folgende. Hvis man fx. til Enterobacteriaceae skulle foretrekke
et veekstmedium, vil vi anbefale at bruge Christensens urinstofagar, men frem-
have at prgven kun er egnet til kulhydratforgerende bakterier.
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4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Direkte enzymtest anvendt i diagnoseafdelingen
a) Urinstofoplosning (i substratafdelingens opskrifter betegnet som urea til
ureaseprove)

Urinstof 1,0%

Primart kaliumfosfat (KH,PO,) 0,1%

Sekundert kaliumfosfat (K, HPO,4) 0,1%

NaCl 0,5%

Fenolrgdt (1:500) v 5 ml/liter

pH indstillet til 7,0

Ca. 0,5 ml aftappet i Widalglas (70 x 10/11 mm) som er market urea+

b) Kontroloplasning
Som a) uden urinstof, glasset maerket urea-

Udforelse

Som inoculum anvendes celler fra en dogngammel renkultur pd en bouillon-
agarplade eller en anden. standardplade. Indholdet af to middelstore gskner
— maximalt fyldt med kultur — overfores til Widalglasset og fordeles jevnt
ved forsigtig rotation af platingskenen i vasken. P4 samme made laves en sus-
pension i kontrolglasset, og man sikrer sig ved sammenligning, at farven er
ens i de to glas. For glassene anbringes i 35°C termostat, settes gummipropper
pa, dels for at undgd fordampning og optagelse af ammoniakdampe fra termo-
statluften, dels for at nedsatte risikoen, hvis et stativ tabes eller veelter. Hen-
stand ved 35°C anvendes som standardmetode, men henstand ved stuetempe-
ratur giver praktisk talt samme resultat.

Afloesning og fortolkning
Ved pH 7,0 er fenolredt svagt gulligbrunlig, mens det ved pH over 8,5 viser
en klar rosared farve. Ved aflesningen sammenlignes farven i de to glas, og
hvis den er mere rod i urinstofoplesningen end i kontroloplesningen, betegnes
proven som positiv.

Aflesning skal ske 15 minutter, 2 timer og ca. 20 timer efter suspende-
ringen. Rod farve efter 15 minutter betegnes som steerkt (++++) positiv, efter
2 timer som middelsteerk (++) positiv og efter ca. 20 timer som svagt (+)
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positiv. Er der ingen rad farve i urinstofglasset efter 20 timer, betegnes proven
som negativ.

Hvis kontrolglasset er lige sa rodt som urinstofglasset, er proven uafleselig;
som regel skyldes dette resultat, at kulturen i sig selv har vaeret steerkt alkalisk,
hvilket angiver, at betingelserne for produktion af en evt. tilstedevaerende
urease har varet ugunstige,

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Arbejdet med at fremstille tatte suspensioner af bakterier i sma, snaevre glas
rummer risiko bade for aerosoldannelse og for at efterlade bakterier pa kanten
af glasset. Kraftig afsluttende flambering af glassets kant skal altid udferes.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Genet, der koder for urease~enzymet, findes som regel placeret pa kromo-
somet, men i de senere ar er der i sjeldne tilfelde fundet ekstrakromosomale
DNA elementer (plasmider), som kan fore til ureasedannelse. Da saddanne
ekstrakromosomale elementer kan overfores mellem mange mere eller min-
dre beslegtede bakterier, vil man i sjzldne tilfaelde treffe stammer horende
til en urease-negativ taxon, som overraskende viser sig at danne urease, fordi
den beerer et sidant overfert plasmid. Der er fx. fundet enkelte urease-posi-
tive stammer af E. coli og Streptococcus faecium (Cook 1976; Reanney 1976).

a) Taxa med stammer der som regel giver steerk (+++) positiv reaktion
Proteus: alle species undtagen P. inconstans, som kun sjeldent er positiv
Yersinia: alle species undtagen Y. pestis
Actinobacillus: alle species undtagen A. actinomycetemcomitans
Pasteurella: P. ureae og P. pneumotropica
Bordetella undtagen Bord. pertussis
Sporosarcina ureae
FEubacterium ureoly ticum

b) Taxa med stammer der som regel giver middelstoerk (++) eller svagt (+)
positiv reaktion
Klebsiella: de fleste stammer
Enterobacter: nogle stammer
Haemophilus: de fleste biotyper af H. influenzae og H. paramﬂuenzae
samt H. pleuropneumoniae
Brucella: nogle stammer
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Moraxella phenylpyruvica: de fleste stammer
Acinetobacter: nogle stammer
Streptococcus salivarius: de fleste stammer
Bacillus: nogle stammer i flere species
Clostridium: en enkelt species: Cl. sordelli
Corynebacterium: en del species

Norcardia: mange species

Bacterionema: ca. halvdelen af stammerne
Mycobacterium: mange species

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

De kraftige ureasereaktioner (+++ reaktioner) er nyttige ved differentiering
mellem arterne inden for slaegterne Proteus (inklusive Providencia), Yersinia,
Actinobacillus, Pasteurella og Bordetella.

De moderat kraftige reaktioner (++) kan bruges som et positivt bidrag
til diagnosen af stammer inden for de arter, hvor de vides at forekomme, men
de er sjzldent si konstant til stede i en given art, at manglende forekomst
af urease kan tillaegges afgerende betydning.

De svage reaktioner (+) har i gjeblikket som regel ingen praktisk diagnostisk
verdi, men ber udnyttes ved systematisk undersogelse for at skaffe et erfa-
ringsmateriale med henblik pa evt. fremtidig udnyttelse.
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Kapitel 36

Lipase- og fosfolipasepraver

Prover der péviser bakteriers evne til at spalte naturligt forekommende fedt-
stoffer og bestemte syntetiske stoffer indeholdende esterbindinger.

1. Historisk indledning

Interessen for fedtspaltende enzymer hos bakterier udsprang dels af ansket om
at fa kendskab til de processer, der foregar ved de naturlige fedtstoffers fysio-
logiske nedbrydning i tarmkanalen, og ved deres dekomposition under opbe-
varing — et praktisk problem med ekonomiske konsekvenser — dels af behovet
for metoder til at karakterisere de mange nye bakterier, som blev opdaget i
1880’erne og 90’eme.

A. Lipaser

Det forste arbejde, der omtaler bakterier og fedtspaltning, ‘er sandsynligvis
Escherich’s monografi ’Die Darmbakterien des Sduglings und ihre Beziehungen
zur Physiologie der Verdauung” fra 1886, som iser beskriver Bacterium coli
commune, nu Escherichia coli. Escherich var som bornelege interesseret
i spedberns ernzring og foretog nogle fa kvantitative undersogelser af rest-
mangden af kasein, sukker og fedt i komazlk 14 dage efter at malken var
blevet inokuleret med forskellige tarmbakterier. Tallene antydede en fedt-
spaltning, men var for f4 til, at man kunne laegge veegt pa resultaterne.

Den forste bredere undersegelse af et udvalg af kendte bakterier for deres
evne til at spalte fedtstoffer skyldes von Sommaruga fra Wien (1894). Han
dyrkede bakterierne i skraglas med kod-pepton tilsat gelatine eller agar,
hvori fedtstoffet — renset olivenolie eller oksefedt — var emulgeret. Frigjorte
fede syrer — pévist ved titrering — blev taget som udtryk for fedtspaltning.

Emulgering af fedtstoffer i naeringsmediet vedblev i mange ar at vere den
mest anvendte fremgangsmade ved undersogelse for lipaser, og er det tildels
stadig. I tidens Iob er forspgt mange variationer, bade med hensyn til fedt-
stoffets art og den anvendte emulgeringsprocedure, men hovedproblemet har
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dog veeret at finde en egnet made til at markere, at spaltning har fundet sted.
Inden der fortsettes med dette problem skal forst omtales enkelte forseg
pa at komme helt uden om emulgeringen. Eijkman (1901) smeltede fast fedt-
stof (oksetalg) og hzldte det i bunden af en petriskal, hvor det stivnede, og
ovenpid hzldte han neringsmediet med bakterierne tilblandet. Spaltning
kunne pavises ved @ndringer i fedtlagets udseende og konsistens. Denne me-
tode har ogsi senere vzret anvendt, iser i Holland, men afleesningen synes
at vaere vanskelig. Bulder (1955), der ogsa er fra Holland, gik en anden vej
for at undgid emulgeringen. Med en spray daekkede han neeringssubstratets
overflade med et ganske tyndt lag af olivenoliedriber umiddelbart efter tilsa-
ningen. Aflesningen foregik under mikroskopet, og en fedtspaltning viste sig
ved at de gennemsigtige, regelmeessigt runde fedtdriber blev uigennemsigtige,
granulerede og uregelmeessige i formen. Ved direkte sammenligning med
Eijkman’s metode fandt Bulder, at begge metoder forte til nasten samme
resultat, men at hans egen var den hurtigste.

Som anfert brugte von Sommaruga en titrering af frigiort syremengde for
at konstatere fedtstoffernes spaltning, og det har ogsé andre forsagt (fx. Sayer
" et al. 1908), men metoden er ikke tilfredsstillende, da de fede syrer som
syrer betragtet er for svage (Turner 1929).

Szrlige metoder til at markere, at spaltning havde fundet sted, blev ind-
fort i bakteriologien omkring 1930. Turner (1927, 1929) var den forste, der
brugte tilseetning af nilblat. Dette farvestof var allerede i 1908 af Smith blevet
brugt som histokemisk farvestof pa grund af dets evne til at farve neutralfedt
redt og fede syrer blat., Boeminghaus (1920) viste ganske vist, at dette ikke
gelder generelt, da det tilsyneladende kun var oleinsyre og maske andre umat-
tede fedtsyrer, der reagerede pd denne made, men da de fleste naturlige fedt-
stoffer indeholder oleinsyre som bestanddel, beted det ikke stort for meto-
dens anvendelighed. Turner angav, at fedtspaltende kolonier var tydeligt
markeret ved at vaere omgivet af en dybbla zone, og metoden har siden vaeret
meget benyttet. Han anferte som en ulempe, at stoffet i den anvendte kon-
centration virkede vaksthemmende pa nogle grampositive bakterier, men
Knaysi (1941) gjorde opmerksom p4, at dette kunne undgés ved at anvende
den frie base istedet for et salt, idet basen kun er opleselig i fedtstof, men ikke
i vandfasen, hvor bakterierne findes.

I 1933 foreslog Berry at pavise fedtspaltning ved at flyde en pladekultur
med en mettet oplosning af kobbersulfat. Stoffet havde veret anvendt af
Carnot & Mauban (1918) til pavisning af fedtsaber i en undersogelse af tarmka-
nalens fedtspaltende enzymer fra bugspytkirtlen. Enkeltkolonier eller strog,
som havde spaltet fedtet, var omgivet af tydelige, blagrenne zoner af kobber-
salte. Metoden blev siden anvendt af bl.a. Abd-El-Malek & Gibson (1948)
og Willis (1960).
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Ved brug af en rakke rene triglycerider som substrat opdagede Turner
(1929), at spaltningen kunne pévises ved, at der fremkom opklaringer om-
kring lipolytiske kolonier i det turbide medium. Det m4 antages, at opklarin-
gerne skyldtes de enkelte fede syrers storre eller mindre opleselighed i mediet,
da opklaringernes storrelse varierede med keadeleengden af de fede syrer.
Specielt med tributyrin konstaterede han en tendens til heemning af vaksten.
Anderson (1934) har dog senere anbefalet netop en agarplade med tributyrin,
som han ganske vist kalder steerkt selektiv. Oterholm & Ordal (1966) omgik
hamningen ved at udforme en direkte enzymtest. Ogsa Collins & Hammer
(1934a, b) anvendte triglycerider og satte nilblat til substraterne, men kon-
staterede, at opklaringerne i nogle tilfeelde var en bedre indikator end farve-
stoffet. _

Som et sidste fenomen, der afslgrer tilstedevarelsen af afspaltede fede
syrer, kan nzvnes det szrlige perlemorsagtige, iriserende lag af kalkssber,
som ved anvendelse af ®ggeblommesubstrater daekker kolonierne og evt. en
mindre zone udenfor (se senere).

Ved de hidtil omtalte metoder har enzymsubstratet enten veret naturligt
foreckommende fedstoffer eller syntetiske triglycerider. Senere har man ogsa
brugt syntetisk fremstillede estere med fede syrer, hvor glycerol er erstattet
af andre molekyler, fx. a-naftol og f-nitrofenol eller polyoxyetylensorbitol.
Det kommercielle navn for sidstnevnte gruppe af forbindelser er “Tween”
plus et nummer, som angiver hvilke fede syrer, der er anvendt (se side 328).
Tween-substraterne blev forst anvendt i histologien til at lokalisere esterase—
aktivitet i veevene (Gomori 1945), men senere ogsid i bakteriologien for at
pavise “lipolyse” (Marks 1952; Sierra 1957). Strengt taget er betegnelsen
“lipolyse” misvisende, for Tween-substraterne er ikke fedtstoffer, men estere,
og det man péviser er altsi egentlig esterase-aktivitet. Sierra viste imidlertid,
at en rekke clostridie-arter havde forskellig aktivitet over for fire forskellige
Tween-substrater, og det ma betyde, at enzymspecificiteten ikke alene er
knyttet til esterbindingen som sddan, men ogsd afhanger af den fede syre,
der indgir i bindingen. Tween-substraterne kan altsi, selv om de ikke i ke-
misk forstand er fedtstoffer, bruges til pavisning af og differentiering mellem
forskellige bakterielle lipaser.

Tween-substraternes store fordel er deres vandopleselighed. Pladesubstrater
med tilsat Tween er derfor klare og gennemsigtige, og fraspaltningen af fede
syrer markeres ved fremkomsten af en uigennemsigtig halo omkring aktive
kolonier pd grund af udfeldede kalksaeber. De har pa Seruminstituttet og
andre steder sarlig vaeret anvendt ved underspgelse af stafylokokker og pseu-
domonader (se fx. Jessen et al. 1959 og Jessen 1965).
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B. Fosfolipaser

En szrlig slags fedtspaltende enzymer er fosfolipaser og sphingomyelinaser.
De angriber ikke de hidtil nzevnte fedtstoffer og estere, men to serlige grupper
af fedtstoffer: fosfoglycerider og sphingolipider.

Fosfolipase blev opdaget, da tyskeren Seiffert og australieren Nagler i 1939
uafhengigt af hinanden viste, at nar man satte Cl. perfringens—toksin til
visse humane sera, fremkom der en kraftig opacitet. Nagler viste, at efter cen-
trifugering af et sidant glas samlede der sig foroven et fedtholdigt lag, og han
viste desuden, at reaktionen udeblev, hvis man tilsatte specifikt antitoksin.
R.G. Macfarlane et al. (1941) og M.G. Macfarlane & Knight (1941) viste der-
efter, at det var a-toksinet fra Cl perfrigens, som udleste reaktionen, at man
fik samme reaktion med en sggeblommepraeparation som med serum, og at
a-toksinet spaltede lecithin i eggeblommen til fosfokolin og en diglycerid.
Da denne lecithinasespaltning afveg fra tidligere kendte spaltninger fremkaldt
af lecithinase A og B, kaldte de enzymet lecithinase C, der altsd er identisk
med Cl. perfrigens o—toksin. \

Hayward (1941, 1943) indsa straks muligheden for at udnytte disse resul-
tater til en hurtig identifikationspreve for CI. perfringens. Forst foreslog hun
at anvende et flydende vaekstmedium tilsat 10-20% humant serum, men gik
senere over til at anbefale et plademedium, hvor Nagler-reaktionen, som den
kaldes, fremtradte som store uigennemsigtige zoner omkring kolonier af CI.
perfringens. McClung & Toabe (1947) anvendte @ggeblommeemulsion i pla-
derne i stedet for serum. For at forgge provens specificitet foreslog Hayward
at flyde den ene pladehalvdel med specifikt antiserum for tilsdningen, s& heem-
ning af udfeldningerne pa denne pladehalvdel virker som en kontrol for den
anden halvdel. Denne sakaldte Nagler-plade anvendes nu overalt ved pavis-
ning af CI. perfringens.

Senere undersegelser (oversigt hos Avigad 1977) har vist, at fosfolipase
C ogsa produceres af visse andre clostridie-arter og af nogle stammer af fol-
gende slaegter: Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Listeria, Staphylococcus
og Proteus. En speciel sphingomyelinase C er pavist hos Staphylococcus aureus;
enzymet er identisk med bakteriens f-hsemolysin (Avigad 1977).

Willis (1960) og Willis & Gowland (1960) analyserede narmere reaktionerne
pa Nagler-plader og kom til det resultat, at foruden de store precipitater,
der danner halo omkring kolonierne og som skyldes fosfolipase C, kan man
finde mere begrensede pracipitater, der sjzeldent nar uden for kolonien, men
som til gengeld ofte er ledsaget af et perlemorsagtigt iriserende lag hen over
kolonierne og evt. lidt ud p& substratet. De konkluderede, at disse begren-
sede pracipitater skyldes almindelige lipaser, bl.a. fordi de farves af kobber-
sulfat. Den af Gillespie & Alder (1952) paviste “egg-yolk-reaction” hos visse
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stafylokokker er af denne type og skyldes altsd en esterase. Jessen et al. (1959)
fandt, at positive reaktioner i egg-yolk testen og Tween 80 testen stort set
fremkaldtes af de samme stammer, men Alder et al. (1972) er senere kommet
til det resultat, at der er forskel mellem de to reaktioner, og formoder, at det
skyldes at to forskellige enzymer er involveret.

Af nyere metoder til pavisning af lipase kan nazvnes Oterholm & Ordal’s
(1966). Det er en prove baseret pa praeformeret enzym i taette suspensioner,
som anbringes i huller i en tributyrin-agarplade, og hvor de positive reaktioner
viser sig som en opklaring i agaren omkring hullet. De anser metoden for at
vare mere folsom end alle tidligere.

Chrisope et al. (1976) og Fox et al. (1976) har til pavisning af fosfolipaser
angivet en lecithin-agarplade, som de anser for at have flere fordele end den
klassiske Nagler-plade. Det anvendte lecithin er et kommercielt produkt
fremstillet af sojabenner.

Der findes fra de sidste 10 &r en righoldig biokemisk litteratur om fosfo-
lipaser, hvilket bl.a. skyldes disse ars intensive beskzftigelse med cellemem-
braner, fordi hejtrensede enzymer er nedvendige redskaber ved disse under-
sogelser. En referenceliste med 844 numre findes i Avigad’s oversigtsartikel
om mikrobielle fosfolipaser fra 1977.

2. Biokemisk baggrund

A. Lipaser

Det naturlige substrat for disse enzymer er dyriske fedtstoffer og plantefedt-
stoffer. I laboratoriet bruges desuden syntetiske forbindelser som triglycerid-
estere og Tween-substrater. Den falles egenskab ved de naturlige og syn-
tetiske substrater er en esterbinding mellem en alkohol og fede syrer, og en-
zymerne kan under eet betegnes som hydrolytiske esteraser, da deres virkning
er en spaltning af esterbindingen under vandoptagelse, men da der findes mange
andre esteraser, er det praktisk at bruge betegnelsen lipaser.

I .de naturlige fedtstoffer og de syntetiske triglycerider er de fede syrer
bundet til den trivalente alkohol glycerol. I de syntetiske triglycerider, fx.
tributyrin og triolein, der ogsi kaldes simple triglycerider, er der til alle tre
alkoholgrupper i glycerol bundet samme fede syre. I sikaldte blandede tri-
glycerider er der to eller tre forskellige fede syrer bundet til hvert glycerol-
molekyle. Naturlige fedtstoffer bestar af blandinger af blandede triglycerider,
hvortil kommer sma mangder af mange andre stoffer som tilblandinger. De
fede syrer, der indgar i blandede triglycerider, har som regel en k®deleengde
pd 10-18 kulstofatomer og er uforgrenede. Der er bade mattede og umat-
tede fede syrer, hyppigst stearin- og palmitinsyre.
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Simple triglycerider fremstilles syntetisk med bade de lavere og hejere led
i rekken af fede syrer. Tributyrin, som er et meget anvendt substrat, er det
lettest spaltelige af triglyceriderne; da den fraspaltede fede syre, smersyre,
er oploselig i vand, markerer en spaltning sig ved opklaring i det turbide me-
dium. Man md regne med, at det i hejere koncentrationer kan vaere toksisk,
og at spontan spaltning synes at forekomme.

Til fremstilling af Tween-substrater anvendes alkoholen polyoxyetylen-
sorbitol, som kobles til forskellige af de hejere fede syrer; Tween 80 er sile-
des polyoxyetylen-sorbitan-monooleat, Tween 85 den tilsvarende trioleat.
Til Tween 20 anvendes laurinsyre, til Tween 40 palmitinsyre og til Tween 60
stearinsyre.

En karakteristisk egenskab ved alle disse stoffer, undtagen Tween-substra-
terne, er deres uopleselighed i vand. Ogsi de fleste fede syrer, der frigeres
ved spaltning af fedtstoffer, er vanduopleselige, hvorimod nogle af deres
salte (Na*, K*) er opleselige.

De gmngse metoder til méling af enzymaktivitet forudsetter oplesninger
med veldefinerede mzngder af bdde enzym og substrat i en vandfase, og de
kan derfor egentlig ikke anvendes p4 fedtemulsioner. De erfaringer, man har
gjort, tyder pé, at lipasernes aktivitet udfolder sig i interfasen mellem en fedt-
drabeoverflade og den omgivende vandfase, og at jo sterre denne interfases
areal er, des storre aktivitet finder man. Heraf fremgir, at emulsionens finhed
og stabilitet bliver vigtige faktorer. Til emulgeringen anvendes som regel ultra-
lydbehandling, og som stabilisatorer kan bl.a. anvendes tragant og polyvinyl-
alkohol (Hugo & Beveridge 1962; Mourey & Kilbertus 1976).

Kun ganske fa lipaser er forspgt renfremstillet, og man ved endnu ikke,
om der findes en raeekke forskellige lipaser med hver sit specifikke substrat,
eller om der er tale om et enkelt eller nogle f4 enzymer med bred specificitet,
selv om man fra bakteriologiske forspg ved, at forskellige stammer har forskel-
lig virkning over for forskellige substrater.

Bortset fra at man med de simple triglycerider har kunnet vise, at med
stigende kaedelengde bliver hydrolysen vanskeligere (Collins & Hammer 1934a;
Shah & Wilson 1965), kan man ikke sige noget generelt om de forskellige sub-
straters storre eller mindre tendens til at blive spaltede. En rekke naturlige
fedtstoffer viste i en bestemt undersogelse ikke storre indbyrdes forskel med
hensyn til spaltelighed (Collins & Hammer 1934a).

De fa undersogelser, der findes, tyder pa, at pH omkring neutralpunktet
svarer til lipasernes aktivitetsoptimum. Med hensyn til enzyminduktion an-
tyder Sierra (1957) dette som en mulighed og navner andre, der er af samme
opfattelse, men sporgsmalet ma betragtes som uafklaret.
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B. Fosfolipaser

Det naturlige substrat for fosfolipaser er en serlig gruppe fedtstoffer — fos-
foglycerider eller fosfatider — som nasten udelukkende findes i cellemem-
braner hos planter, dyr og bakterier. I storre mangde forekommer de i @gge-
blomme, lever- og hjernevev; kommercielt fremstilles de af sojabgnner og
jordnedder.

Der er mange forskellige fosfatider, men deres grundstruktur er fxlles
med et centralt glycerolmolekyle, hvortil i esterbinding er knyttet to for-
skellige molekyler fed syre (R og R’) og et molekyle fosforsyre (P); til dette
er yderligere bundet med et molekyle (X), der ligesom de fede syrer er forskelligt
i forskellige fosfoglycerider. Hvis det fx. er ®tanolamin eller kolin, har man
fosfoglyceriderne kefalin og lecithin.

Skematisk har et fosfoglycerid felgende formel, hvor A-D angiver de bind-

inger, der spaltes af fosfolipaser: Ej
!
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Nomenklaturen for fosfolipaserne har vekslet i tidens lob; saledes har fosfoli-
pase C en tid veret kaldt fosfolipase D, og betegnelsen for de enzymer, der
fraspalter de fede syrer, er stadig noget forvirrende. Fraspaltningen af de
fede syrer sker ved hjalp af fosfolipase A og B; forst fjernes den ene fede
syre ved hjeelp af fosfolipase A, kaldet A; hvis det sker ved binding A og
A, hvis det sker ved binding B. Den anden fede syre fjernes af fosfolipase
B, uanset om den findes ved binding A eller B. Denne sidstnanvte spaltning
ved hjelp af fosfolipase B tilskrives dog undertiden lysofosfolipase L, eller
L,, idet lysofosfatid er betegnelsen for molekylet efter at een fed syre er
fraspaltet. Enzymerne L; og L, spalter henholdsvis bindingerne A og B.

Forstéelse af dette har storst betydning i biokemien, for i praktisk bak-
teriologi har fosfolipaserne A og B ikke umiddelbar interesse, fordi de er
cellebundne enzymer, som e@jensynlig kun har funktioner lokalt i cellemem-
branens stofskifte. Da ogsé fosfolipase D med en enkelt undtagelse (Coryne-
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bacterium ovis) kun er fundet cellebundet, samler interessen sig om den ekstra-
cellulzre fosfolipase C, der produceres af en raekke bakterier.

Fosfolipase C fra Cl. perfringens er et protein med en molekylvagt pa
omkring 50.000. Hvis der ikke er Zn"" i mediet, dannes det i inaktiv form.
Aktiviteten er optimal ved pH 7,0-7,5 og kreever tilstedevarelse af sma meng-
der Ca** eller Mn*" joner. Den er storst over for lecithin, men ogsi andre fos-
foglycerider og sphingomyeliner (se senere) kan spaltes. Substratets disper-
sionsgrad har stor betydning, muligvis skal det findes i form af ladede mi-
celler.

Fosfolipase C fra forskellige bakterier er ikke identiske, men har nogle
feellestreek, bl.a. aktiveringen ved tilsetning af divalente katjoner. Deres sub-
stratspecificitet over for individuelle fosfoglycerider varierer en del, men
ofte kun kvantitativt.

Her ma tilfojes, at den szrlige gruppe fedtstoffer, sphingolipider, hvortil
sphingomyelinerne herer, har visse bygningstraek feelles med fosfoglyceriderne,
og at de kan spaltes af fosfolipase C fra Cl. perfringens. Bakterien danner
desuden et szrskilt enzym, sphingomyelinase C, som ikke virker pa fosfogly-
ceriderne. Ogsa Staphylococcus aureus danner foruden fosfolipaserne en spe-
cifik sphingomyelinase C (identisk med f-toksinet). Betegnelsen sphingomye-
linase C angiver, at disse enzymer spalter den binding i sphingomyelinmole-
kylet, som svarer til fosfolipase C’s angrebspunkt i fosfoglyceridmolekylet.

Mens de ovenfor omtalte biokemiske data er resultatet af arbejde med mere
eller mindre rene enzympraparationer og renfremstillede fosfoglycerider,
skyldes de bakteriologiske erfaringer fortrinsvis underspgelser baseret pa
kulturer eller kultursupernatanter og substrater indeholdende serum og @&gge-
blomme eller sjeeldnere kommercielle lecithinpreparater. De fleste under-
sogelser har drejet sig om clostridier og 