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



158 Undersoagelse af kulhydratomsztning

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.



172 Undersagelse af kulhydratomssetning

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.



176 Undersogelse af kulhydratomseetning

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.



180 Undersogelse af kulhydratomsaetning

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.
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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-



Oxidativ syredannelse 191

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).



ONPG 195

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-
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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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Kapitel 23

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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Kapitel 24

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.
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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-



226 Undersogelse af kuthydratomsaetning

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.
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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.



3-ketolaktose 233

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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Kapitel 27

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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