Oxidations-reduktionsprever






Kapitel 14

Oxidaseprover

Oxidaseprover paviser tilstedeveerelsen af enzymkomplekset cytokrom c i
bakterier.

1. Historisk oversigt

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

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

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

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

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

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

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

2. Biokemisk baggrund

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

Kovacs’ metode

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

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

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

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger

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

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Campylobacter: i hvert fald 2 species

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

Agrobacterium: alle species
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Alcaligenes: alle species

Vibrio: de fleste species

Aeromonas: alle species

Plesiomonas

Photobacterium: 1 af 2 species
Lucibacterium

Chromobacterium

Flavobacterium: nogle species

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

Eikenella corrodens

Neisseria: alle species

Branhamella: alle species

Movraxella: alle species

Paracoccus: alle species

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

7. Diagnostisk veerdi og seerlige anvendelsesomrader

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

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

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

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

Prover der paviser tilstedevaerelse af enzymet katalase i bakterier.

1. Historisk indledning

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

Et nyt syn pa katalasens biologiske betydning fik man, da Chance i 1949
viste, at et kompleks af katalase og H,O,, der har en anden karakter end de
seedvanlige enzym-substrat komplekser, er i stand til at oxidere bestemte sub-
stratmolekyler, og at kun hvor der intet oxiderbart substrat er til stede, eller
hvor H,0, forekommer i overskud, vil 2 H,O, dekomponeres til 2H,0+0,.
idet det ene molekyle oxideres til ilt, mens det andet reduceres til vand (Chance
1949a, b, c). Efter denne opfattelse kan man altsi skelne mellem katalasens
funktion som peroxidase (substratoxidation) og som katalase (H,O,-spalt-
ning).



Katalase 131

Blandt dem som tidligt har beskaftiget sig med katalasens forekomst hos
bakterier ma szrlig nevnes den danske mejeribakteriolog Orla~Jensen. I 1906
bekraftede han Beijerinck’s opdagelse, at enzymet mangler hos melkesyre-
bakterier, og i sin berpmte monografi om disse bakterier fra 1919 fremhaver
han den negative katalasepreove som et vigtigt kriterium for afgreensning af
gruppen. Forevrigt har det senere vist sig, at der er undtagelser; dels er der nogle
meelkesyrebakterier som kan danne katalase, hvis de dyrkes pd substrater,
som indeholder ham, fx. blodplader, dels findes der en sikaldt “pseudokata-
lase” hos nogle stammer af Leuconostoc og Pediococcus (Whittenbury 1960).
Dette har faet Deibel & Evans (1960) til at foresla i stedet for katalaseproven
at bruge en modificeret benzidintest til pavisning af cytokromforekomst i
bakterier, idet de viste, at denne test som forventet er negativ hos alle meaelke-
syrebakterier i bredeste forstand, altsd ogsé hos alle streptokokker.

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

2. Biokemisk baggrund

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

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

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

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

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

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

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

P4 denne méade vil brintoveriltens ophobning og toksiske virkning undgis.

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

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

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

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

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

4. Teknisk udforelse, aflesning og fortolkning

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

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

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

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

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger

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

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

6. De vigtigste katalase-negative bakterier

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

Campylobacter: 1 species (C. sputorum)

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

Francisella: begge species

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

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

Cardiobacterium

Streptobacillus

Eikenella corrodens

Fusobacterium

Leptotrichia

Moraxella kingae

Veillonella: i nogle species en atypisk katalase

Acidaminococcus

Megasphaera ;

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

Leuconostoc med fa undtagelser

Pediococcus med fa undtagelser

Aerococcus med fa undtagelser

Gemella

Peptococcus med nogle undtagelser

Peptostreptococcus

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

Lactobacillus mied meget £ undtagelser

Erysipelothrix

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

Eubacterium med fa undtagelser

Actinomyces, dog er A. viscosus positiv

Arachnia

Bifidobacterium

Mycobacterium

7. Diagnostisk veerdi og saerlige anvendelsesomrader

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

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

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

Blandt gramnegative stave, som kan vokse aerobt, er folgende katalase-
negative: Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, Moraxella kingae,
Actinobacillus equuli, “Haemophilus’’ vaginalis, Haemophilus aphrophilus,
Streptobacillus moniliformis og Leptotrichia buccalis.
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Kapitel 16
Nitratreduktionsprever

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

2. Biokemisk baggrund

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

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

organisk molekyle med NH, grupper

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

N, og/eller N,O

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

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

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

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

5 -G

SO,H SO,H

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

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

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

3. Valg af metode

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

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

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

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

Pepton (Bacto) 0,5%

KNO; 0,02%

i dest. vand, pH 7,4

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Fejlkilder

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

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

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

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

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

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

B. Nitratreduktionsprove efter veekst i halvflydende ascitesagar
Substrat

Filtreret bouillon

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

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

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

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

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

Campylobacter: 1 species +++, 2 species +

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

Alcaligenes: nogle species +++, andre species +

Brucella: alle species +, undtagen B. ovis

Bordetella: 1 af 3 species +

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

Aeromonas: alle species +, nogle stammer +++

Plesiomonas: alle stammer +

Photobacterium: alle stammer +

Lucibacterium. alle stammer +

Chromobacterium: de fleste stammer +++, nogle +

Flavobacterium: 4 species +

Haemophilus: de fleste species +

Pasteurella: alle species +

Actinobacillus: alle species +

Bacteroides: nogle species +

Fusobacterium: en enkelt species +

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

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

Moraxella: de fleste stammer i 4 species +

Paracoccus: 2 species +++

Veillonella: 2 species +

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

Staphylococcus: nogle stammer +++, nogle +

Gemella: nogle stammer reducerer nitrit, men ikke nitrat

Peptococcus: 3 species +

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

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

Lactobacillus: nogle fa stammer af 2 species +

Listeria: 2 species +

Corynebacterium: nogle animale species +

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

Cellulomonas: de fleste stammer +

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

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

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

Arachnia: eneste species +

Bacterionema: eneste species +

Rothia: eneste species +++

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

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

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

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

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

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