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Kapitel 6
Hamolyseprover (streptokokker)

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

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

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

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

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



56 Kulturelle og andre egenskaber

baggrund og mere udferlig omtale findes hos Bernheimer (1977), Freer &
Arbuthnott (1977) og Ginsburg (1970).

2. Biokemisk baggrund

a) Streptolysin O

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

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

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

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

b) Streptolysin S

Dette h&molysin dannes af de samme streptokokker (de serologiske grupper
A, C og G), som producerer streptolysin O, men det findes angiveligt ogsa i
nogle stammer af de serologiske grupper E, H og L (Okamota 1962, cit. af
Ginsburg 1970). Formodentlig er den haemolytisk aktive komponent i strepto-
lysin S et lille peptid med en molekylvaegt pad ca. 2.800, der dannes i bak-
teriens cytoplasma-membran. Herfra kan det overfores ved direkte kontakt
til erytrocytmembraner, eller det kan under forudseetning af aktivt stofskifte
overfores til si forskellige stoffer som serumalbumin, RNA og tween, der
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vitker som barestoffer for det aktive peptid, og fra beerestoffet kan det igen
overfores til forskellige cellemembraner. Da streptolysin S altsd er et kom-
pleks af en lille aktiv gruppe og et storre baremolekyle, er de forskellige
streptolysin S preparationers egenskaber noget varierende, afheengigt af det
aktuelle bzremolekyle. En renfremstilling af det heemolytisk aktive peptid
er hidtil ikke lykkedes pad grund af dets instabilitet. Ogsa streptolysin S pree-
parationer af forskellig slags er instabile, iseer i vandig oplesning og ved hajere
temperaturer; derimod virker ilt ikke odeleggende. I torfrosset tilstand er
det holdbart. Angiveligt er det kun streptolysin S, som er virksomt ogs3 i
proven for opleseligt haamolysin.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Hvis man ved hamolytiske streptokokker forstir stammer, der danner
B-hazmolytiske zoner pa plade, vil det betyde, at streptokokker af neasten
alle serologiske grupper (A, B,C,D,E,F,G,H,K,L,M,0,P,R,S, T,UogV)



Heemolyse 59

foruden de benzvnte arter S. sanguis, S. mitior, S. milleri og S. mutans, vil
kunne veere repraesenteret. Selv om langt fra alle stammer inden for hver af de
navnte grupper og arter giver f~hamolyse, er det klart, at begrebet en heemo-
lytisk streptokok pa denne made bliver meget udflydende.

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

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

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

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

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

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

Grundsubstrat til 5% blodagarplader

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

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

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

I stedet for hesteblod kan anvendes fare- eller menneskeblod.

Udforelse

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

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

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

Fortolkning

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

Oksebouillon filtreret:
1 1 postevand

0,5 kg oksekod

10 g Orthana pepton

3 g NaCl

2 g Na,HPO,, 12 H,O

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

Reagens
5% vaskede kaninblodlegemer

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

Udforelse

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

Afleesning og fortolkning

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

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

bundlag af:
oksebouillon
xskulin 0,2%
agar :

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

Udforelse

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

Afleesning

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger

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

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

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

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

S. pyogenes A Naesten alle

S. agalactiae B Nesten alle, smalle, uskarpe

S. equi C Nasten alle, meget store

S. equisimilis C Neasten alle

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

S. durans D Alle pr. definition

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

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

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

S. sanguis H eller flere En del

S. mitior Flere (K, O) En del

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

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

som kan optrede med a-haemolyse

Artsnavn Lancefield gruppeantigen
S. faecium D

S. avium D

S. bovis D

S. pneumoniae Ingen

S. sanguis H eller flere andre

S. mitior K, M, O eller ingen

S. milleri Flere

Ubenaevnt H

Ubenavnt K

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

7. Diagnostisk vaerdi og seerlige anvendelsesomrader

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

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

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

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

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

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Biokemisk baggrund

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

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

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

NAD’s funktion som coenzym

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

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

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

Tryptofan

:

Nikotinsyre + ribose + fosfat

l

Nikotinsyre-mononukleotid + adenin (fra ATP)

|

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

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

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

Udforelse

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

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

Aflesning

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

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

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

Fortolkning

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen seerlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

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

7. Diagnostisk vaerdi og sarlige anvendelsesomrader

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

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

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

1. Historisk indledning

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

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

Tolkningen af disse og utallige andre tilsyneladende modstridende forseg
blev forst mulig, da det lykkedes at vise, at influenzabakterier krevede to af
hinanden uafh@ngige vekstfaktorer (Davis 1917; Fildes 1921; Thjotta &
Avery 1921a, b), dels X-faktoren, der tilte autoklavering og iser fandtes
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i heematin, men desuden i mindre mangde i dyre- og plantevav, dels V-fak-
toren, som ikke tilte autoklavering og fandtes i blodlegemer og andre friske
vaev fra dyr foruden i planter og de fleste bakterier.

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

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

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

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

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

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

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

2. Biokemisk baggrund

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

skrives elementzrt, hvad der sker:

Ravsyre + glycin

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

l 2 linezre molekyler kondenseres til 1 pyrrolring

Porfobilinogen (PBG)
(en enkelt pyrrolring)

l 4 pyrrolringe kondenseres til 1 tetrapyrrolring

Uroporfyrinogen III (URO)
(kompleks af 4 pyrrolringe)

l 4 acetat-sidekader decarboxyleres
Coproporfyrinogen III (COPRO)

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

L 1 jernatom inkorporeres ved hjelp af ferrochelatase
Hem

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

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

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

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

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

3. Valg af metode

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

7. Diagnostisk vaerdi og seerlige anvendelsesomrader

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

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3. Valg af metode

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

1) et tilstreekkeligt indhold af CRF,

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

Orth et al. (1971) har vist, at plasma fra homo, kanin og svin har sterre indhold
af CRF end hesteplasma, og at mangden i de forstnevnte slags plasma gor
dem egnede til brug i koagulaseprever. Individuel mangel p4 CRF kan fore-
komme pé grund af den genetisk bestemte konstitution (Smith & Hale 1944).



Koagulase 89

Orth et al. viste ogsd, at den fibrinolytiske aktivitet var mindst i svineplasma
og humant plasma. Med hensyn til inhibitorer fandt Tager & Hales (1948),
at 20% af humane plasmaprgver gav heemning, men om det skyldtes specifikke
antistoffer eller uspecifikke heemmestoffer blev ikke afgjort.

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

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

4. Teknisk udferelse, afleesning og fortolkning

A. Koagulaseprave i reagensglas

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

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

Afleesning: Glassene aflaeses efter 4 og 24 timer med henblik pa dannelse
af et koagel ved at man vipper dem forsigtigt og iagttager, om plasmaet er
flydende eller stivnet. Glasset ma ikke rystes, da man derved kan odelegge
en begyndende koageldannelse. Hvis koaglet bliver siddende i bunden nar
glasset vendes pd hovedet, er det en oplagt positiv reaktion, og efter nogles
opfattelse skal kun s udtalte reaktioner regnes som positive (Sperber & Tatini
1975). Det almindeligste er dog, at ethvert tydeligt tegn pa koageldannelse,
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selv om den ikke omfatter hele plasmamangden, regnes for en positiv reak-
tion. Af hensyn til den mulighed, at bakterierne kan aktivere det i plasma
forekommende plasminogen til plasmin, som kan oplgse et allerede dannet
koagel (Orth et al. 1971; Zajdel et al. 1976), har det veeret anbefalet at fore-
tage aflesningen efter 1, 2, 4, 8 og 24 timers inkubering (Subcommittee
on Taxonomy of Staphylococci and Micrococci 1965).

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

B. Objektglasprave for clumping factor”

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

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

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

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger

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

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

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

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