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Kapitel 28
Alment om proteinoms®tning

I alle levende celler udger protein (eggehvidestof) omkring halvdelen af tor-
stoffet. Det siger noget om proteinstoffernes fundamentale betydning for
cellernes liv og forklarer, at de traeffes overalt i naturen. Antallet af forskellige
proteinstoffer er enormt stort, og de har talrige forskelligartede funktioner
i de levende organismer. En almengyldig Klassificering af proteinstoffer er
derfor nermest umulig, men en ofte anvendt deling er at skelne mellem
strukturproteiner og funktionelle proteiner, selv om der ikke er nogen helt
skarp granse. De funktionelle proteiner er forst og fremmest enzymer, af
hvilke man kender over 2000 forskellige, og strukturelle proteiner bestar
iseer af de proteiner, som indgér i celler og organismer som en del af selve
organismens substans. Det er navnlig strukturproteinerne, der menes, nar
man taler om protein som substrat i forbindelse med bakteriologiske under-
sogelser til pavisning af proteinomsatning.

Alle proteiner bestar af keeder af aminosyrer, indbyrdes forbundet ved
peptidbindinger, en kemisk binding mellem en terminal carboxylgruppe i
den ene aminosyre og en aminogruppe i o-stilling i den nzeste. Et fzlles traek
for alle aminosyrer er nemlig, at de indeholder en endestillet carboxylgruppe
og en aminogruppe i o-stilling, dvs. bundet til det kulstofatom der ligger
nermest carboxylgruppens kulstofatom. Resten af molekylet (sidekzeden)
i de 20 forskellige aminosyrer, som indgir i levende organismer, er bygget
pé forskellig made og udger grundlaget for de forskelle, der karakteriserer
de individuelle aminosyrer. Figuren viser skematisk 3 aminosyrer forbundne
ved 2 peptidbindinger.
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Skematisk fremstilling af 2 peptidbindinger angivet ved store typer mellem 3 amino-
syrer med sidekzderne Ry-Rj. P4 aminosyren til venstre en fri NH, gruppe og pa amino-
syren til hgjre en fri carboxylgruppe. Ved dannelse af en peptidbinding mellem en -NH,
gruppe og en -COOH gruppe fraspaltes vand.
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Aminosyrekederne benavnes pid grund af peptidbindingen polypeptider.
Kzdelengden kan variere meget, men hyppigst er der 100 til 300 aminosyrer;
forgreninger forekommer ikke. Proteiner bestar ofte af aggregater af flere
polypeptider, der kan vere ens eller forskellige. Et for funktionen helt af-
gorende trek ved de enkelte polypeptider er den bestemte raekkefolge, hvori
aminosyrerne optreeder i keedeme. Reakkefolgen bestemmes af den pagal-
dende organismes DNA, dvs. den er arveligt bestemt (se kapitel 37).

Kader af polypeptider kan enten foldes sammen, s& proteinmolekylet
som helhed nazrmest bliver kugleformet, et sakaldt globulaert protein, eller de
kan holdes sammen i bundter som lange trddformede molekyler, sikaldt
fibrillert protein. Enzymer er som regel globulere proteiner. Eksempler pa
fibrilleere proteiner er kollagen, elastin og keratin, der udger substansen i
knoglevav, bindevaev, hud, har og negle hos dyr.

Nar dyr og planter er dode, nedbrydes alle de organiske forbindelser, de er
opbygget af (proteiner, kulhydrater, fedtstoffer og nukleinsyrer), til uorga-
niske forbindelser som salte, vand og CO,. Under eet kaldes denne omdan-
nelse i naturen en mineralisationsproces, fordi slutproduktet bl.a. omfatter
mineralsalte. Den modsatrettede proces, hvor CO,, H,O og mineralsalte
opbygges til organisk stof, sker i fotosyntetiske organismer som planter og
fotosyntetiske bakterier under udnyttelse af solenergi, og det siledes dannede
organiske stof spredes til andre levende organismer gennem fodekzderne.
Der foregar altsi i naturen et kredslgb fra uorganisk stof til organisk stof og
tilbage til uorganisk. Dette kredslob ville g i st, hvis der ikke fandtes bakterier
til at gennemfore mineralisationsprocessen. En del af mineralisationsprocessen
er bedre kendt under betegnelsen forridnelsesprocesser, som specielt angir -
nedbrydning af protein.

Alle bakteriologiske prover, der har med omsatning af proteinstof at gore,
er prover som paviser et eller andet trin i den del af mineralisationsprocessen,
som angir proteinnedbrydning, mens man forelobig ikke har prover, der pé-
viser den modsatrettede proces: opbygning af protein.

Forste trin i nedbrydningen af protein er en spaltning af polypeptidkederne
— forst til mindre stykker af vekslende leengde, kaldet peptider eller oligo-
peptider, og til sidst til de enkelte aminosyrer. De involverede enzymer er
proteaser og peptidaser, der er omtalt i kapitel 29 om gelatinesmeltning. Det
kan her indskydes, at den samme nedbrydning, men udfert kemisk eller ved
en kontrolleret enzymatisk proces, anvendes ved fremstilling af bakteriesub-
stratet pepton, som altsd bestir af en blanding af peptider og aminosyrer.

Naste trin er nedbrydningen af de enkelte aminosyrer. Mange forskellige
enzymer deltager, deriblandt decarboxylaser, som af carboxylgruppen danner
CO,, og deaminaser, som fjerner aminogrupper under dannelse af ammoniak.
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Aminosyredecarboxylaser er omtalt i kapitel 30 og fenylalanindeaminase, er
omtalt i kapitel 32. Nedbrydning af aminosyren arginin kan ske p4 serlig made
ved hjeelp af enzymer, der sammenfattes under betegnelsen arginindihydro-
lase, det er omtalt i kapitel 31. Afspaltning af indol fra aminosyren tryptofan
er omtalt i kapitel 33.

I to aminosyrer, methionin og cystein, findes svovl, der ved nedbrydningen
i hvert fald delvis frigores som svovibrinte. Prover til pavisning af frigjort
svovlbrinte er omtalt i kapitel 34. Da omdannelsen formentlig hyppigst sker
ved en primer oxidation efterfulgt af en sekundar reduktion af de oxiderede
uorganiske svovlforbindelser og altsd principielt er nart beslegtet med re-
duktionen af oxiderede kvalstofforbindelser som nitrat og nitrit, burde man
egentlig placere svovlbrinteproverne sammen med nitratreduktionspreverne
under oxidations-reduktionsprgver. Der er imidlertid i bakteriologien tra-
dition for at behandle svovlbrintepreverne sammen med preverne for pro-
teinomsaetning. '

Ureaseprovens placering blandt prever for proteinomsaztning (se kapitel
35) er heller ikke helt logisk fra et biokemisk synspunkt, da preven ikke
direkte viser noget om proteinnedbrydning. Indirekte er der dog den for-
bindelse, at urinstof dannes ved en sarlig proces i bestemte hojere organis-
mer, som skaffer sig af med aminogrupper fra aminosyrerne ved at omdanne
dem til det neutrale urinstof, som udskilles gennem nyrerne.



Kapitel 29

Gelatinesmeltningsprover

Gelatinesmeltningsprover piviser gelatinaser, dvs. enzymer som er i stand til
at nedbryde proteinstoffet gelatine, si dets tilstandsform andres fra fast til
flydende. Gelatinesmeltning er et eksempel pa nedbrydning af protein til
peptider og aminosyrer.

1. Historisk indledning

Robert Koch indforte i 1881 brugen af faste neringssubstrater som et middel
til at opna renkulturer. For at fa de flydende naringssubstrater til at stivne
brugte han forst gelatine (Koch 1881), og aret efter indfertes agar-agar (se
Hitchens & Leikind 1939). I begyndelsen lod han substraterne stivne pi en
afkoplet glasplade, en teknik han var fortrolig med fra fremstilling af sine egne
fotografiske plader. Pladerne stilledes under en glasklokke. I 1887 indfortes
Petri’s glasskale.

Visse bakteriers evne til at gore gelatine flydende blev straks iagttaget,
og forskellen mellem forskellige bakteriers evne i denne henseende omtales
allerede i 1883 af Koch og blev senere udnyttet i forbindelse med hans kolera-
undersogelser (Koch 1884). Efter dyrkning pa plade overforte han renkulturer
til et reagensglas med en sejle af stivnet neeringsgelatine ved et stik ned i sub-
stratet. Dette klassiske gelatinestik fik hurtig stor udbredelse og er omtalt
i ldre arbejder af Hauser (1885), Liborius (1886), Senger (1887), Sternberg
(1887), og Fermi (1890, 1891).

Eijkman (1901) foretog en sammenligning mellem evne til gelatinesmelt-
ning og evne til oplesning af kasein og fandt, at de to egenskaber fulgtes ad.

To nye fremgangsmader til pavisning af gelatinesmeltning blev introduce-
ret i 1926. Gates (1927) foreslog at anvende en eksponeret og fremkaldt, dvs.
sort filmstrimmel, som substrat. En fotografisk film er et tyndt gelatinelag
med inkorporeret splvbromid pa en gennemsigtig beerestrimmel, og nar strim-
len udszttes for enzymemes pavirkning i en Kkultur, vil gelatinelaget fordejes
og solvsaltet frigares, hvorved det sorte lags gennemsigtighed endres. Denne
endring kan pa forskellig vis males, s& man kan fi et kvantitativt udtryk for
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enzymaktiviteten. Samme princip i forskellige udformninger er senere ble-
vet udnyttet af andre (se fx. Hoyt & Pickett 1957 og Porres & Harris 1974).

Frazier’s metode (1926) var baseret pé, at tunge metalsalte er i stand til at
felde gelatine, mens den enzymatisk nedbrudte gelatine ikke faldes. Gela-
tinen inkorporerede han i en agarplade, som blev tilséet med en plet pa midten.
Efter en vakstperiode pd 2-3 dage ved 30°C blev pladen overhzldt med
en oplesning af HgCl, i saltsyre. Herved blev pladen pa grund af udfzldning
uklar alle steder, hvor gelatinen var uzndret, mens gelatinesmeltende bak-
terier viste en ring af klart substrat omkring pletten. Metoden gav med de
fleste bakterier et hurtigere resultat end det klassiske gelatinestik og har siden
vaeret meget anvendt i forskellige modifikationer.

Da de eksisterende prever til pavisning af gelatinesmeltning pa grund af
deres langsomhed stadig kun var af begreenset veerdi i den kliniske bakteriologi,
forspgte man pa forskellig made at fremskynde reaktionen.

Kohn foreslog i 1953 at anvende formalinheerdet gelatine med inkorpore-
ret kulpulver, hvorved han opndede dels at prgven kan udferes ved 37°C,
da formalinherdet gelatine ikke varmesmelter, dels at kun en ringe mangde
gelatine skal nedbrydes enzymatisk, for det kan ses ved frigorelse af kulpulver,
der leegger sig pd bunden af glasset. Lautrop (1956a) anvendte Kohns gelatine
sat til tette bakteriesuspensioner og opndede derved en yderligere afkort-
ning af den nedvendige observationstid. Samtidig blev det vist, at der var for-
skellige gelatinaser, idet nogle kreevede nerver af calciumjoner og andre ikke,
og nogle h&emmedes af toluol-tilseetning, mens andre var upavirkede.

I tidens lob er der beskrevet mange hurtigmetoder til pavisning af gelatine-
smeltning, men alle udformet pa grundlag af de allerede beskrevne principper
og vanskelige at tage stilling til uden selv at have provet dem (se fx. Greene
& Larks 1955; Thirst 1957; McDade & Weaver 1958; Smith & Goodner 1958;
Pitt & Dey 1970). For at gere gelatinesmeltningsprover til et endnu mere
nyttigt hjeelpemiddel i diagnostisk bakteriologi end de er i ejeblikket, tror
vi, at man i fremtiden snarere ber stile mod metoder, som vil gere det mu-
ligt at skelne mellem forskellige slags gelatinaser, fremfor at prove at opna
resultaterne hurtigere end det allerede er muligt.

2. Biokemisk baggrund

Af hud eller knogler fremstilles proteinstoffet kollagen, som nar det koges
leenge optager vand og bliver til gelatine. Ved temperaturer over 22-25°C
er gelatine en tyktflydende, viskgs substans, som ved afkeling bliver til et
fast stof. Det er opbygget af lange spiralsnoede polypeptidkaeder.
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Mange bakterier indeholder enzymer med evne til at spalte peptidbindin-
gerne i gelatinens polypeptider, s& de omdannes til kortere keder, oligopep-
tider, med det resultat, at gelatinen omdannes til en tyndtflydende oples-
ning. ,

Der er uden tvivl flere forskellige slags enzymer, men da de precise betin-
gelser, hvorunder de enkelte enzymer virker, ikke kendes, samles de under
betegnelsen gelatinaser, og deres virkning beskrives generelt som gelatine-
smeltning. Denne enzymatiske smeltning er helt forskellig fra den varmesmelt-
ning der sker ved temperaturer over 22-25°C.

Den enzymatiske gelatinesmeltning, hvis grad er afheengig af gelatinens
art og koncentration og af temperaturen, vil i nogle tilfeelde efterfolges af en
nedbrydning af oligopeptiderne ved hjelp af andre enzymer, peptidaser,
si der dannes tri- og dipeptider og aminosyrer, som derefter kan udnyttes af
bakterierne i deres stofskifte.

Blandt gelatinaserne er nogle specifikke, for si vidt som de kun nedbryder
gelatine, men ikke andre proteinstoffer; de findes iseer inden for slegten Clo-
stridium. Andre har en bredere substratspecificitet og kan nedbryde flere
slags protein og kaldes derfor ogsd proteaser eller proteinaser, dem finder
man fx. i Pseudomonas aeruginosa og Serratia marcescens (Maschmann 1943).

Til yderligere karakteristik af proteaser i almindelighed kan man bruge
deres stabilitet over for ilt. De ekstracelluleere enzymer, der iser dannes tidligt
under veksten, er stort set iltstabile, mens de intracelluleere, der frigeres ved
autolyse af cellerne er iltlabile. Nogle clostridier har begge slags enzymer.
De fleste iltstabile proteaser h&emmes af stoffer i normalt serum, men der er
undtagelser som fx. Cl. welcii (Maschmann 1943). Hartley (1960) har givet
en af de nyeste inddelinger af de proteolytiske enzymer.

Sa vidt vides er gelatinaserne konstitutive, siledes at en induktion ikke er
nodvendig. Glukose i substratet har en heemmende virkning, enten fordi syre-
dannelse vil forrykke pH fra de 7,0-7,5, som er gelatinasernes optimum,
eller/og fordi enzymproduktionen heemmes. Gelatinasernes stabilitet nedsaet-
tes med stigende temperatur, men i nogle tilfeelde kan stabiliteten foroges,
hvis der er overskud af calciumjoner i miljeet, mens omvendt fosfat, citrat
og andre anjoner som falder calcium nedsetter stabiliteten (Gorini 1950;
Gorini & Fromageot 1950). For stafylokokkers og Proteus’ vedkommende
er det vist, at dyrkning i 10-20% CO, atmosfere foreger gelatinase-aktivi-
teten (Birch-Hirschfeld 1940; Kourilsky et al. 1953).

Kommerciel gelatine til bakteriologisk brug er et variabelt produkt, bl.a.
afhaengigt af udgangsmaterialet og fremstillingsprocesserne. Nogle egenskaber
som gelstyrke, viskositet og pH, kan bestemmes, men alligevel m& man veere
forberedt pd variationer, som kan pdvirke udfaldet af gelatinesmeltnings-
proverne.
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Ved forskellige kemiske pavirkninger, fx. behandling med formalin, hexame-
tylentetramin, acetaldehyd etc., kan man “harde” gelatinen, s& den ikke
leengere varmesmelter. Det har praktisk betydning ved udformning af nogle
gelatinaseprover (Zimmerman 1939; Kohn 1953).

3. Valg af metode

Det klassiske gelatinestik er si simpelt at anvende, at det ville vaere svert at
erstatte. Det fungerer stort set tilfredsstillende med alle hurtigt gelatinesmel-
tende bakterier, dvs. stammer som viser smeltning i lobet af et par dage eller
hgjst een uge. Jo langsommere bakterierne smelter gelatinen, desto mindre
bliver provens praktiske verdi, og desuden er det ganske vilkarligt, hvor
lenge et gelatinestik skal observeres, for man vil udelukke evne til gelatine-
smeltning. '

De langsomt smeltende stammers enzymer kan pdvises betydelig hurti-
gere, hvis man bruger en direkte enzymtest med tztte toluenbehandlede sus-
pensioner og Kohns formalinhardede kulgelatine. Desvaerre kan nogle af de
hurtigtsmeltende stammer ikke behandles med toluen, da dette af uopklarede
grunde har vist sig at h&@mme enzymaktiviteten (Lautrop 1956a, b).

Det bedste kompromis med ukendte stammer er derfor samtidig brug af
to metoder: det klassiske gelatinestik, som vil veere det hurtigste til nogle
stammer, og Kohn-Lautrop’s metode, som vil vaere den hurtigste til andre
stammer. Mange positive resultater vil foreligge i lobet af 1 degn, men 4 degns
observation er nedvendigt, hvis ikke for mange gelatinesmeltende stammer
fejlagtigt skal karakteriseres som uden evne til gelatinesmeltning.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

A.Det klassiske gelatinestik (med samtidig pavisning af H, S dannelse)
Substrat

Kodekstrakt 0,75%
Pepton 2,50%
NaCl 0,50%
Gelatine 12,00%
pH indstilles til ‘ 7,6

FeCl,,4 H,0 0,05%

pH 7,8
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Aftappes i 6 cm hej sojle i tynde reagensglas (155 x 10/11 mm) og lukkes med
paraffineret korkprop.

Ved nye indkeb af pepton, kedekstrakt og gelatine udvalges de fabrika-
tionsnumre, der antages at ville give resultater i overensstemmelse med de
hidtidige. Desuden underspges H,S reaktionen for 6 E. coli stammer, der
normalt betragtes som ikke H, S dannere. Sveertningen skal her veere minimal
pa 7. dagen samtidig med, at C. freundii skal veere tydelig positiv pa 2. dagen og
Proteus vulgaris pa 1. dagen.

Udforelse: Fra en renkultur pd standardmedium tages med en lang, lige
platinnél et stort inoculum, som anbringes ved et stik helt til bunds midt i
sgjlen. Den paraffinerede prop sattes pd plads efter flambering af glassets
overste ende, for at den smeltede paraffin kan lukke glasset teet, s fordamp-
ning undgas. (Tat lukning af glasset har ogsa betydning for at undga oxidation
af det dannede sulfid). Inkubering ved 22°C. I visse hiandbgger anbefales
inkubering ved 35-37°C, hvor alle glas vil vere flydende, og aflesning ved at
se hvilke glas, der stivner nir de afkeles under vandhanen. Metoden giver,
udfert pd denne maide, serlig mange lunefulde resultater og kan derfor ikke
anbefales.

Aflesning: Glassene afleeses dagligt i op til 7 dage, idet man ser efter, om
noget af gelatinen er blevet flydende, ved at vende glassene skrdt nedad og
legge maerke til, om substratet flyder ned ad veeggen. Sker det, er noget af
gelatinen smeltet og proven positiv. Endnu tidligere kan begyndende smelt-
ning konstateres, hvis man ser efter, om vaksten gverst i stikket ligger i en
lille forsenkning, og hvis det er tilfaeldet, slar glasset hardt mod hindfladen,
sa eventuelt flydende gelatine slynges ud og s@tter sig som en drdbe pd veg-
gen oven over substratet. Hvis man er sikker pd, at det er gelatine og ikke
blot noget af kulturen, som har sat sig pa veeggen, er det tilstrekkeligt til at
fastsld, at stammen kan smelte gelatine. Ved fortsat observation vil meng-
den af flydende gelatine tiltage, men der er store variationer. I nogle tilfeelde
er hele sojlen smeltet pd mindre end 24 timer, i andre skrider processen meget
langsomt frem, og i atter andre gir den pé et vist tidspunkt helt i std. Fortsat
observation er kun nedvendig, hvis smeltningen er si ubetydelig, at der kan
veere tvivl om aflaesningen.

Fortolkning: Varmesmeltning kan forveksles med enzymatisk smeltning,
men vil kun forekomme, hvis temperaturreguleringen har svigtet, si glassene
har staet ved for hej temperatur. Et negativt resultat kan skyldes en darlig
gelatine, og hvis resultatet er mod forventning, er der god grund til at gentage
undersagelsen med et glas fra en ny portion substrat.
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B. Direkte enzymtest a.m. Kohn-Lautrop

Substrat: Kohn’s formalinhardede kulgelatine findes udskaret i sma stykker
opbevaret i vand i sarlige glas med skrueldg eller enkeltvis tilsat suspensions-
glasset. Angdende fremstillingen henvises til Kohn’s artikel 1953.

Suspensionsveesken bestar af fysiologisk saltvand enten i et WR-glas eller
et Widalglas.

Cellesuspensionen hostes fra en bouillon-agarplade, som har varet inkube-
ret ved 30°C natten over. Pladen inspiceres for evt. forureninger, som fjernes
ved udskaring med en kniv, for kulturen hestes. De 30°C er et kompromis,
idet man med nogle stammer finder storst aktivitet efter vakst ved 35°C og
med andre efter vaekst ved 20°C. Det er vigtigt, at suspensionerne er si tette
som muligt; selv med kraftigt voksende bakterier bor man bruge hele vaksten
fra en lille plade suspenderet i 3-4 ml suspensionsvaske, men reducerer man
det samlede volumen suspensionsveeske, kan bakteriemangden nedszttes til-
svarende.

Udforelse: Kulturen skrabes af pladen, fx. med en svagt bgjet Pasteurpi-
pette, og overfores til suspensionsmediet. Derefter tilszttes ca. 0,2 ml toluen,
og der foretages en omhyggelig homogenisering med pipette, hvorved sam-
tidig det uopleselige toluen bringes i kontakt med cellerne. Med pincet an-
bringes et stykke gelatine forsigtigt i suspensionen, si det hviler pa bunden
af glasset. Glasset henstilles ved 35°C og observeres dagligt i 4 dage.

Afleesning: En positiv reaktion giver sig til kende ved et bundfald af frigjort
kulpulver. I den tatte suspension med gelatinestykket hvilende pa bunden
kan det vaere vanskeligt at se meget smid mangder frigjort kul, men efter-
synet lettes ved at holde glasset lidt skrat og kigge op mod bunden. Glasset
mé ikke rystes, da et meget lille bundfald kan forsvinde i den taztte suspen-
sion. S& snart en lidt sterre mangde kul er frigjort, er der ingen vanskelig-
hed ved aflesningen, for ikke at tale om nar hele gelatinestykket er forsvun-
det.

Fortolkning: Det sker, at et par smi stumper gir af gelatinestykket og
leegger sig pd bunden. P4 grund af deres storrelse i forhold til de enkelte meget
smé fine kulpartikler bor de ikke kunne forveksles med kul frigjort ved smelt-
ning og tolkes som et positivt resultat. En svagt positiv prgve kan skyldes en
forurening af suspensionen med en aktivt smeltende stamme; det ma som
navnt forebygges ved et omhyggeligt eftersyn af pladen, for kulturen hostes.
Ved henstand i meget lang tid, fx. 10-14 dage, kan gelatinestykket blive
bledt og synke sammen pi bunden og simulere et bundfald, men ved ryst-
ning afslgres det, at bundfaldet ikke bestar af frie kulpartikler. I ovrigt er
det ikke meningsfuldt at fortsaette observationen sa leenge.
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5. Sikkerhedsforanstaltninger

Arbejdet med de meget tatte suspensioner og specielt homogeniseringen
rummer risiko for infektion, hvis proceduren ikke udferes med tilstreekkelig
forsigtighed. Da toluen er brazndbart, ma flasken og den fyldte pipette ikke
komme i narhed af gasflammen. Toluenmangden i suspensionen er dog s&
lille, at man uden risiko kan flambere glasset, nar det sker inden toluenen igen
samler sig i et lag pa overfladen.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Pseudomonas: flere species, deriblandt P. aeruginosa og de fleste stammer
af P. fluorescens. Desuden P. maltophilia og P. pseudomallei.

Xanthomonas: enkelte species.

Salmonella: nogle serotyper, deriblandt alle som tidligere regnedes til sleg-
ten Arizona.

Klebsiella: kun “oxytoca’-gruppens stammer.

Enterobacter: alle species.

Serratia: alle species.

Proteus: 2 species.

Erwinia: flere species.

Vibrio: alle species.

Aeromonas. alle species.

Photobacterium: nogle stammer.

Lucibacterium: alle stammer.

Flavobacterium: de fleste species.

Actinobacillus: 1 species.

Bacteroides: nogle species.

Fusobacterium: enkelte stammer.

Acinetobacter: nogle stammer.

Staphylococcus: mange stammer af alle species.

Micrococcus: mange stammer af alle species.

Planococcus: alle stammer.

Streptococcus: enkelte stammer af enkelte species.

Peptococcus: en enkelt species.

Peptostreptococcus: enkelte stammer.

Bacillus: de fleste species.

Clostridium: en del species.

Corynebacterium. enkelte stammer af 2 species.

Arthrobacter: mange species.
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Eubacterium: enkelte species og enkelte stammer af andre species.
Actinomyces: enkelte stammer af fi species.
Nocardia: fa arter.

7. Diagnostisk vaerdi og seerlige anvendelsesomrader

Som helhed har gelatinesmeltningspreverne begraenset vaerdi. Der er to hoved-
arsager hertil: (1) Med alle eksisterende metoder er grensen mellem smeltende
og ikke-smeltende stammer fastsat arbitreert, og ofte er ikke engang denne
arbitreere graense klart defineret. (2) Det erfaringsgrundlag, der er en forud-
setning for at udnytte evnen til gelatinesmeltning i diagnostikken, er bade
ufuldsteendigt og heterogent, dels fordi gelatinestikket ved 22°C ikke kan an-
vendes til alle slags bakterier, dels fordi nogle af de andre metoder anvendt pa
forskellige grupper af bakterier giver forskelligt resultat og derfor kun kan
udnyttes, hvis undersagelsen af den ukendte stamme er foretaget med samme
metode, som er anvendt til at fremskaffe de i litteraturen angivne data. Disse
vanskeligheder geelder tildels ogsd for andre af de karakteriseringsprever vi
anvender, men de er szrligt ipjnefaldende for gelatinesmeltningsproveme,
méske fordi der her er tale om pavisning af flere forskellige slags enzymer
med metoder, som kun ufuldstendigt er i stand til at skelne mellem de en-
kelte enzymer.

Konsekvensen af det ovenstiende er, at gelatinesmeltningsprovernes verdi
er begreenset til bestemte, sn®vre omrader af bakteriologien, hvor erfarin-
gerne — iser med det klassiske gelatinestik — giver det nedvendige faste
grundlag for en praktisk udnyttelse.

Til disse omrider hgrer familien Enterobacteriaceae. 1 slegten Proteus
er den konstante, hurtige evne til smeltning hos arterne P. vulgaris og P. mira-
bilis af differentialdiagnostisk veerdi over for de ovrige Profeus—arter. Alle
Serratia-arternes evne til gelatinesmeltning har ogsi praktisk betydning, iser
nar det drejer sig om ikke-pigmenterede stammer.. Adskillelsen mellem Sal-
monella og Arizona pd grundlag af en sen gelatinesmeltning har mistet sin
betydning, efter at man er enedes om, at Arizona-gruppen ber inkluderes
i Salmonella, der derved bliver en taxon som er variabel med hensyn til gela-
tinesmeltning. I slegten Klebsiella findes nogle langsomt smeltende stam-
mer, der fra gammel tid har vaeret ben@vnt “oxytoca” stammer. Nogle opfat-
ter disse stammer, nir de samtidig er indol-positive, som en selvsteendig art,
andre opfatter dem som en biotype af Klebsiella pneumoniae. Enterobacter
cloacae herer til de langsomt smeltende stammer.

I slegten Pseudomonas med dens overordentlig mange species er pavis-
ning af evne til gelatinesmeltning af verdi ved diagnosen af P. aeruginosa
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P. pseudomallei og P. maltophilia. De er alle hurtigt smeltende arter. En del
af de fluorescerende pseudomonader, inklusive flere af de plantepatogene
arter, har evne til langsom smeltning. Den postulerede forskel mellem P. fluore-
scens som smeltende og P. putida som ikke-smeltende (Stanier et al. 1966)
gelder som hovedregel, men en del P. fluorescens mangler evne til smeltning
i gelatinestik. -

I sleegterne Bacillus og Clostridium findes en del hurtige smeltere, og efter
litteraturen at demme har preven verdi ved artsdiagnosen.
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Kapitel 30

Aminosyredecarboxylaseprover

Med disse prover paviser man bakterielle decarboxylaser, som kan omdanne
aminosyrer til de tilsvarende aminer.

1. Historisk indledning

I sit arbejde “’Studier over Gezring og Forrddnelse” 1876 skrev Panum:”Jeg
er derfor tilbegjelig til at antage at flere forskellige Bakterieformer og rimelig-
vis tildels virkelig forskellige Arter bidrager til Aggehvidestoffernes “sedvan-
lige stinkende Forradnelse”, og at Lugtens Forskellighed star i genetisk For-
bindelse hermed”. Blandt de stinkende stoffer, der her er tale om, er ogsa de
forskellige aminer, cadaverin, putrescin, agmatin, isobutylamin og isoamyl-
amin, som opstar ved forskellige aminosyrers decarboxylering. I virkeligheden
antyder Panum, at man kan lugte sig til, hvilken art der er tale om, og det
gelder jo faktisk i en del tilfeelde. Sammenheaengen blev forst tilfredsstillende
oplyst ved underspgelser over bakteriers decarboxylaser, som biokemikeren
E.F. Gale og hans gruppe udferte i 1940’erne i Cambridge (Gale & Epps 1944a,
b; Epps 1944, 1945).

_ Gale viste, at der for 6 forskellige aminosyrer fandtes specifikke decarboxy-
laser i forskellige bakterier. Nogle arter af bakterier havde et enkelt af enzy-
merne, andre havde et storre antal eller dem alle. Gale bestemte ogsd de neer-
mere betingelser for enzymdannelse og enzymaktivitet og viste, at fire af disse
enzymer krevede en serlig, hidtil ikke kendt, prostetisk gruppe, der senere er
identificeret som pyridoxalfosfat. v

Som diagnostisk hjelpemiddel anvendte Sharpe (1948) en af Gale udar-
bejdet tyrosindecarboxylase-test pa et stprre antal streptokokker, og Proom &
Woiwod (1951) underspgte verdien af en papirkromatografisk metode til
pavisning af glutaminsyredecarboxylase blandt Enterobacteriaceae.

Gale’s elev, Vagn Moller, arbejdede i 1950°erne p4d Seruminstituttet med
at udforme decarboxylase-pragver for arginin, lysin, ornithin og glutaminsyre
i en form, der var egnet til rutinemaessig brug ved diagnosen af Enterobac-
teriaceae, og han demonstrerede i sin disputats deres differentialdiagnostiske
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veerdi. Mollers simplificerede decarboxylase-praver, baseret pa den pH for-
skydning til alkalisk side som finder sted ved en decarboxylering, har vun-
det stor udbredelse og betragtes idag som standardmetoden. Provernes be-
grensning i Mollers udformning ligger i, at de kun er anvendelige pa stam-
mer, der kan vokse anaerobt med glukose som kulstof- og energikilde. Det
skyldes, dels at et initialt pH-fald som falge af glukosefermentation er nod-
vendigt af hensyn til decarboxylasernes lave pH optimum, dels at en evt.
sekundeer oxidation af peptonet ville fore til en alkalisering, som ikke ville
kunne skelnes fra den alkalisering, som skyldes decarboxyleringen (Moller
1955, 1956).

Blandt senere udformede decarboxylase-prover kan navnes:

Carlquist’s (1956), hvor lysinets amin cadaverin pavises med ninhydrin;

Falkow’s (1958) lysinpreve, der kun er en lettere modifikation af Mollers
tilsvarende, og som ved at udelade paraffinolie-laget netop giver de proble-
mer, som Mgller undgik ved at gore forholdende anaerobe med paraffinolie;

Edwards & Fife (1961) inkluderede lysin i et skrdagarmedium, hvor den
sekundeere alkalisering som folge af peptonoxidation undgss, fordi det faste
medium haemmer iltdiffusionen. ‘

Ederer & Clark (1970) brugte ligeledes agartils@tning og kunne derved utve-
tydigt pavise ornithindecarboxylering uden at bruge paraffinolie-lag;

Fay & Barry (1972) og Brooker et al. (1973) udformede hurtigprever (4
timer) til pévisning af henholdsvis ornithin og lysin ved at indstille mediets
udgangs—pH til 5,5.

Tyndtlagskromatografi til rutinebrug er foreslaet af Goldschmidt & Lock-
hart (1971), Williams et al. (1971) og Zolg & Ottow (1973). Denne tekniks
seerlige fordel er, at den tillader at skelne mellem arginindecarboxylase- og
arginindihydrolase-aktivitet. Det samme kan naturligvis opnas ved gaskro-
matografi (Lambert & Moss 1973).

3. Biokemisk baggrund

Her vil kun blive omtalt decarboxylering af de 3 aminosyrer, som anvendes
i de nuvarende rutineprever: arginin, lysin og ornithin. Foruden de termi-
nale grupper, COOH og NH, gruppen, har alle disse 3 aminosyrer en ekstra
NH, gruppe, siledes at der ialt er 3 polere grupper, hvilket ifelge Gale er en
forudsetning for, at en aminosyre kan decarboxyleres enzymatisk af bakte-
rier. Decarboxyleringsprocessen ses af folgende formler:
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H, NCH, CH, CH, CH, CH(NH, )COOH Lysin-decarboxylase o ey cH, CH,CH, CH, NH, + CO,

Lysin Cadaverin
HN HN
I - I _
C-NHCH, CH; CH, CH(NH, COOH Arginin-decarboxylase _ ¢~ NpycH,CH,CH,CH,NH, + CO,
H,N Arginin HZIIJ Agmatin

H,NCH, CH,CH,CH(NH,)cooH  Qrmithin-decarboxylase y ncy,cH,CH,CH,NH, + €O,
Ornithin Putrescin

Disse aminer med deres to NH, grupper vil i vandig oplesning reagere steerkt
basisk, og det er fremkomsten af denne basiske reaktion pavist med en indi-
kator, der tages som udtryk for, at en decarboxylering har fundet sted. Under
de betingelser, der anvendes ved prevernes udferelse, vil aminerne ophobes,
mens de under andre betingelser ville kunne nedbrydes yderligere.

De 3 decarboxylaser, der her er tale om, er alle udtalt substrat-specifikke,
men udviser ellers stor lighed med hensyn til deres struktur (Appelbaum et
al. 1975) og betingelserne for deres dannelse og aktivitet. De er siledes alle
inducerbare enzymer, som kun dannes, hvis substratet er tilstede. De dannes
kun, nar dyrkningsmediet har et sterkt surt pH, 5,0-5,5, men da bakterier
vokser darligt ved si lavt pH, bruger man tils@tning af et fermenterbart kul-
hydrat (glukose), siledes at pH falder gradvis. Det er vist, at enzymdannel-
sen er maximal pa det tidspunkt, da aktiv celledeling er ved at ophere. Alle 3
enzymer kraever for at kunne fungere tilstedevaerelse af pyridoxalfosfat, der
udger enzymets prostetiske gruppe.

pH-optimum for enzymaktiviteten angives af Gale at ligge uszdvanlig
lavt. Lysin-decarboxylasen har optimum ved pH 6, de andres ligger derunder.
Vagn Moller angiver for lysin og ornithin, at aktiviteten er optimal pa et pH-
niveau mellem 6 og 7, og mener, at forklaringen pd denne uoverensstemmelse
kan skyldes, at han bruger tilsetning af pyridoxalfosfat og en anden buffer.

I Mollers udformning af decarboxylase-preverne er der tale om et lukket
veekstsystem, hvor enzymet induceres, dannes og virker i samme system. Et
vaesentligt treek ved dynamikken i systemet er, at der forst sker et kraftigt
pH-fald og derefter — nir aminen dannes — en sekundzer stigning. Det er
en komplikation, at vakstsubstratet p4 grund af sit indhold af pepton vil
give anledning til alkalidannelse, hvis bakteriernes respiratoriske stofskifte
gar igang, men det forhindrer man ved at gore systemet (delvis) anaerobt
ved hjelp af et lag paraffinolie over mediet. Med lysin og ornithin vil et indi-
katoromslag under de givne betingelser med stor sikkerhed kunne tolkes som
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en stedfunden decarboxylering; det samme er ikke tilfzldet med arginin som
substrat. Det skyldes, at arginin under provens betingelser kan metaboliseres
pé en anden made end ved decarboxylering, nemlig ved hjzlp af dihydrolase-
systemet, som spalter arginin til citrullin, der gar videre i en energigivende
proces, som forer til dannelse af ammoniak, der ogs vil medfere en pH-stig-
ning. I en prgve udformet efter Mollers princip kan disse to — helt forskel-
lige — enzymatiske processer altsd ikke adskilles uden supplerende under-
spgelser. Nir det drejer sig om fakultativt anaerobe bakterier, har man pa
Seruminstituttet gjort det til en vedtegt at tolke et positivt indikatorom-
slag i argininglasset som en positiv reaktion for decarboxylase, vel vidende
at der kan vaere tale om decarboxylase alene, dihydrolasesystemet alene eller
begge enzymer samtidigt. Om brug af Mollers argininglas til dihydrolasepavis-
ning ved en direkte enzymtest, se kapitel 31.

3..Valg af metode

P& Seruminstituttet har man naturligt nok holdt sig til den af Moller angivne
metode. Andre metoder baseret pd indikatoromslag ses ikke at frembyde
umiddelbare fordele, hvorimod kromatografiske metoder, specielt gaskroma-
tografi, i princippet nok mé foretreekkes, hvis den fornedne tekniske kapaci-
tet er til stede, iseer af hensyn til argininprgven.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

Mollers forenklede metode til pdvisning af aminosyredecarboxylase
Substrat

Pepton 0,5%
Kodekstrakt 0,5%
Bromkresolpurpur (1:500) 0,5%
Kresolradt (1:500) 0,25%
Pyridoxal 0,0005%
Glukose 0,05%

i dest. vand



270 Undersogelse af proteinomseetning

Til substratet sttes en af de folgende aminosyrer:

1% L(+)-lysindihydroklorid glas market “lysin”

1% L(+)-argininmonohydroklorid ” ”  Parginin”
1% L(+)-ornithindihydroklorid i »  ornithin”
Som kontrol substrat uden aminosyre ” »  kontrol”
pH indstilles til 6,0.

Af substraterne aftappes ca. 1,1 ml i snaevre reagensglas (155 x 10/11 mm),
og efter autoklaveringen tilseettes steril paraffinolie, s& der dannes et ca. 5 mm
hejt lag over substratet,

Ved nye indkeb af pepton eller kodekstrakt udvaelges fabrikationsnumre, der
giver passende tydelige reaktioner, siledes at proverne ikke bliver for fol-
somme eller for svage.

Udforelse: Glassene tilsds med lige platinnal fra en degngammel renkultur
pa bouillonagar eller blodagar. Det er tilstrekkeligt at fore ndlen med inoculum
gennem paraffinlaget ned i mediet som ved inokulation af et forgeeringsglas.
De tilsiede glas inkuberes ved 35°C i 4 dage. Gale har anbefalet en lavere
inkubationstemperatur, men Moller fandt 35°C bedre og mener, det skyldes
de anaerobe vaekstbetingelser.

Afleesning: Glassene afleses dagligt i 4 dage. Nar indikatorsystemet viser
stragul farve, afleses proven som negativ, og nir det viser violet farve som
positiv. I omslagsomradet viser glassene en gralig farve, der kan afleses som
en svag positiv reaktion, nar kontrolglasset er strigult. Man kan se svagt posi-
tive reaktioner ved aflesning senere end 4 dogn, men da de i diagnoseskema-
erne ikke er registreret som positive, bar afleesninger efter 4 degn ikke med-
tages.

Fortolkning: En positiv reaktion i lysin- og ornithinglasset kan umiddel-
bart tolkes som tilstedevarelse af henholdsvis lysin- og ornithindecarboxylase.
Som navnt kan en positiv reaktion i argininglasset betyde, enten at bakterierne
har en arginindecarboxylase eller en arginindihydrolase eller at begge enzymer
er til stede. En hurtigt indtreedende og kraftig positiv reaktion tyder pa, at
arginindihydrolase er til stede, mens sene og svage reaktioner er typiske for
decarboxylasen. Moller har foresliet ved hjelp af Nesslers reagens at under-
spge, om der er ammoniak til stede i glasset, da dette vil vare udtryk for
dihydrolaseaktivitet, men Nessler’s ammoniakprove giver ikke altid klare
resultater, og vi bruger den ikke i diagnoseafdelingen. Da diagnoseskemaerne
for Enterobacteriaceae anferer positivt udfald for Mollers argininglas uden at
skelne mellem, om den skyldes det ene eller det andet enzym, skal positive
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prover altid fortolkes som decarboxylase-positive, nar der er tale om stammer
af Enterobacteriaceae.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ved flambering af platinnile, der har veeret stukket igennem et lag paraffin,
fremkaldes et spruttende fyrveerkeri af braendende paraffindriaber, der med-
forer risiko for samtidig spredning af bakterier. Flamberingen ber derfor
ske i serlige Bunsen-brandere omgivet af en kappe, der opfanger de klumper
og draber, der springer fra nilen ved opvarmningen.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Forekomsten af decarboxylaser er forst og fremmest underspgt systematisk
i familien Enterobacteriaceae. Det storste materiale kommer fra CDC, Atlanta,
publiceret af Ewing i 1973, og vi har valgt at reproducere en oversigtstabel
fra dette arbejde, som har den fordel, at resultaterne er angivet i procent,
og at de sdvidt man kan se ma vare udfort med Mollers teknik — den samme
som vi bruger.

Decarboxylasereaktioner indenfor Enterobacteriaceae (modificeret efter Ewing 1973)

Lysin Arginin Ornithin
Antal

Species stammerftegn  %+D(%+)) | tegn %+D) (%+)?) |tegn %+ (%+P
E. coli 872 | d 81 (1,5) d 16 (39) |d 58 (8)
A-D?) 618 | d 74 (8) d 7 (43) |d 12 (3,4)
S. dysenteriae 400 | - 0 d 1,5 (11) |- 0
S. flexneri 1817 | - 0 - 8 (1,6) |- 0
S. boydii 400 | - 0 d 18 (32) |- 2,59
S. sonnei 633 | - 0 - 0,5 (5) + 99
E. tarda 494 | + 100 - 0 (0,2 |+ 100 (0,2)
S. cholerae-suis 20 | + 95 (+) 0 (95 |+ 100
S. typhi 288 | + 100 -+ 0 (2) |- 0
S. enteritidis 995 | + 95 +/(+) 65 @27 |+ 0
A. hinshawii®) 315 | + 99(0,3) | (+)/+ 25 (74 |+ 100
C. freundii 582 | - 0 d 45 (45) |d 13 (0,2)
C. diversus = C. koseri 226 | - 0 +/(+) 62 (35 |+ 100
K. pneumoniae 3560 | + 98(0,1) | - 0,2% - 0
K. ozaenae 256 d 36 (6,3) - 4.2 (4) - 1
K. rhinoscleromatis 50 | - 0 - 0 - 0
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Lysin Arginin Ornithin
Antal

Species stammerltegn %+ (%+)? | tegn %+1) (%+)D) |tegn %+Y %+
E. cloacae 460 | - 0 + 92 (2 + 94 (1,3)
E. aerogenes 121 + 98 - 0 + 96 (1)
E. hafnia 286 | + 100 d 5 + 99
E. agglomerans =

Erwinia herbicola 536 | - 0 - 0 - 0
S. marcescens 1402 + 100 - 0,9) + 100
S. liquefaciens 109 +/(+) 64(31) - 0 + 100
S. rubidaea 49 | +/(+) 61(31) - 0 - 0
P. vulgaris 70 | - 0 - 0 - 0
P. mirabilis 372 | - 0 - 0 + 98
P. morganii 208 | - 0(1,5M |- 0 + 96
P. rettgeri 170 | - 0 - 0 - 0
P. alcalifaciens 249 | - o(1%y |- 0 (0,4V)- 1,2%
P. stuartii 162 | - 0(0,6%) | - 0 - 0
Erwinia spp. 16 | - 0 - 0 - 0
Pectobacterium spp. 95 | - 0 - 0 (10) |- 0
Y. enterocolitica®) 330 | - 0 - 0 + 93
Y. pseudotuberculosis 20 | - 0 - 0 - 0

1) % positive efter 1-2 degns inkubation.

2) % positive efter 3-4 dogns inkubation.

3) A-D = Alkalescens-Dispar (bioserotyper af E. coli).

4) Alle var S. boydii biotype 13.

5) A. hinshawii repraeesenterer den tidligere genus Arizona.
6) Data fra Nilehn (1969).

Nogle

+  290% positive inden for 1-2 degn.

(+) positiv reaktion efter 3 eller flere dogn.

- 290% viser ingen reaktion.

-/(+) de fleste negative, nogle stammer dog sent positive.

+/(+) de fleste reaktioner kommer inden for 1-2 degn, nogle dog senere.
d vekslende udfald af reaktionen (+, (+), -).

w svagt positiv reaktion.

Skristreg skal i alle tilfeelde leeses som “eller”.
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Desuden er decarboxylaserne veardifulde ved adskillelsen af de to genera,
Vibrio og Aeromonas. Hovedmonstret er:

Arg Lys Orn
Vibrio - + +
Aeromonas + d+ -

Arterne Vibrio parahaemolyticus og V. alginolyticus er dog ofte ornithin-
negative. [ genus Plesiomonas er alle 3 decarboxylaser til stede.

I genus Pasteurella er det vist af Frederiksen (1973) og andre, at P. multocida
og P. pneumotropica som regel er ornithin-positive, mens 2. ureae er negativ.
De gvrige decarboxylaser er kun meget sjeeldent til stede. Ornithindecarboxy-
lase anvendes som led i en biotypeinddeling af H. influenzae og H. parainfluen-
zae (Kilian 1976; Bruun & Friis-Mgller 1976).

7. Diagnostisk vaerdi og szerlige anvendelsesomrader

Det er ikke helt sjzldent at finde en negativ decarboxylasereaktion hos stam-
mer, hvor reaktionen efter diagnoseskemaet kunne forventes at vare positiv.
Om dette skyldes, at proven ikke er tilstraekkelig folsom, eller om tabsmu-
tanter er serligt hyppige, vides ikke; det kunne ogsa vaere, fordi de eksisterende
diagnoseskemaer treenger til at revideres.

Selv om undtagelser forekommer, har de fleste species af Enterobacteriaceae
et ret stabilt monster af bestemte decarboxylasereaktioner, der er af betydelig
verdi ved diagnosen. Seerlig kan fremhaves Klebsiella pneumoniae monstret,
hvor der alene findes en kraftig lysindecarboxylase. Samme menster findes
hos S. typhi og hos nogle Serratia rubidaea, men det forringer ikke provens
veerdi ved identifikation af Klebsiella. Differentialdiagnostisk har det stor
veerdi, at Salmonella regelmessigt er lysin-positiv og Citrobacter lysin-negativ.
En undtagelse herfra er S. paratyphi A, som er lysin—-negativ. Adskillelse mellem
Vibrio og Aeromonas er tidligere omtalt. Pseudomonas maltophilia og Altero-
monas putrefaciens er ornithindecarboxylase—positive.
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Kapitel 31
Arginindihydrolaseprever

Prover der péviser de bakterielle enzymer, tilsammen kaldet arginindihydro-
lasesystemet, der spalter arginin til citrullin og dette videre til ornithin, CO,
og NH; under energiudvikling.

1. Historisk indledning

[ 1940 viste Hills, at streptokokker og stafylokokker spaltede arginin til
ornithin under samtidig dannelse af NH; og CO,. Han mente spaltningen
skyldtes et specifikt enzym, som han foreslog at kalde arginindihydrolase,
men han kunne ikke i detailler angive reaktionsforlebet, da han hverken fandt
citrullin eller urinstof som frie intermedigerprodukter. Den i gjeblikket accep-
terede forklaring pa reaktionsforlobet blev fundet af Knivett i 1952. Han viste,
at citrullin faktisk optreeder som intermedirprodukt, og at der ved dettes
spaltning dannes ornithin og carbamylfosfat; dette sidste giver CO, og NH;,
samtidig med at der dannes et molekyle ATP. Hills’ dihydrolase var altsa
i virkeligheden et kompleks af flere enzymer, som nu kaldes dihydrolase-
systemet. At denne argininspaltningsproces er energigivende blev siden vist
pa en meget direkte made af Sherris et al. (1957) ved hjzlp af en Pseudomonas-
stamme, som i argininfrit medium horte op med at bevaege sig, nar ilten var
opbrugt, men genoptog bevegelsen nar der tilsattes arginin.

Som bakteriologisk prove blev afspaltning af NH; fra arginin som udtryk
for dihydrolase-aktivitet indfert i streptokokdiagnostikken af Niven et al.
i 1942, og til undersogelse af lactobaciller indfortes den i 1953 af Briggs. I
Mollers decarboxylase-prove med arginin fra 1955 til undersogelse af Entero-
bacteriaceae indgik for si vidt ogsa dihydrolasepavisning, som omtalt i afsnittet
om decarboxylase-prover. Slade et al. (1954) og Sherris et al. (1957) var de
forste som viste, at pseudomonader ogsi indeholder dihydrolasesystemet.
Mere maélbevidste forseg pa at udnytte pavisning af dihydrolasesystemet i diag-
nostikken af gramnegative stave og forseg pa at udarbejde en simpel metode
er udfert af Hormaeche & Munilla (1957), Sherris et al. (1959), Thornley
(1960) og Stanier et al. (1966), og blandt disse er det iseer Thornley’s metode
som har fundet anvendelse.
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Thornley havde observeret, at i Hugh & Leifson’s lukkede forgeeringsglas
viste en del pseudomonader omslag til basisk reaktion, og hun viste at denne
alkalisering var uafhengig af, om der var vaekst i glasset, og at den udeblev,
hvis inoculum havde veeret opvarmet til 100°C. Der var altsa tale om en virk-
ning af preeformerede enzymer. I seerlige forseg viste Thornley, at det var ar-
ginin-indholdet i peptonen, der betingede reaktionen, og at der dannedes
citrullin som intermedizrprodukt, siledes at der ikke kunne vere tvivl om,
at det var dihydrolasesystemet der fremkaldte reaktionsforskydningen. Hun
udformede derefter et seerligt halvflydende medium med 0,1% pepton og 1,0%
arginin og fenolrgdt som indikator; pH var indstillet til 7,2, og efter inokulering
dakkedes substratet med smeltet vaselin for at skabe delvis anaerobe forhold.
Ved undersogelse af et stort antal stammer fandtes en klar adskillelse i to
grupper. Blandt de arginindihydrolase-positive stammer fandtes naesten alle
undersogte pseudomonader, nogle aeromonader, en enkelt vibrio og et par
stammer af Enterobacter cloacae. Blandt de arginindihydrolase-negative
fandtes Achromobacter (heri inkluderet Acinetobacter), Flavobacterium,
Alcaligenes, flertallet af Enterobacteriaceae og enkelte pseudomonader.

Thornley’s resultater er siden bekraeftet af Taylor og Whitby (1964) og
af Stanier et al. (1966). De sidstnavnte péviste arginindihydrolasesystemet
ved en kvantitativ bestemmelse af argininresten efter 2 timers indvirkning
af bakteriesuspensionen i et glas med en bestemt ringe mangde tilsat arginin.

De viste ogsd, at udnyttelse af arginin som eneste kulstof- og energikilde
er en egenskab, som ikke er korreleret med forekomsten af arginindihydrolase.
Desuden har de bekreftet, at enzymerne er Konstitutive, og at de er inaktive
i neerver af ilt, men aktive under anaerobe forhold.

Analyse af arginin-nedbrydningsprodukter ved hjelp af tyndtlagskroma-
tografi og gaskromatografi tillader bedre end de simplificerede metoder at
afgore, hvilke enzymer der har veeret aktive. De har ogsa vaeret anbefalet til ru-
tinebrug (Williams et al. 1971; Moss et al. 1972; Zolg & Ottow 1973), specielt
til at skelne mellem arginindecarboxylase og arginindihydrolasesystemet.

2. Biokemisk baggrund

Der er mindst tre mader, hvorpa bakterier kan nedbryde arginin:

(1) Ved hjzlp af en aminosyreoxidase, som er en deaminase, kan bl.a.
Proteus danne den tilsvarende o-ketosyre, dvs. o—ketoglutarat med samti-
dig frigerelse af NH; (se kapitel 32).

(2) Ved hjelp af en decarboxylase kan mange bakterier danne den tilsva-
rende amin, dvs. agmatin, som derefter af enzymet agmatinase i alle tilfeelde
spaltes videre til putrescin og urinstof, der evt. yderligere vil kunne spaltes
til NH; og CO, (se kapitel 30).
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(3) Ved hjelp af arginindihydrolasesystemet kan en del bakterier ved en
hydrolytisk proces forst danne citrullin og derefter ornithin; det er den proces
dette kapitel handler om.

Reaktionsforlgbet i dihydrolasesystemet er folgende:

arginin-
Arginin + H,O ——— citrullin + NH3
deiminase

citrullin-
Citrullin +H, O + fosfat + ADP ——— ornithin + NH; + CO, + ATP
deiminase

(ell. citrullin-ureidase)

Den sidste af de anferte reaktioner beskrives ogsid som opdelt i to individuelle
reaktioner (Barker 1961; Schimke et al. 1966):

ornithin-
Citrullin + fosfat «————— ornithin + carbamylfosfat
transcarbamylase

carbamat- )
Carbamylfosfat + ADP 412———» ATP + CO, # NH,4
inase

Da de tre n®evnte former for argininomdannelse alle fgrer til dannelse af alka-
liske produkter, mé to testbetingelser vaere opfyldt, for at man kan tolke
et indikatoromslag til alkalisk side som udtryk for en positiv dihydrolase-
reaktion: (1) Den oxidative deaminase mé ikke kunne fungere, og det kan
opnds ved at skabe anaerobe forhold i prgven. (2) Decarboxylasen mé ikke
kunne fungere, og det kan undgas hvis den nedvendige induktion ved lav pH
forhindres, hvilket kan ske ved at holde pH omkring neutralpunktet i hele
forspgsperioden. P4 grund af dihydrolasesystemets egenskaber kan disse be-
tingelser let opfyldes. Enzymerne er nemlig konstitutive, s& induktion er
overflpdig, og de fungerer kun under anaerobe betingelser. Det, der kraves,
er derfor: 1) en ikke pa forhind induceret cellesuspension, 2) en argininop-
lpsning med moderat bufferkapacitet indstillet omkring neutralpunktet, og
3) anaerobe betingelser i reaktionsblandingen, som kan opnas med et lag
paraffinolie. Under disse forhold kan man éntydigt fortolke et indikatoromslag
i alkalisk retning som ensbetydende med tilstedeveerelse af arginindihydrolase.
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Modsat decarboxylasetesten, hvor vaekst er en forudsatning, er dihydrolase-
testen udpreget en direkte enzymtest baseret pd preeformeret enzym og
kraver derfor et relativt stort inoculum.

Dannelse af dihydrolasesystemets enzymer er updvirket af glukose i mediet.
Syntesen er konstitutiv og foregir bide under aecrobe og anaerobe betingelser.
Hvorvidt de udelukkende er aktive under anaerobe forhold, som hzvdet af
Stanier et al., er usikkert; litteraturen i ovrigt tyder pa, at der er aktivitet
bade under aerobe og anaerobe forhold. Aktiviteten heemmes ikke af cyanid,
der er en kraftig inhibitor for decarboxylase (Taylor & Whitby 1964).

3. Valg af metode

Hvis man onsker si vidt muligt at differentiere mellem tilstedeverelse af
arginindecarboxylase og arginindihydrolase, ma man udfere to prover: (1) Mol-
lers decarboxylase~prove, og (2) Thornley’s dihydrolase-prove, hvor man er
sikker pa, at decarboxylasen ikke vil fungere. Hvis kun én af preveme er
positiv, er resultatet klart; hvis begge er positive er det sikkert, at dihydrolase-
systemet er tilstede, men det er ikke dermed udelukket, at decarboxylasen
samtidig er til stede.

I Mollers argininglas til decarboxylase-undersogelse er det en forudsztning,
at inoculum kommer i veekst, men det ser ud til — efter erfaringer p4 Serum-
instituttet — at samme glas ogsé kan bruges til en direkte enzymtest for dihy-
drolase ved at suspendere en storre meengde kultur i mediet.

I hvert fald har det vist sig med pseudomonader — som kun vil vokse meget
sparsomt eller slet ikke under paraffinolien — at man far positiv reaktion
med stort set de samme pseudomonasarter, som gav positivt udfald med en
modificeret Thornley-prove (Reiter og Bruun i diagnoseafdelingen, upubli-
ceret). I streptokokafdelingen har man over en leengere periode sammenlignet
Mpollers arginin-prove og den tidligere anvendte arginin-prove med NHj pa-
visning og ikke fundet systematiske forskelle.

Disse erfaringer synes at vise, at Mollers glas udmerket kan bruges til en
dihydrolase-prave for strikt aerobe bakterier, nar man i stedet for at betragte
det som et vaekstmedium bruger det som argininoplesning og serger for at
lave en passende tzt bakteriesuspension i oplesningen. Der vil derfor i rutine-
diagnostik af strikt aerobe bakterier ikke vaere grund til at anvende en ser-
skilt dihydrolase-prove, hvorimod man til fakultative bakterier og ved syste-
matiske eller specielle undersogelser ma anbefale at bruge bade Mollers decar-
boxylase-prove og Thornley’s dihydrolase-prove. ‘

I det folgende beskrives kun Thomley’s prove til pavisning af arginin-dihy-
drolasesystemet, hvorimod der med henblik pa anvendelse af Mollers arginin-
glas til dihydrolase-pavisning henvises til ovenstiende og til afsnittet om
decarboxylaser (se kap. 30).
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4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning
Thornley’s metode (let modificeret, idet pepton er udeladt)

Substrat

L-~arginin monohydroklorid 1,0%
NaCl 0,5%
K,HPO, 0,03%
Fenolredt 0,001%
Agar 0,3%

Dest. vand; pH indstilles til 7,0-7,2.

Substratet aftappes i 5 cm heje lag i almindelige 155 x 14/15 mm reagensglas.
Efter inokulation daekkes substratet med et lag smeltet paraffin eller man kan
bruge et lag paraffinolic som i Megllers glas. Som kontrol anvendes samme
substrat uden arginintilsetning. Det er vigtigt, at pH er indstillet p4 nejagtig
samme verdi, si proveglas og kontrolglas har samme farve.

Udforelse: Glassene inokuleres fra en degngammel renkultur pd standard-
plade uden forgarbart kulhydrat. Inokuleringen skal veere massiv i form af
en synlig tyk sgjle af bakterier ned igennem det halvflydende substrat. Dette
opnas bedst ved hjeelp af en pasteurpipette fyldt med en meget tet suspension
af renkulturen. Glasset inkuberes ved 35°C.

Afleesning: Prove- og kontrolglas afleeses efter 4 timer og efter 1 degn.
Indikatorens omslag til red farve betegnes som positiv reaktion. Som ved
en ureasereaktion skal der vere klar farveforskel mellem kontrol- og preve-
glas for at man kan stole pd en positiv reaktion. Prover, der er positive efter
4 timer, betegnes som sterke: +++, senere indtreedende omslag som svage: +.
Farveomslaget vil vare tydeligst lige omkring inoculum; man kan ikke forvente,
at hele substratsejlen skifter farve.

Fortolkning: Da en oxidativ desaminering er udelukket pa grund af paraf-
finolien og arginin er eneste kvalstofholdige stof, kan et indikatoromslag
med sikkerhed tolkes som tilstedeveerelse af arginindihydrolasesystemet.

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

Den eksisterende viden om arginindihydrolasesystemets udbredelse blandt
bakterier er meget mangelfuld. Af oplysningerne i litteraturen kan man ikke
altid afgere, om bestemte bakterier indeholder dihydrolase, decarboxylase
eller begge enzymer. De folgende data er samlet fra de forskellige arbejder om
dihydrolase, iseer Niven et al., Moller, Thornley, Stanier et al., og suppleret
med egne erfaringer.

Pseudomonas: Folgende species er regelmessigt positive: P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida, P. pseudomallei og P. mallei. 1 folgende species er
nogle stammer positive: P. stutzeri, P. picketii, P. alcaligenes, P. pseudoal-
caligenes og P. fragi.

Enterobacteriaceae: 1 szrlige undersogelser er det med sikkerhed vist, at
praktisk talt alle stammer af Salmonella og Enterobacter cloacae er
positive. Men Salmonella er s& sent positive, at det tjener til at dif-
ferentiere dem fra E. cloacae ved aflesning pa 2. dag. Formentlig er
stammer af mange andre genera, fx. Escherichia, Shigella og Citrobacter,
0gsa positive.

Vibrionaceae: Dihydrolase er sikkert pavist i nogle Aeromonas-stammer
og en enkelt stamme af Vibrio anguillarum, men systematiske underse-
gelser mangler.

Chromobacterium: Nogle stammer af C. violaceum.

Micrococcus: Nogle stammer af M. varians.

Staphylococcus: Alle stammer af S. aureus og S. epidermidis og de fleste
stammer af S. saprophyticus.

Streptococcus: De fleste species. Enkelte species som S. bovis og S. salivarius
og stammer af gruppe M og O er negative.

Bacillus: B. licheniformis angives som positiv.

Lactobacillus: Ca. 2 af de undersogte species.

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomréider

Kun for genus Streptococcus er der et tilstreekkeligt stort erfaringsmateriale
til at vise, at proven er vardifuld til at differentiere pa species-niveau. Det
samme synes at veere tilfeldet i genus Lactobacillus og genus Pseudomonas,
men i hvert fald for sidstnavntes vedkommende er erfaringerne med de sjeld-
nere species forelgbig for sma. Til adskillelse af Micrococcus og Staphylococ-
cus har preven en vis vaerdi, men nogle stammer i begge grupper afviger fra
hovedmenstret.

I familien Enterobacteriaceae er situationen den, at man rutinemassigt
registrerer en alkalisk reaktion i Mpllers decarboxylase-prove som positiv
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uden sikkert at kunne skelne mellem decarboxylase- og arginindihydrolase-
aktivitet, ogsi som sddan har proven vardi, men en szrskilt undersogelse
af dihydrolasens forekomst ville vare gnskelig.
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Fenylalanindeaminaseprsver

Enzymet fenylalanindeaminase pavises ved at konstatere at bakterierne er i
stand til af aminosyren fenylalanin at danne fenylpyrodruesyre. '

1. Historisk indledning

Med et klassisk arbejde af Krebs i-1935 begyndte det nzrmere studium af
oxidativ aminosyrenedbrydning. Krebs anvendte lever- og nyrehomogena-
ter, men samme &r viste Bernheim et al., at ogsa en suspension af Proteus-
bakterier var i stand til at oxidere, decarboxylere og deaminere en rekke
aminosyrer, deriblandt fenylalanin. Stumpf & Green (1944) viste eksperi-
mentelt, at der ved bakteriel deaminering af en bestemt e-aminosyre dannedes
den tilsvarende a-ketosyre og ammoniak. (I enzym-nomenklaturen betegnes
aminosyredeaminase som regel kun som aminosyreoxidase, hvad der kan virke
lidt forvirrende).

Til aminosyren fenylalanin svarer ketosyren fenylpyrodruesyre, men at
denne sidste faktisk dannes ved bakteriel deaminering af fenylalanin var ikke
kendt i 1938, da Henriksen & Closs i Norge i forbindelse med nordmanden
Folling’s (1934) grundleeggende arbejde over sygdommen fenylketonuri patog
sig at underspge, om noget af den i urinen udskilte fenylpyrodruesyre stam-
mede fra tarmbakteriers omsetning af fenylalanin. De viste, at en Proteus-
stamme var i stand til af fenylalanin at danne store mengder fenylpyrodrue-
syre, som pévistes ved fremkomst af en gron farve efter tilsetning af ferri-
ammoniumsulfat. Da en samtidig undersegt colistamme ikke forte til dan-
nelse af fenylpyrodruesyre, s& forfatterne en mulighed for at anvende evnen
til at danne fenylpyrodruesyre af fenylalanin i bakterieklassifikationen. De
undersegte derfor et storre antal bakteriearter, idet de tilsatte tatte suspen-
sioner til et mineralmedium indeholdende fenylalanin og glycerin og kunne
vise, dels at en positiv farvereaktion indtradte sd hurtigt (3 til 1 time), at den
matte skyldes preeformeret enzym, dels at kun stammer af klassisk Proteus
og Morgans bakterie gav kraftigt positive reaktioner.
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Dette udmearkede og originale arbejde satte sig ingen spor, for Henriksen
i 1950 publicerede et nyt arbejde om fenylpyrodruesyrereaktionen, som han
dengang kaldte den, og pany viste, at blandt Enterobacteriaceae var Proteus-
gruppen den eneste, som gav meget staerke reaktioner.

I arene derefter fulgte en lang rzkke arbejder, hvor Henriksens resultater
blev bekreftet og metoden modificeret pa forskellig made.

Singer & Volcani (1955) viste, at ogsi Providencia gav en kraftig positiv
reaktion, og foreslog dels at bruge ferriklorid som et mere folsomt reagens
i stedet for ferriammoniumsulfat, dels at bruge aminosyren tryptofan i stedet
for fenylalanin, fordi den rede farve, som indolpyrodruesyren danner, er mere
stabil end den grenne farve, som dannes'med fenylpyrodruesyre. Ogsa Henrik-
sen har senere veeret inde pa tryptofanets fordel (Bovre et al. 1974).

Allerede Henriksen & Closs havde fremhavet betydningen af god ilttilgang
til suspensionen og anbefalet at lazgge praveglasset horizontalt; Singer & Volcani
anbefalede af samme grund at sette glassene i en rystemaskine.

I Frankrig indfertes proven af Buttiaux et al. (1954) og af Ben Hamida
& Le Minor (1956); i England blev den forst anvendt af Clarke & Shaw (1954)
og Shaw & Clarke (1955). De anvendte fenylalanintesten kombineret med
Leifson’s malonattest og udformede den som en mikrometode. Ewing et al.
(1957 citeret efter Ewing 1962) indferte proven i USA og anbefalede at bruge
en skriagar med tilsat fenylalanin og at flyde kulturen med reagenset.

Senere modifikationer skyldes Vassiliadis & Politi (1968) og Ederer et al.
(1971), som kombinerede fenylalanin-prgven med en ureaseprove.

Mikrometoder er foresldet af Stewart (1961) og af Bergquist & Searcy
(1963) og paper-strip metoder (“Phenestix™) af Smith & Free (1962) og
Goldin & Glenn (1962).

2. Biokemisk baggrund

I den menneskelige organisme er det forste trin i den oxidative nedbrydning
af fenylalanin normalt en omdannelse til tyrosin ved hjzlp af en hydroxylase.
(Medfedt mangel pa evne til at danne denne hydroxylase giver anledning til
fenylketonuri, en stofskiftesygdom som medferer andssvaghed). Denne hy-
droxylase er ogsd pavist hos enkelte bakterier (Letendre et al. 1975), men det
forste trin i den oxidative nedbrydning af fenylalanin hos bakterier er normalt
en deaminering til fenylpyrodruesyre. Neeste trin kan vere en decarboxyle-
ring, der forer til dannelse af fenyleddikesyre.
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De fleste bakterier indeholder aminosyreoxidaser, som er i stand til at udfere
den indledende deaminering til den tilsvarende ketosyre; det videre forleb
af oxideringen af de forskellige aminosyrer kan arte sig meget forskelligt.
Nogle aminosyreoxidaser udviser en tydelig substratspecificitet, andre kun
en ringe. Bernheim et al. (1935) péviste, at suspensioner af Proteus-bakterier
oxiderer en lang reekke aminosyrer; i nogle tilfeelde skete der bade en deamine-
ring og en decarboxylering, i andre tilfeelde kun en deaminering. Det sidste
var bl.a. tilfzeldet med fenylalanin. Folgelig matte man forvente en ophobning
af fenylpyrodruesyre, og at dette var tilfeeldet viste Stumpf & Green (1944).
Det har senere vist sig, at Proteus-bakterier er de eneste Enterobacteriaceae,
der giver anledning til ophobning af fenylpyrodruesyre ved nedbrydning af
fenylalanin, men om det skyldes mangel pa en substrat-specifik decarboxylase
eller en auto-intoksikation af suspensionen (Seidenberg et al. 1962) er ikke
kendt.

Den dannede fenylpyrodruesyre pavises med ferrijoner som reagens ved
fremkomst af en gren farve ved sur reaktion. Reaktionen for denne proces
er ikke med sikkerhed kendt. Ferrijoner danner ogsd med visse andre ketosyrer
forskellige farvede forbindelser, sdledes en kirsebarrod farve med indolpyro-
druesyre dannet af tryptofan (Singer & Volcani 1955). Farvercaktionen angives
at veere afheengig af, at carbonylgruppen i ketosyren optreeder i enolform, og
det er vist, at farvedannelsen er korreleret med suspensionernes mulighed
for at danne de til ketosyren svarende hydrazoner. Nogen umiddelbar praktisk
betydning for provens udforelse har disse konstateringer vistnok ikke. Derimod
er det af betydning, at det er vist, at fosfat heemmer dannelse af farvekomplek-
set (Smith & Free 1962).

Aminosyredeaminasers syntese stimuleres af alkalisk pH. Maske burde
man derfor overveje at bruge suspensioner af kulturer dyrket p4 medier med
pH omkring 8. Direkte induktion af enzymdannelsen med fenylalanin synes
ikke at finde sted; tveertimod kan man vise, at suspensioner af kultur fra fenyl-
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alaninholdigt medium viser nedsat aktivitet, muligvis fordi de dannede ammo-
niumjoner udegver repression pid enzymdannelse og/eller ~aktivitet. Glukose
i vekstmediet nedsatter enzymaktiviteten. Rigelig ilttilforsel begunstiger
den oxidative deaminering.

3. Valg af metode

Hvis fenylalanindeaminase-proven alene bruges til at skille Proteus-stammer
fra andre Enterobacteriaceae, opstar der ingen vanskeligheder, fordi den meget
kraftige sortgrenne farve, som Proteus giver, uden vanskelighed skelnes fra
de antydninger af grenfarvning, der kan forekomme med stammer af andre .
genera.

Hvis man derimod gnsker at anvende preven inden for andre bakteriegrup-
per, fx. Moraxella og Flavobacterium, har det vist sig, at man kan komme
til at std overfor en skala af grenfarvning, hvor skellet mellem positive og
negative reaktioner bliver ganske arbitraert.

Ifolge underspgelser af Henriksen (Bovre et al. 1974) kunne det se ud til,
- at en tryptofandeaminase-prove vil veere bedre egnet i disse tilfzelde, da man
med denne ojensynlig undgir de fleste af de reaktioner, som kun ytrer sig
med en svag farvning i fenylalanindeaminase-prgven. Tryptofanproven ma
dog forst underspges systematisk i flere laboratorier.

Den modifikation af Bergquist & Searcy’s metode af fenylalanintesten,
som har veret anvendt i diagnoseafdelingen i de sidste 10 ar, har fungeret
tilfredsstillende, nar talen er om Proteus, men det gor tilsyneladende de fleste
udformninger af proven. En sterre folsomhed, hvis det onskes, kunne forment-
lig opnds ved en mere aktiv iltning af suspensionen, fx. ved at ryste glassene
eller ved at reducere vaeskevolumen og legge glassene horizontalt.

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

Diagnoseafdelingens modifikation af Bergquist & Searcy’s metode
Substrat

L-fenylalanin 0,5% i dest. vand
0,5 ml aftappet i Widalglas (70 x 10/11 mm)
Glas market: ’Fenylal”
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Reagens

FeCl;,6H,0 2%
5N HC1 1%
i dest. vand.

Udforelse: Fra en degngammel renkultur pa bouillon- eller blodagar op-
slemmes tet i substratet. Suspensioner fra blodagar giver i nogle tilfzelde
steerkere reaktioner end suspensioner fra bouillonagar. Glasset henstilles i
termostat ved 35°C i 2-4 timer, hvorefter et par draber af reagenset tils&ttes.

Aflcesning: Proven afleses umiddelbart efter reagenstils®tning. En positiv
prove viser sig ved, at der omgéende indtrader en kraftig morkegron farvning
af hele glassets indhold. Farven vil i nogle tilfeellde hurtigt begynde at aftage
i styrke, s glassene ma ikke hensta til senere aflesning.

Fortolkning: Kun glas der viser en kraftig morkegrgn farve betragtes som
sikkert positive. Svagere nuancer af grent (gronlig farve) kan ses med visse
bakterier, men tolkningen er her usikker og forudsetter kendskab til forhol-
dene i den pagaldende bakteriegruppe for at kunne udnyttes.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen sarlige ud over de sadvanlige ved arbejde med patogene bakterier.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Oplysninger om fenylalanindeaminase findes ikke systematisk i Bergey’s
Manual, 8. udg., undtagen for Enterobacteriaceae. Det skyldes, at mange
grupper af bakterier aldrig har veeret undersogt. De nedenanforte kommentarer
er derfor stort set baseret pa egne erfaringer.
Alcaligenes:A. faecalis (syn. A. odorans): gronlig farve. :
Enterobacteriaceae: Proteus: alle species. Undtagelsesvis kan enkelte stam-
mer veere negative. Erwinia herbicola: en del stammer giver gronlig farve.
Undtagelsesvis kan en grenlig farve ogsd ses hos stammer af alle andre
species.
Aeromonas: enkelte stammer kan give en gronlig farve.
Agrobacterium: A. radiobacter.
Flavobacterium: en del kan give en gronlig farve.
Moraxella: M. phenylpyruvica og M. urethralis: alle stammer.
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Acinetobacter: typiske stammer er altid negative; psychrofile stammer
som ligner Acinetobacter, men er oxidase-positive (= Thornley’s phenon
3, (Thornley, 1967)), kan give en gronlig farve.

Bacillus: B. sphaericus, B. apiarius, B. pantothenticus og B. cirroflagellosus
og nogle stammer af B. firmus er angivet som positive.

Mycobacterium: blandt hurtigvoksende arter angives M. phlei og M. vaccae
at vere positive.

7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomrader

Til verifikation af diagnosen af alle Proteus-arter er proven meget palidelig,
da kun meget fi stammer (2-3%) er negative. Provens veerdi i ovrigt er si
darligt undersegt, at man ikke kan sige noget bestemt derom i ejeblikket.
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Indolprever

Prover, der paviser tilstedevarelse af indol i bakteriekulturer. Pavist indol tages
som udtryk for, at bakterierne har dannet enzymet tryptofanase, som spalter
aminosyren L-tryptofan under dannelse af indol.

1. Historisk indledning ’

Virchow har beskrevet, at han under kolera—epidemien i Europa 1848-49
ved underspgelse af koleralig iagttog en smuk rosared farve, nar der blev haldt
salpetersyre over tarmindholdet, hvor han igvrigt havde iagttaget “vibrioner
og fimrende monader” (cit. fra Schuchardt 1887). Sandsynligvis skyldtes den
rpde farve indol i tarmindholdet fremkaldt af vibrionerne, men det vidste
Virchow ikke, dog satte han den i forbindelse med en eller anden form for
proteinnedbrydning under forradnelse.

Kort efter at Robert Koch i 1883 havde pavist koleravibrioner i Agypten
og Indien, blev der fundet en del andre vibrioner, og problemet blev derefter
at finde kriterier, som kunne skille den sgte koleravibrion fra de uzgte. Under
dette arbejde opdagede flere forskere i 1886 og 1887 uafheengigt af hinanden
og uafhangigt af Virchows iagttagelse, at hvis man satte svovlsyre til en kolera-
kultur, fremkom der en rod farve — den sikaldte kolerargdt-reaktion. Preven
var ganske vist ikke til megen nytte i differentialdiagnosen, da de fleste vibrio-
kulturer gav samme rode farve (Poehl 1886; Bujwid 1887; Dunham 1887).

En forklaring p4 kolerarodt-reaktionen gav kemikeren Salkowski i 1887.
Han viste, at kemisk set er "koleraradt” ikke noget seregent farvestof, men at
der i kulturen foregir en nitrosoindolreaktion. Denne bestar i, at indol i nserveer
af nitrit og ved sterk sur reaktion giver en rod farve. Reaktionen var angivet
af kemikeren von Baeyer, der i 1870 brugte den til indolpévisning under
arbejde med farvestoffet indigo, som kemisk er nzert beslegtet med indol.
Det nedvendige nitrit til fremkaldelse af nitrosoindolreaktionen i kolerakultu-
rerne stamrhede fra bakteriernes reduktion af de sma mangder nitrat, der som
regel var til stede i medierne som forurening. Ved samme lejlighed viste Salkow-
ski, at nogle af de sikaldte forrddnelsesbakterier ogsd gav en nitrosoindolreak-
tion.
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Kitasato (1889), der pa det tidspunkt arbejdede i Robert Koch’s laboratorium,
si de muligheder,der 13 i at udnytte indolpavisning som et middel til at skelne
mellem forskellige bakterier, og viste bla., at E. coli var indol-positiv, mens
tyfus—paratyfus-gruppens bakterier var indol-negative. Hurtigt derefter vandt
metoden indpas i de bakteriologiske laboratorier, idet man nu foruden svovl-
syre satte nitrat eller nitrit til kulturerne (Salkowski’s prove).

En ny form for indolpreve indfertes efter at det var blevet vist, at en rod
farvereaktion, som Ehrlich havde opdaget i 1900 ved tilsetning af p-dimetyl-
aminobenzaldehyd til urin, skyldtes indol. Max Neisser, der var elev af Ehr-
lich, provede reaktionen pa bakteriekulturer og fik sin elev Bohme til at gen-
nemarbejde metoden. I en artikel fra 1905 viste Bohme, at denne Ehrlich’s
indolreaktion var mere folsom end Salkowski’s preve, og anbefalede den til
almindelig bakteriologisk brug; reagenset bestod af paradimetylaminobenzalde-
hyd oplest i 96% @tylalkohol og koncentreret saltsyre. Bohme anbefalede
sekundzr tilsetning af et oxidationsmiddel (kaliumpersulfat), som dog vist
hurtigt gik af brug. B6hme bekreftede den tidligere erfaring, at det rode farve-
stof, som dannes ved reaktionen, er oplgseligt i amylalkohol.

Formentlig med udgangspunkt i denne observation foreslog Kovacs i 1928
(Kovacs 1928, 1931) et nyt indolreagens, hvor paradimetylaminobenzalde-
hydet var oplest i amylalkohol. Fordelen herved er ikke umiddelbart indly-
sende, men sandsynligvis beror den pa, at reagenset lettere bliver liggende
som et lag oven pa kulturen, fordi amylalkohol er mindre vandoplaselig end
atylalkohol. Der synes dog ogsd at vare tale om en primitiv formfor eks-
traktion ved at bruge amylalkohol. Reagenset er mere ustabilt end Ehrlich-
Bohme’s reagens, men Gadebusch & Gabriel (1956) har senere angivet at hvis
man anvender isoamylalkohol, bliver det mere stabilt.

Ved de tre hidtil omtalte indolprever, Salkowski’s, Ehrlich’s og Kovacs’,
settes reagenset direkte til kulturen, men da der i bakteriekulturer kan dannes
andre stoffer (forskellige indolderivater, glukosamin, ham, osv.), som frem-
kalder samme rode farve med reagenset som indol, kan proven udfert pa denne
made ikke éntydigt tolkes som en prove for tilstedevaerelse af enzymet trypto-
fanase. En storre specificitet af proven har man derfor forsegt at opna ved
isolation af indolet ved destillation eller ekstraktion, for reagenset tilsattes.
Da indol er mere flygtigt end de andre stoffer, som giver samme farvereaktion,
foreslog Goré i 1921 (Malone & Goré 1921, Goré 1921) at udfere proven ved
at fugte glassets vatprop med reagenset og s@tte kulturerne i et 100°C vandbad,
hvorefter indoldampene satter sig i proppen, der farves rod. Samme princip
kan praktiseres ved at placere et stykke filtrerpapir fugtet med reagenset i
laget over en pladekultur under inkubationen. Allerede tidligt blev der peget
pd muligheden for at anvende forskellige organiske oplesningsmidler til eks-
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traktion af indolet for reagenstilsatningen, og i 1958 anbefalede Isenberg &
Sundheim en metode baseret pi ekstraktion med toluen, og Elisabeth O.
King anvendte i 1959 en forudgiende xylenekstraktion til pavisning af indol-
dannelse i kulturer af Flavobacterium meningosepticum. Det kan naevnes,
at allerede i 1922 havde Martin Kristensen i diagnoseafdelingen, ved indol-
underspgelse af Haemophilus influenzae foretaget udrystning med kloroform
eller amylalkohol for reagenstilsetning. Ved en forudgiende ekstraktion
opnér man ikke blot en mere specifik reaktion, men ved at anvende et forholds-
vis lille volumen ekstraktionsmiddel i forhold til kulturens volumen opnér man
ogsd en koncentrering af indolet og derved en moderat forpgelse af folsom-
heden i sammenligning med prever, hvor reagenset tilsettes direkte.

For en fuldstendigheds skyld skal anfgres to indolprover baseret pa andre
kemiske reaktioner end de hidtil nevnte. Det er dels Gnezda’s prove (Gnezda
1899; Holman & Gonzales 1923), hvor reagenset er oxalsyre, dels en prove
anbefalet af Isenberg & Sundheim (1958), hvor reagenset er hydroxylamin.
Den kemiske reaktion bag fremkomsten af den rede farve ved disse reaktioner
kendes ikke. Efter litteraturen at demme anvendes disse metoder ikke idag.

En direkte enzymprove, hvor det preformerede enzym (tryptofanase) i
en bakteriesuspension bringes i kontakt med det specifikke substrat (L-trypto-
fan) under optimale reaktionsbetingelser, er forst beskrevet af Clarke & Cowan
(1952) og her i landet anvendt af Biilow (upubliceret).

Angaende forskellige mikrotests, spottests og striptests til indolpavisning,
som alle er tillempninger baseret pd en af de ovennavnte metoder, henvises
til Weaver et al. (1968), Blazevic et al. (1970), Sutter & Carter (1972) og Fung
& Miller (1972).

2. Biokemisk baggrund

Dannelse af indol

En af de méader, hvorpd aminosyren tryptofan kan omdannes af bakterier,
er en spaltning ved hjelp af enzymet tryptofanase, hvorved der dannes frit
- indol, pyrodruesyre og ammoniak. Pyrodruesyren virker som repressor for
tryptofanase.

ercmcmunz)coowmo TRYPTOFANASE @j + CH,COCOOH +NH,4
N N

H H

Tryptofan Indol Pyrodruesyre
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Processen kraver tilstedevarelse af ilt, men muligvis bruges ilten kun ved den
samtidige trinvise oxidation af sidekaden (Gale 1947; Wilson & Miles 1955).
Dannelse af tryptofanase kraever induktion med tryptofan (Newton & Snell
1965), mens glukose i substratet medferer repression af enzymdannelsen,
i hvert fald i mengder over 0,25%. Enzymets pH optimum er 7,4-7,8, og sam-
tidig glukoseomsztning ferende til syredannelse vil derfor haemme enzymak-
tiviteten (Logie 1920; Suassuna et al. 1962a, b). Pyridoxalfosfat (vitamin Bg)
er prostetisk gruppe i co-enzymet, og i mutanter, som ikke kan syntetisere
vitamin Bg, er enzymet ude af stand til at fungere.

Pavisning af indol

Indolmolekylet danner ved kondensation med reagenset paradimetylamino-
benzaldehyd en farvelps forbindelse, som ved opvarmning eller syretilseetning
omdannes til et redt kinonagtigt stof.

®
20 N A

H

N{(CH,),
[
N+(CHj),
Indol p-dimetylamino- Rosindol (redt farvestof)
benzaldehyd

Videre omdannelse af indol

Indol kan nedbrydes videre af nogle bakterier, bl.a. Clostridium tetani (Reed
1942), og det kan under szrlige omstendigheder resyntetiseres til tryptofan
(Logie 1920; Newton & Snell 1965). Folgen er, at undertiden vil indol kun
veere til stede i kulturen over en vis periode, hvad der far betydning for valg
af det rette tidspunkt til prevens udferelse.

3. Valg af metode

Diagnoseafdelingen har i mange &r brugt Ehrlich’s indolpreve som standard-
metode; i de senere &r er denne preve i serlige tilfaelde suppleret med den
af King anvendte xylenekstraktionsmetode, og i faceslaboratoriet anvendes
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til undersogelse af pladekulturer et stykke reagensvadet filtrerpapir anbragt i
laget under inkubationen.

Der er grund til at overveje, om man som standardmetode ikke burde fore-
treekke enten en ekstraktionsmetode, fx. med xylen, eller en metode til direkte
enzympdvisning, fx. den af Biilow udarbejdede, for at arbejde med en metode,
som pa samme tid er mere specifik og mere folsom end den nu anvendte. I
det folgende beskrives 4 metoder:

a) Ehrlich’s indolreaktion med direkte tilsetning af reagens

b) Ehrlich’s indolreaktion med ekstraktion for reagenstilseetning
c) Ehrlich’s indolreaktion under fordampning fra pladekultur

d) Direkte enzymtest for tryptofanase

4. Teknisk udforelse, aflzesning og fortolkning

a) Ehrlich’s indolprove med direkte tilscetning af reagens

Substrat: Den sékaldte indolbouillon bestar af 0,26% trypsinbehandlet
kasein (NZ-amin) i demineraliseret vand, pH 7,7. Man velger kasein pa grund
af dettes relativt store tryptofanindhold, s& ekstra tilseetning af tryptofan
bliver unedvendig. Substratet aftappes i 5 cm hoje lag i smalle glas (155 x 10/
11 mm).

Reagens (Ehrlich-Bohme)

Paradimetylaminobenzaldehyd 10g
Atylalkohol 96-100% 950 ml
Saltsyre, konc., ren 200 ml

Reagenset, der er svagt gulligt, opbevares i brune pipetteflasker ved stuetem-
peratur og er her holdbart i méinedsvis. Hvis reagenset er blevet brunligt, er det
uanvendeligt.

Udforelse: Indolbouillonen inokuleres med stort inokulum og inkuberes
rutinemeessigt ved 35°C, men ved lavere temperatur, hvis man ved, at bakterien
har et lavere temperatur-optimum. Reaktionen udferes, nar kulturen er udvok-
set; det vil hyppigst veere efter 24 timer, men efter 48 timer eller endnu senere,
hvis kulturen vokser langsomt. Hurtigt voksende kulturer bor ikke undersoges
senere end efter 24 timer af hensyn til risikoen for sekundzer nedbrydning af
indolet eller resyntese til tryptofan. Reagenset tilsettes ved at lade 0,5-1,0 ml
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fra pipetten lgbe langsomt ned ad den indvendige side af glasset, som holdes
n@sten vandret. Glasset rejses derefter forsigtigt til lodret stilling, idet det
gelder om, at reagenset kommer til at ligge som en skive oven over substratet,
da man ikke kan se svage reaktioner, hvis reagenset blander sig med substratet.

Afleesning: En positiv reaktion bestir i en redviolet skive pa graeensen mel-
lem reagenslaget og kulturen. Selv den svageste rode farve regnes som positiv.
Svage reaktioner ses tydeligere, hvis der holdes hvidt papir bag glasset. Sterke
reaktioner optreeder momentant, svagere reaktioner i lobet af fa minutter.
Reaktionen holder sig lange, men efter nogen tids henstand kan der i nega-
tive glas pa greenselaget opsti en svagt brunfarvet skive, som kan give anledning
til tvivl, derfor ber glassene sa vidt muligt afleses efter fi minutters forlpb.

Fortolkning: Traditionelt fortolker man fremkomsten af en red farve som
en positiv indolreaktion. I meget sjeeldne tilfelde er dette ikke rigtigt: en
svagt redpigmenteret Serratia kan give en indollignende reaktion, idet alko-
holen i reagenset koncentrerer pigmentet, si det fra at have veeret nasten
usynligt fremtreeder som en tydelig rod skive. Pyocyanindannende stammer
af Pseudomonas aeruginosa kan give falsk positiv reaktion, idet pyocyani-
net ved den stzerkt sure reaktion, som skyldes reagenset, bliver rodt.

I vore nuvarende diagnoseskemaer betyder indol-positiv ikke blot en reak-
tion med det rene indol, men ogsid med indolderivater og andre forbindelser,
som reagerer ved Ehrlich’s direkte test.

b) Ehrlich’s indolprove med ekstraktion for reagenstilscetning

Substrat og reagens som under a).

Udforelse: Inokulation og inkubation som under a). For reagenstilsaet-
ningen tilsettes ca. 1,0 ml xylen, og kulturen rystes kraftigt, hvorefter den
henstilles pa bordet, til xylenen har samlet sig som et lag overst i kulturen.
Derefter tilsettes reagenset pa samme made som under a).

Afleesning som under a).

Fortolkning: Ved fremkomst af en positiv reaktion kan man drage den
slutning, at bakterierne danner enzymet tryptofanase. Det skyldes, at man
med xylen kun ekstraherer indol, som derfor er det eneste stof, der fir mu-
lighed for at reagere.

c¢) Ehrlich’s indolreaktion under fordampning fra pladekultur

Reaktionen kan anvendes, nar man ensker svar p4 indolreaktionen samtidig
med, at den farste subkultur er udvokset. Man ber i sddanne tilfelde tilsette
ekstra tryptofan til pladen. Man anbringer i laget af den tilséede plade en
strimmel filtrerpapir vedet med Ehrlich-Bohme’s reagens, si den klaber til
laget. Efterhanden som kulturen vokser frem, vil eventuelt dannet indol i et
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vist omfang fordampe, og indoldampene vil reagere med reagenset pa filtrer-
papiret, som bliver rodt. Nir pladen dbnes, kan man ved positiv reaktion ogsi
lugte indolet. Der er erfaring for, at kun bestemte slags filtrerpapir er egnede,
men ethvert stykke kan gores egnet efter kort neddypning i syre og pafelgende
torring, for reagenset dryppes pd. Ogsi ved denne udferelse er man sikker pa,
at en positiv reaktion skyldes tryptofanase, da de evrige stoffer, som kan give
den rode farve med reagenset, ikke — eller ikke s& let — fordamper ved inku-
bationstemperaturen. Folsomheden er ifelge Gaarslev omtrent som ved ekstrak-
tionsmetoderne.

d) Direkte enzymtest for tryptofanase

Substrat

L-tryptofan (1% i dest. vand) 50 ml
1/15M KH,PO, 85 ml
1/15 M Na, HPO, 915 ml

Blandingen af fosfater svarer til Serensens fosfatbuffer med pH 7,8.
Aftappet i en meengde pa 1 mli Widalglas (70 x 10/11 mm).

Reagenser

Ehrlich-Béhme’s indolreagens
Toluen

Udforelse: Kulturen hestes fra en renkultur pa agarplade tilsat tryptofan
og opslemmes teet i et Widalglas med L-tryptofan-substratet. Derefter til-
seettes straks 3 draber toluen og S draber indolreagens.

Afleesning: Glasset observeres for fremkomst af en rod farve, som angiver
positiv reaktion, dvs. tilstedeverelse af indol. Hvis den rede farve ikke frem-
kommer straks, betragtes proven som negativ.

5. Sikkerhedforanstaltninger

Ehrlich-Béhme’s reagens er pa grund af sit saltsyreindhold sterkt stsende.
Xylen, der anvendes til ekstraktion, er under mistanke som cancer-fremkal-
dende stof. Man kan i stedet anvende toluen. Bade xylen og toluen er brand-
farlige og ma ikke komme i neerheden af aben ild.
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6. Fortegnelse over de vigtigste indol-positive bakterier

Fortegnelsen er baseret pa Bergey’s Manual, 8. udg.

Escherichia

Edwardsiella

Citrobacter koseri (diversus)

Proteus, alle species undtagen P. mirabilis
Yersinia enterocolitica, nogle stammer
Shigella, flere serotyper

Klebsiella, biotypen oxytoca og enkelte andre stammer
Salmonella, ganske fa stammer

Erwinia herbicola, nogle stammer

Vibrio, 3 species inklusive V. cholerae
Aeromonas

Lucibacterium

Flavobacterium meningosepticum
Haemophilus, nogle stammer af flere species
Pasteurella multocida og P. pneumotropica
Cardiobacterium hominis

Bacteroides, flere species

Fusobacterium, flere species

Peptococcus, flere species

Bacillus, enkelte sjeeldne species
Clostridium, mange species

7. Provens diagnostiske veerdi og saerlige anvendelsesomrader

Proven er palidelig, da den er let at afleese og har stor fglsomhed. Den direkte
Ehrlich-prave giver ifplge litteraturen falsk positive reaktioner, men hvor
hyppigt ved vi ikke. Man ma gore sig klart — iszer hvis man bruger andre me-
toder — at i de fleste af vore diagnoseskemaer er disse falske positive medta-
get som sandt positive. Provens differentieringsevne er god i familien Entero-
bacteriaceae og i flere genera som Flavobacterium, Haemophilus, Pasteurella,
Bacteroides, Fusobacterium, Peptococcus og Clostridium. 1 mange andre taxa
har den ingen diagnostisk betydning; det gelder fx. alle genera af strikt acrobe
bakterier, alle gramnegative kokker, grampositive kokker som Micrococcus,
Staphylococcus og Streptococcus, og endvidere Lactobacillus og coryneforme
bakterier fordi reaktionen — muligvis med ganske enkelte undtagelser — altid
er negativ i disse taxa.
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Blandt de gramnegative, fakultative stave forekommer en positiv indolreak-
tion og en positiv Voges-Proskauer reaktion relativt sjeldent samtidig. Sam-
tidig forekomst kan derfor blive en genvej til en diagnose. Samtidig forekomst
treffes blandt oxidase-negative hos Klebsiella oxytoca, enkelte Yersinia
enterocolitica og nogle Erwinia herbicola (Enterobacter agglomerans), og
blandt oxidase-positive hos Aeromonas hydrophila, nogle stammer af Vibrio
cholerae, Vibrio alginolyticus og Vibrio anguillarum.
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Kapitel 34

Svovlbrinteprever

Prgver som paviser bakteriers evne til at danne svovlbrinte (H,S) af svovl-
holdige organiske og/eller uorganiske forbindelser.

1. Historisk indledning

Svovlbrintes karakteristiske Iugt har fra gammel tid vaere forbundet med fore-
stillingen om forrddnelse is@r i ag. Pasteurs elev Gayon undersegte mikro-
organismers betydning for processerne i rddne g, og til pavisning af svovl-
brinte anvendte han filtrerpapir veedet med blyacetat, som bliver sort, hvis
luftarten er til stede (Gayon 1875). Carl Julius Salomonsen anvendte samme
teknik i sin disputats: ”Studier over Blodets Forraadnelse” fra 1877. Da honse-
@®g pa et lidt senere tidspunkt blev anvendt til dyrkning af bakterier, fandt
Hueppe (1888), at koleravibrioner dannede H,S, og Schrank (1888) fandt
Proteus i radne ®g og viste, at de dannede H,S. En anden teknik til pavisning
af H,S blev angivet af Fromme (1892). Den var ogsd baseret pa princippet,
at H, S med metalsalte danner morkfarvede uopleselige metalsulfider, men han
brugte jerntartrat eller jernsakkarat sat til gelatineplader, hvorved han opniede
at H,S-dannende bakterier voksede med sorte kolonier, og han kunne bla.
vise, at tyfusbakterier er kraftige H, S-dannere.

Der var i disse 4r megen diskussion om betydningen af de forskellige me-
diers indhold af svovlholdige bestanddele og om hvordan svovlbrintefriga-
relsen foregik (se fx. Holschewnikoff 1889), men Rubner (1893a, b) bragte en
vis afklaring, idet han bl.a. viste, at det var svovl fra de organiske forbindel-
ser i medierne, som omdannes til H,S, og at processen var specifik og ikke
udelukkende betinget af de almindelige reduktionsprocesser, der altid foregar
i en voksende kultur. Lidt senere viste Beijerinck (1901) imidlertid, at nogle
af de medicinsk vigtige bakterier ogsi kan danne H,S af uorganiske svovifor-
bindelser som thiosulfat og sulfit som eneste svovlkilde. Pivisning af den
serlige gruppe bakterier, som i naturen fremkalder sulfatreduktion og store
svovlaflejringer, skyldes ogsd Beijerinck, men det er strikt anaerobe, autotrofe
bakterier, som falder uden for den medicinske bakteriologi.
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De forste arbejder, hvor et storre antal forskellige bakterier blev karakteri-
seret efter deres evne til H, S-dannelse, skyldes Petri & Maassen (1892, 1893a,
b), Stagnitta-Balistreri (1893) og Morris (1897). De to sidstnavnte arbejdede
hos Rubner, og Morris indferte den teknik, som derefter anvendtes af de
fleste til ind i 1930%erne, dvs. tilsetning af blysalt direkte til mediet. Eksem-
pler p4 medier af denne slags er angivet af Kligler (1917) og Jordan & Victorson
(1917), som serligt fremhzxevede H,S-reaktionens betydning i Salmonella-
diagnostik. I litteraturen nzvnes det ofte, at Orlowski i St. Petersborg (1897)
var den forste som brugte blyacetat i medierne, og at han som den forste
fremhavede forskellen mellem H,S-negative E. coli og H,S-positive Salmo-
nella. Ingen af disse pastande er efter vore undersogelser rigtige. Det uheldige
i at sztte giftige metalsalte til veekstmedierne, som ogsa tidligere undersogere
tildels havde erkendt, blev szrligt fremhavet af ZoBell & Feltham (1934), og
derefter gik man gradvis over til at anvende jernsalte, som er mindre giftige
end bly- og vismutsaltene.

Foruden Fromme (1892) var dog enkelte andre tidligere sldet ind pd denne
vej. Nikolaus Kovacs fra Wien angav i 1925 en teknik baseret pa tils@tning
af ferrosulfat. Hans metode var specielt udarbejdet med henblik pad under-
spgelse af anaerobe bakterier, og til dyrkningen anvendte han 20% kalvebouil-
longelatine i heje lag i smalle glas, da det viste sig, at dette sejtflydende medium
— han dyrkede ved 37°C — gav tilstreekkelig anaerobe forhold. Tilsat 0,05%
ferrosulfat markerede mediet H,S-dannelse ved en kraftig sort farve, og han
opniede derved i samme kultur at kunne pavise gelatinesmeltning og H,S-
dannelse. Denne teknik i modificeret form optog Martin Kristensen kort efter
i diagnoseafdelingen. Han anvendte 10% gelatine, brugte ferriklorid (0,25%)
i stedet for ferrosulfat og gik over til at bruge mediet ved 22°C af hensyn til
gelatinesmeltningen og anvendte metoden til alle slags bakterier og ikke specielt
til anaerobe. Selv beskrev Martin Kristensen et al. forst denne modifikation
ganske kort i 1935, men Moltke, der skrev disputats om Proteus vulgaris
i diagnoseafdelingen, anvendte metoden med udmerket resultat og angiver i
disputatsen (1927), at Martin Kristensen allerede da brugte den i stor udstraek-
ning ved Salmonella-diagnostik.

I de forskellige medier anvendt til H,S-pavisning siden arhundredskiftet
var det de svovlholdige aminosyrer i det tilsatte pepton, der var basis for den
dannede H,S. Tilley (1923) viste, at forskellige peptoner gav varierende re-
sultater og anbefalede derfor at tilsette thiosulfat for at opnd konstante re-
sultater. Samtidig foreslog Wilson (1923) tilseetning af sulfit. Den forste anbe-
faling har navnlig vaeret fulgt i USA, hvor det meget anvendte medium triple-
sugar iron (TSI) og et moderniseret Kligler’s medium (som indeholder jernsalt
i stedet for det oprindelige blysalt) begge indeholder thiosulfat. Pollock &
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Knox (1943) viste, at man ogsd kunne anvende tetrathionat, hvilket bl.a.
Pichinoty & Bigliardi-Rouvier (1963) har udnyttet. I forbindelse med ind-
forelse af direkte enzymtest forsegte Clarke (1953) og Olitzki (1954) at an-
vende de svovlholdige aminosyrer cystin og cystein direkte som substrat.
Det viste sig, at under disse betingelser dannede si mange forskellige bakte-
rier H,S, at prevens differentierende veerdi praktisk talt gik tabt. Morse &
Weaver (1950) anvendte en serlig slags pepton i en direkte enzymtest og fandt
ogsé, at for mange stammer var positive, men ved en semikvantitering pa grund-
lag af aflesningstidspunkt kunne man opnd resultater, som var i overensstem-
melse med de gaengse prover. Senest har Padron & Dockstader (1972) anbefalet
et medium, der som svovlkilde foruden pepton indeholder sulfit, specielt bereg-
net til pavisning af Salmonella, da det er selektivt og kun giver positive reak-
tioner med Salmonella, Arizona og Edwardsiella.

Sidelgbende med udformning af H,S-praver baseret pa anvendelse af for-
skellige organiske og uorganiske svovlforbindelser har der veret udfert un-
dersogelser, som forspgte at klarleegge de enzymatiske processer, der fandt
sted ved brug af den ene eller den anden svovlkilde. Som det vil fremgi af
naste afsnit, er der ikke opnéet definitive resultater, og man er derfor endnu
ikke ndet til, at man ved brug af en bestemt H,S-prove med sikkerhed kan
angive, hvilke enzymer der er ansvarlige for den positive preve. Da der sikkert
er forskelle, som ogsa ville kunne udnyttes i praktisk diagnostik, er der her et
omréde, hvor yderligere undersogelser — bade biokemiske og bakteriologiske —
er meget onskelige.

2. Biokemisk baggrund

Da der ved dannelsen af H,S ofte bliver talt om reduktionsprocesser, er
det praktisk at have rede pa svoviforbindelsernes iltningstrin. De er anfort
i fglgende skema, hvor svovlforbindelserne er skrevet i jonform:

Svovliets iltningstrin

+6 sulfat: SO, ™~

+4 sulfit: SO3 ™~

+2,5 tetrathionat: S, 04 ™~
+2 thiosulfat: S,0; 7~

0 svovl: Sg
H, S: svovlbrinte
-2 sulfid: S~ FeS: jernsulfid
PbS: blysulfid
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Pavisning af svovlbrinte

Nar der i en kultur dannes sulfid, vil stoffet delvis afgives i luftform som
svovlbrinte (H,S), let erkendeligt ved sin lugt, delvis vil det i jonform reagere
med andre forhandenvzerende joner. Er det fx. metaljoner som Pb* eller Fe™,
vil der dannes tungtopleselige, morkfarvede metalsulfider (PbS eller FeS).
Dissocieringsgraden af H,S er pH-afheengig, og da sur reaktion nedseatter
dissocieringen, hvorved der bliver feerre sulfidjoner til at reagere med metal-
jonerne se@ger man at undgi, at kulturen bliver for sur ved helt at undlade til-
setning af forgerbare kulhydrater eller ved at holde mangden si lav som
muligt. Frigjort svovlbrinte vil ved opsugning i fugtigt filtrerpapir atter dis-
socieres, og de frigjorte sulfidjoner kan si reagere med metaljoner fra den
oplgsning af metalsalt papiret er fugtet med, og der vil derefter i papiret ud-
feldes brune eller sorte metalsulfider. Ved at anbringe en papirstrimmel fugtet
med en metalsaltoplesning oven over substratet i et kulturglas undgér man
naturligvis helt, at bakterierne udsettes for metalsaltenes toksiske virkning.
Derfor er det en fremgangsmade, der er velegnet ved undersogelse af “sarte”
eller darligt voksende bakterier som fx. Brucella. Det er en fejlkilde ved denne
fremgangsméde, at blyacetatpapir reagerer med mercaptan, som kan dannes
i nogle kulturer.

Dannelse af H,S fra organiske svoviforbindelser

Med organiske svoviforbindelser menes i denne sammenhaeng proteiner og
mere specielt peptoner, som indeholder de svovlholdige aminosyrer methionin
og cystein med folgende formler:

H
|
Methionin: CH;-S-CH,-CH,-C-COOH
|
NH,

H
|
Cystein: HS-CH,-C-COOH
|
NH,
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Desuden forekommer cystin, som dannes af 2 molekyler cystein:

H H
| |
Cystin:  HOOC-C-CH,-S-S-CH,~C-COOH
| |
NH, NH,

Efter den tidligste opfattelse (Kallio & Porter 1950) frigores H, S fra cystein
ved hjeelp af enzymet cysteindesulfhydrase efter folgende formel:

H
| cystein
HS-CH,-C-COOH —————— H,S + NH, + CH,COCOOH
[ desulfhydrase
NH,
cystein . pyrodruesyre

Cystin kan omdannes pd samme maéde efter at det er reduceret til cystein.
Efter en senere opfattelse (Flavin 1962; Cavallini et al. 1963) er det muligt,
at H, S-dannelsen sker ved en cyklisk proces ved hjzlp af enzymet cystathio-

nase og med thiocystein som mellemprodukt. Reaktionen er vist i folgende
skema.

cystein thiocystein

CH,SH CH,SSH

I I

CHNH, szNHz

|

COOH COOH CH,

CYSTATHIO-

|
NASE Cco +NH3

SPONTAN
REAKTION COOH
CH,~S—S—CH,
HpS CHNH,  CHNH,

COOH COOH

cystin pyrodruesyre
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Cystathionase er pavist i bakterier, men efter de foreliggende underspgelser
kan man ikke afgore, hvilken rolle enzymet faktisk spiller, eller om der sam-
tidig er andre muligheder.

Gaarslev (Lautrop et al. 1971) antager, at selv om en vis ringe mangde
H,S dannes direkte ved reduktion af cystein pa en eller anden méde, vil en
mere massiv H,S-dannelse altid skyldes, at der forst sker en oxidation af
H, S til uorganiske, oxiderede svovlforbindelser som fx. thiosulfat eller tetra-
thionat, og derefter vil der hos de bakterier, som har de ngdvendige reduktaser,
ske en sekundeer reduktion af de uorganiske svoviforbindelser til H,S. Denne
opfattelse stemmer med, at de fleste bakterier kan danne smi mangder H,S
i direkte enzymtest med cystein (Clarke 1953; Olitzki 1954) og med pévisning
af, at det er forskellige enzymer som er involveret i H, S-dannelse fra organiske
svoviforbindelser og fra fx. thiosulfat (Tarr 1933, 1934), og med den kends-
gerning at H,S under visse betingelser nemt oxideres til thiosulfat (Kaji &
McElroy 1959). Efter denne hypotese har altsi alle bakterier, som er H,;S-
positive i et ferrikloridgelatinestik, reduktase-enzymer som kan danne H,S
af oxiderede, uorganiske svovlforbindelser, og det er specielt tilstedevarelsen
af disse enzymer, som gor dem “H,S-positive” og ikke det ukendte enzym,
som direkte kan danne H, S af cystein, selv om det indgar i den samlede proces.

Dannelse af H,S fra uorganiske svoviforbindelser, dvs. thiosulfat, tetrathionat
og sulfit

H, S-dannelse fra sulfat er ikke medtaget her, da det som tidligere nevnt er
en egenskab, der kun forekommer i en meget specialiseret bakteriegruppe
(Desulfovibrio), der udferer en sikaldt dissimilatorisk sulfatreduktion, dvs.
en energigivende anaerob respiration med sulfat som elektronacceptor. Foruden
den dissimilatoriske sulfatreduktion forekommer en assimilatorisk sulfatre-
duktion, hvorved flertallet af alle bakterier skaffer sig det svovl, som er ned-
vendigt for cellernes opbygning (Cowie et al. 1950, 1951; Bolton et al. 1953).
Enzymatisk er de to reduktionsprocesser forskellige, idet svovlet ved den
dissimilatoriske proces ender som frie sulfidjoner, der sekundeert omdannes
til svovlbrinte og svovl og ved den assimilatoriske proces ender som organisk
bundne SH-grupper i aminosyrer.

De processer, der finder sted i en svovlbrintepreve, ndr man anvender oxi-
derede svoviforbindelser (tetrathionat, thiosulfat, sulfit) som udgangsmate-
riale, bestar ogsd i en reduktion af svovl fra et hojere til et lavere iltningstrin,
men enzymerne er neppe de samme som dem der indgér i en assimilatorisk
sulfatreduktion. Forholdene i en H,S-preve er ufysiologiske, fordi svovk
kilden er til stede i forholdsvis stor m&ngde, og en anden vanskelighed ved
analysen af de enzymatiske processer er de forskellige svoviforbindelsers store
tilbgjelighed til indbyrdes spontan omdannelse.
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Processen ved anvendelse af tetrathionat som udgangsmateriale er omtalt
af Pollock & Knox (1943) og Pichinoty & Bigliardi-Rouvier (1963). Resultater
af en tetrathionatprgve er omtalt af Le Minor (1967) og Le Minor et al. (1970).
De to enzymer, der fungerer, er en “tetrathionatreduktase”, som omdanner
tetrathionat til thiosulfat, og en “thiosulfatreduktase”, som omdanner thio-
sulfat til sulfid. Disse to enzymer induceres kun og fungerer kun i iltfrit miljo.
Da processerne medforer frigerelse af frie brintjoner og derfor en forskydning
af pH til sur side, kan enzymaktiviteten pavises med en syrebaseindikator
(Le Minor 1970).

Processerne ved anvendelse af thiosulfat som udgangsmateriale i en svovl-
brinteprove er omtalt af Artman (1956), Kaji & McElroy (1959) og Pichinoty
(1962).

Anvendelse af sulfit som udgangsmateriale er forst omtalt af Wilson (1923),
senere har Wilson & Blair (1924), Skovgaard (1958, 1964) og Padron & Dock-
stader (1972) brugt H,S-medier suppleret med sulfit. Den biokemiske bag-
grund for omdannelse af sulfit til sulfid i disse prover er ikke kendt. Man
kender fra den assimilatoriske sulfatreduktion en seerlig “sulfitreduktase”,
et af de mest kompliceret byggede enzymer, som bla. er pavist i E. coli
(Mager 1960; Kemp et al. 1963), men dettes funktion er gjensynlig kun at
skaffe sulfidjoner til cysteinsyntesen (White et al. 1973).

3. Valg af metode

Erfaringen viser, at direkte enzymtests med cystein eller cystin som substrat
er si folsomme, at naesten alle bakterier giver en positiv reaktion, og de er
derfor uden praktisk vaerdi til differentiering. Anderledes er det med de meto-
der, hvor sulfit, thiosulfat eller tetrathionat er substrat; de giver en god diffe-
rentiering, ligesom den oprindelige vaekstmetode, hvor pepton samtidig er
neringssubstrat  og svovlkilde. Forklaringen herpa er sandsynligvis — som
tidligere omtalt — at man i begge tilfzlde kun far positive reaktioner med de
bakterier, som har enzymer der kan reducere oxiderede, uorganiske svovl-
forbindelser. Der er gjensynlig forskel pa de resultater, man opnar ved anven-
delse af de forskellige uorganiske svovlforbindelser, og det antyder, at man
med fordel ville kunne anvende metoder, der skelner mellem bakterier, som har
sulfit-, thiosulfat- og tetrathionatreduktaser, men forelpbig mangler man de
ngdvendige sammenlignende undersogelser. Indtil videre mener vi, at man
bor anvende den Kklassiske prove med pepton som eneste svovlkilde. Maske
burde man dog satte thiosulfat til mediet for at undgd variationer som folge
af vekslende peptonkvalitet.
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4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

a) Stik i ferroklorid-pepton-gelatine medium (Kristensen et al. 1935) modifi-
ceret efter Kovacs (1925)

Substrat

Pepton (Bacto) 2,5%
Kodekstrakt (Difco) 0,75%
NaCl 0,5%
Gelatine 12,0%
Fe(Cl,,4H,0 0,05%

pH indstillet til 7,3-7,4.

Aftappet i 6 cm hoj sojle i smalle (155 x 10/11 mm) reagensglas lukket med
paraffineret korkprop.

Udforelse: Fra en renkultur pa et af standardmedierne tages et rigeligt
inoculum p4 en lige platinnél, som fares helt til bunds midt igennem substrat-
sojlen i glasset. Efter tilsaningen skal glasset omhyggeligt lukkes med den paraf-
finerede korkprop, dels for at undgi fordampning af H, S, dels for at forhindre
at fri ilttilgang medferer re-oxidation af svovlbrinte eller det dannede jern-
sulfid. Inkubering sker ved 22°C, som ikke er optimalt for H, S-dannelsen
(her ville ca. 30-34°C vere bedst), men nedvendigt af hensyn til gelatinens
varmesmeltning.

Aflesningen foretages dagligt i indtil 4 dage. En positiv reaktion viser sig
som en sortfarvning af substratet langs stikkanalen; som regel mest intens
i bunden af glasset og ofte manglende svarende til de gverste mm af substrat-
sejlen. Sortfarvningens intensitet varierer fra heit kulsort til en svag gra farve,
som ses tydeligst, hvis man holder glasset op mod et stykke hvidt papir.

Fortolkning: Som et positivt preveudfald registreres bade kulsorte og gra
farver langs stikkanalen. De kulsorte kan registreres som staerkt positive (+++);
dem ser man med Proteus vulgaris og P. mirabilis, Salmonella og Citrobacter
freundii; dog skal man huske at S. fyphi giver en svagere positiv reaktion end
de andre Salmonella. De gra kan registreres som svagt positive (+); det vil
ofte vise sig at veere Proteus morganii, Hafnia alvei eller Citrobacter koseri.
Men i mange substratportioner optreeder de svagt positive (gré) som helt nega-
tive.

En mere eller mindre udtalt brunfarvning i substratsgjlens gverste 4-5 mm
er ikke ualmindelig; denne ®ndring skyldes ikke svovlbrintedannelse og regi-
streres som negativt udfald.
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Hvis der er tale om en sterkt gelatinesmeltende bakterie som fx. Proteus
eller Aeromonas, kan en samtidig positiv H, S-reaktion vare vanskeligere at
konstatere, fordi det dannede ferrosulfid ikke vil vere koncentreret omkring
stikkanalen, men vil vere jevnt fordelt i hele den smeltede substratsejle, som
antager en diffus gralig farve. Ved sammenligning med et tilsdet H, S-negativt
glas, som man smelter under varmtvandshanen, kan man lettere afgore, om
farven er &ndret.

Forskellige portioner af H,S-mediet kan vise variationer i graden af svart-
ning. Normalt afproves en ny substratportion, for den sendes i laboratorierne,
men Kkonstaterer man, at en forventet staerkt positiv reaktion er svagere end
sedvanligt, er der grund til at kontakte substratafdelingen.

b) Halvflydende blyacetatmedium med ascites til anaerobe bakterier
Substrat

Ascites 30%
Blyacetat 0,1%
Agar 0,28%

Filtreret bouillon

Aftappet i ca. 8 cm heje sgjler (10 ml) i alm. reagensglas (155 x 14/15mm) til-
proppet med paraffineret vatprop.
Udforelse: Tilsas fra standardmedier med rigeligt inoculum ved stik til
bunden af glasset. Inkuberes ved 35°C under aerobe eller anacrobe forhold.
Afleesning: Afleses dagligt indtil 7 dage. Ethvert tegn pa gra eller sort farve
i mediet tages som udtryk for en positiv reaktion.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ud over de szdvanlige sikkerhedsforanstaltninger ved omgang med patogene
bakterier kraves intet sarligt. Dog er det veerd at huske at indénding af sterre
mengder H, S er farligt.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Af det foregdende kan man se, at spergsmélet om hvorvidt en bakterie karak-
teriseres som H,S-positiv eller H,S-negativ for en stor del er et sporgsmél
om, hvilken metode der er anvendt. Da karakteristikkerne i Bergey’s Manual
ofte intet oplyser om de anvendte metoder, vil en fuldsteendig kompilation
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af resultaterne angiende evne til H,S-produktion vaere af begrenset veerdi.
Vi har valgt stort set kun at anfere de resultater fra Bergey’s Manual, som er
i overensstemmelse med egne erfaringer baseret pd de to her beskrevne meto-
der, som i mange ar har veeret anvendt i diagnoseafdelingen.

Pseudomonas putrefaciens (som egentlig ikke er en Pseudomonas og nylig
er overfort til slegten Alteromonas) er steerkt positiv.

Xanthomonas: flere species.

Brucella: med vore metoder negativ, men med mere folsomme metoder er
nogle biotyper positive, andre negative, og dette bruges i biotypeind-
delingen.

Edwardsiella tarda: alle stammer.

Citrobacter: C. freundii, alle stammer sterkt positive; C. koseri, alle stammer
svagt positive.

Salmonella: de fleste serotyper sterkt positive dog er S. paratyphi A altid
negativ. I serotyperne S. typhi, S. paratyphi B og S. cholerae suis fore-
kommer nogle negative stammer; i enkelte sj@ldnere serotyper er alle
stammer negative.

Proteus: P. vulgaris og P. mirabilis steerkt positive; P. morganii svagt positiv.

Aeromonas: de fleste subspecies.

Fusobacterium: de fleste stammer.

Veillonella: alle species.

Peptococcus: alle species.

Peptostreptococcus: 1 species.

Clostridium: ca. } af alle species og nogle stammer i andre species.

7. Diagnostisk veerdi og serlige anvendelsesomréader

Reproducerbarheden i en forud kontrolleret portion af diagnoseafdelingens
standardmedium ma4 anses for at vere god.

Kun i familien Enterobacteriaceae og i genus Clostridium er fordelingen
mellem H,S-positive og H,S-negative taxa siledes, at proven bliver af stor
differentialdiagnostisk verdi. Begge disse grupper indeholder ogsa sulfitreduk-
tase-positive stammer.

Ser man bort fra Edwardsiella, som vi hidtil ikke er stodt p4, og de H,S-
positive Proteus-arter, som er lette at diagnosticere, er blandt tarmbakterierne
Salmonella (inklusive Arizona) og Citrobacter freundii de H, S-positive, og
p4a denne reaktion kan der i almindelighed leegges stor vaegt, selv om nogle
enkelte Salmonella serotyper og stammer er H,S-negative. Indtil for fa ar
siden regnedes E. coli for undtagelsesfrit at veere H, S-negativ, men stammer,
der er blevet H, S-positive pa grund af et overforbart plasmid, treeffes nu med
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en hyppighed pa 1-2 %/, blandt E. coli isolater (Lautrop et al. 1971).

I fecesdiagnostik udnytter man Salmonella typernes evne til H, S-dannelse,
idet man ved at inkludere thiosulfat og ferricitrat i pladerne opnar, at alle
H,S-positive bakterier danner kolonier med et sort centrum pd grund af
udfzldet jernsulfid; herved lettes pladeaflesningen overordentlig meget.
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Kapitel 35

Ureaseprover

Med ureaseprover pavises tilstedeveerelse af enzymet urease, som spalter urin-
stof til ammoniak og kuldioxyd.

1. Historisk indledning

Pasteur’s klassiske geringsundersogelser omfattede ogsd den fra gammel tid
kendte urinstofgeering. I 1862 sa han mikroorganismer i ammoniakalsk dekom-
poneret urin, og i 1864 dyrkede hans elev van Tieghem fra en sddan urin en
bakterie, som han videreforte i kulturer i steril urin. Bakterien fremkaldte
dekomposition med ammoniakdannelse bade af urin og af kunstigt fremstil-
lede urinstofoplesninger. :

I 1872 beskrev Ferdinand Cohn en urinstofspaltende Micrococcus ureae
(muligvis Staphylococcus saprophyticus efter nugeldende nomenklatur),
og andre urinstofspaltere blev beskrevet af von Jaksch (1881) og af Leube
& Graser (1885). Indgaende underspgelser over bakteriel urinstofspaltning
foretog Miquel (1898) og Beijjerinck (1901). Hvorndr man mere maélbevidst
begyndte at anvende urinstofspaltende evne til karakteristik af forskellige
bakterier stir ikke klart, men Brodmeier (1895) bekraeftede en tidligere frem-
sat pastand om, at Proreus herte til urinstofspalterne, og Thorkild Rovsing
viste i sin disputats om blaerebetendelse (1889), at de fleste fra urinen isole-
rede bakterier i hans materiale spaltede urinstof. I et senere arbejde (1897)
udtalte Rovsing: > — jeg tror at Manglen pd urinstofdecomponerende Evne
er en ligesd constant Karakter for B. coli som dens Mangel pa Evne til at farves
efter den Gramske Methode”. Her er det i hvert fald tydeligt, at evnen til
urinstofspaltning erkendes som en diagnostisk veerdifuld egenskab.

Fra omkring arhundredskiftet og indtil 1940’erne blev undersegelsen for
urease iser foretaget som led i identifikationen af Proteus. Man anvendte
steril urin med neutral pH eller en urinstofoplesning og konstaterede omslag
til basisk reaktion ved hjelp af en indikator, som et eksempel kan navnes
Moltkes disputats (1927) fra diagnoseafdelingen om Proteus vulgaris.
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I 1941 kritiserede White & Hill med rette den hidtil anvendte fremgangs-
made ved at fremheeve, at reaktionsomslaget kunne skyldes andre basiske
stoffer end ammoniak, og at ammoniakdannelsen kunne stamme fra andre
stoffer end urinstof. De udarbejdede en mere fejifri metode, som dog var
ret besverlig, men kunne med denne metode vise, at en del andre bakterier
end Proteus dannede urease, selv om der i kvantitativ henseende var stor
variation.

Samme ar angav Rustigian & Stuart (1941) en ny metode, som ved til-
seetning af gerekstrakt skulle sikre, at der altid var rimelige vekstbetingelser
for de underspgte stammer. Mangden af geerekstrakt — 0,01% — var dog si
lille, at man kan vere i tvivl om, at det tilsigtede resultat blev opniet. De
indferte ogsd kontrolunderspgelser i urinstoffri substrater, som skulle sikre
mod de af White & Hill paviste fejlkilder. Mens deres undersogelser stadig
iseer stilede mod en sikker identifikation af Proteus, anvendte Ferguson & Hook
(1943) metoden til at vise, at Salmonella—stammer var urease-negative, og anbe-
falede derfor ureasepreven til differentiering mellem Proteus og Salmonella
i diagnostik af tarmpatogene bakterier.

I et senere arbejde af Stuart et al. (1945) blev de narmere betingelser for
at bruge ureaseprgven som en palidelig Proteus-test fastlagt, og herunder
kom forfatterne ind p4, at man ved at reducere mangden af stedpude i me-
diet dels kunne opna et hurtigere resultat med Proteus, dels kunne udnytte
svagere (senere) reaktioner ved diagnostik af andre arter af Enterobacteria-
ceae. Da det er tvivlsomt, hvor meget bakterierne vokser i det anvendte me-
dium, og da forfatterne anbefalede brug af stort inoculum (3 “loops” til
1,5 ml substrat), ma preven opfattes som en hurtig, direkte enzymtest baseret
pé preformeret enzym, selv om den ikke blev betegnet som sidan. I modifi-
ceret form med udeladelse af gerekstrakttilsetning blev proven indfert som
en direkte enzymtest i diagnoseafdelingen i slutningen af 40’erne, hvor den
siden — fejlagtigt — har géet under betegnelsen modificeret Ferguson & Hook’s
ureaseprove.

Blake Christensen (1946) mente, at man burde udfpre en ureaseprove
under betingelser, hvor bakterierne i deres vakst ikke var afhzngige af am-
moniak fra urinstofspaltningen som kvzlstofkilde, og komponerede derfor
et fast medium (skrdagar) baseret pa et lavt peptonindhold (0,1%). Dermed
forpges muligheden for falsk positive reaktioner (White & Hill 1941), men det
mente han at kunne modarbejde ved at inkludere 0,1% glukose, som under
vaeksten omdannes til syre. Kontrolforsog med en reekke Enterobacteria-
ceae-stammer syntes at vise, at falsk positive reaktioner ikke forekom, og at
den hastighed hvormed den alkaliske reaktion forplantede sig til skraglassets
klump kunne bruges til at graduere reaktionsstyrken. Christensen anbefalede
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sit medium til “’screening” ved rutineundersogelse af faecesprover. Mediet har
siden fundet stor anvendelse i diagnostikken af Enterobacteriaceae, iser i
USA. Mens man formodentlig kan stole pa resultatet, nar det drejer sig om
undersogelse af glukoseforgzrende bakterier, er det mere end tvivlsomt, om
det samme galder for ikke-forgeerende bakterier.

Af nyere arbejder om ureaseprgven foreligger et af Ederer et al. (1971),
som anbefaler en hurtigprove til samtidig undersogelse for urease og fenyl-
alanindeaminase; et af Vuye & Pijck (1973) hvor forskellige ureaseprover sam-
menlignes, og den bedst egnede til bestemte formal udpeges; og et af Murphy
& Hawkins (1975) som behandler ureaseprover ved identifikationen af myco-
bakterier. Ingen af dem indeholder afgprende fornyelser.

2. Biokemisk baggrund

Det neutralt reagerende urinstof hydrolyseres af enzymet urease til ammoniak
og kuldioxyd. I vandig oplesning dannes derfor ammoniumhydroxyd og
kulsyre, der reagerer sammen og danner oplgseligt ammoniumcarbonat.
Skematisk er processen vist i felgende skema:

(NH,),CO + 2H,0 - CO, + 2NH; + H,0 — (NH,;),CO;3

urinstof ammonijumecarbonat

Reaktionen medforer en forskydning i pH fra neutral til basisk, og i klinisk
bakteriologi er en pavisning af pH forskydningen ved hjzlp af en indikator
den almindeligst anvendte metode til at pavise urease-aktivitet. Som naevnt
i den historiske indledning er det under visse forsegsbetingelser ngdvendigt
ved kontrolforseg at sikre sig, at pH forskydningen ikke skyldes andre pro-
cesser (White & Hill 1941).

Urease er meget udbredt i planteverdenen, men sjeldent hos dyr. Det er
ogsd hyppigt blandt bakterier; Seneca et al. (1962) har heevdet, at det fore-
kom i alle bakterier, men Jeffries (1964) viste, at det ikke var rigtigt.

Urease var det forste enzym, som blev isoleret i fuldsteendig ren form.
Summer (1926) fremstillede det af bpnner og kunne af en renset oplesning
udkrystallisere det aktive stof, som viste sig at vare et protein. Siden da har
man erkendt, at alle enzymer er proteiner. Molekylvagten er ca. 480.000.
Virkningen er strengt specifik, ingen andre stoffer end urinstof spaltes. En-
zymet er konstitutivt, og pavisningen af en sékaldt adaptiv urease i Pseudomonas
aeruginosa skyldes vist en fortolkningsfejl (DeTurk 1955). Enzymdannelsen
er sterkt pH afhaengig: ved faldende pH stiger ureaseproduktionen, ved sti-
gende pH falder den. Det betyder, at enzymproduktionen stimuleres i sub-
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strater indeholdende glukose og andre forgzrbare kulhydrater, forudsat at
bakterien danner syre af kulhydraterne (Ishikawa 1928; Richard 1975). I
peptonholdige medier, hvor der frigores ammoniak, sker der omvendt en
undertrykkelse af ureasedannelsen. Enzymets aktivitet er til gengald ret
uafheengigt af pH; man udferer som regel proverne ved en pH mellem 7,0
og 7,5. Enzymet grupperes blandt hydrolaserne, da substratspaltningen sker
under vandoptagelse.

Enzymet findes kun intracellulzert, og da cellemembranen er en delvis
barriere for urinstofs indtreengen i cellen, kan aktiviteten i en bakteriesus-
pension forgges ved forudgiende behandhng med toluen, som forgger mem-
branpermeabiliteten.

3. Valg af metode

Man har mulighed for at vaelge en prove og en aflaesningstid, som medforer,
at kun de kraftigste ureasedannende bakterier som fx. Proteus vil blive re-
gistreret som positive, men man kan ogsi valge en mere folsom prove, hvor
desuden alle svagt ureasedannende bakterier vil give positiv reaktion, og ved
en semikvantitering af resultaterne udnytte dem efter den forhandenvaerende
viden om de sterke, moderate og svage reaktioners differentierende veerdi i
forskellige diagnostiske situationer. Den forste mulighed svarer til den ldre
brug af ureaseproven vasentligst som en ’Proteus-prove”, men der er idag
ingen grund til ikke at vaelge den mest felsomme prave, selv om man ved, at
de svage reaktioner oftest er uden verdi i praksis. Men naturligvis forudssetter
det, at man ret strengt holder sig til de givne regler for semikvantitering af
resultaterne.

I diagnoseafdelingen anvendte man tidligere til ureaseproven et flydende
vekstmedium med samme sammens®tning som Christensens . urinstofagar
(1946) og et kontrolglas uden urinstoftilsetning. Sidst i 1940’erne indforte
Martin Kristensen en direkte enzymtest baseret pa Stuart et al.’s (1945) sa-
kaldte “rapid test” med sma modifikationer, derunder et kontrolglas med
substrat uden tilsat urinstof. Denne direkte enzymtest for ureasepavisning
beskrives i det folgende. Hvis man fx. til Enterobacteriaceae skulle foretrekke
et veekstmedium, vil vi anbefale at bruge Christensens urinstofagar, men frem-
have at prgven kun er egnet til kulhydratforgerende bakterier.
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4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

Direkte enzymtest anvendt i diagnoseafdelingen
a) Urinstofoplosning (i substratafdelingens opskrifter betegnet som urea til
ureaseprove)

Urinstof 1,0%

Primart kaliumfosfat (KH,PO,) 0,1%

Sekundert kaliumfosfat (K, HPO,4) 0,1%

NaCl 0,5%

Fenolrgdt (1:500) v 5 ml/liter

pH indstillet til 7,0

Ca. 0,5 ml aftappet i Widalglas (70 x 10/11 mm) som er market urea+

b) Kontroloplasning
Som a) uden urinstof, glasset maerket urea-

Udforelse

Som inoculum anvendes celler fra en dogngammel renkultur pd en bouillon-
agarplade eller en anden. standardplade. Indholdet af to middelstore gskner
— maximalt fyldt med kultur — overfores til Widalglasset og fordeles jevnt
ved forsigtig rotation af platingskenen i vasken. P4 samme made laves en sus-
pension i kontrolglasset, og man sikrer sig ved sammenligning, at farven er
ens i de to glas. For glassene anbringes i 35°C termostat, settes gummipropper
pa, dels for at undgd fordampning og optagelse af ammoniakdampe fra termo-
statluften, dels for at nedsatte risikoen, hvis et stativ tabes eller veelter. Hen-
stand ved 35°C anvendes som standardmetode, men henstand ved stuetempe-
ratur giver praktisk talt samme resultat.

Afloesning og fortolkning
Ved pH 7,0 er fenolredt svagt gulligbrunlig, mens det ved pH over 8,5 viser
en klar rosared farve. Ved aflesningen sammenlignes farven i de to glas, og
hvis den er mere rod i urinstofoplesningen end i kontroloplesningen, betegnes
proven som positiv.

Aflesning skal ske 15 minutter, 2 timer og ca. 20 timer efter suspende-
ringen. Rod farve efter 15 minutter betegnes som steerkt (++++) positiv, efter
2 timer som middelsteerk (++) positiv og efter ca. 20 timer som svagt (+)
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positiv. Er der ingen rad farve i urinstofglasset efter 20 timer, betegnes proven
som negativ.

Hvis kontrolglasset er lige sa rodt som urinstofglasset, er proven uafleselig;
som regel skyldes dette resultat, at kulturen i sig selv har vaeret steerkt alkalisk,
hvilket angiver, at betingelserne for produktion af en evt. tilstedevaerende
urease har varet ugunstige,

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Arbejdet med at fremstille tatte suspensioner af bakterier i sma, snaevre glas
rummer risiko bade for aerosoldannelse og for at efterlade bakterier pa kanten
af glasset. Kraftig afsluttende flambering af glassets kant skal altid udferes.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

Genet, der koder for urease~enzymet, findes som regel placeret pa kromo-
somet, men i de senere ar er der i sjeldne tilfelde fundet ekstrakromosomale
DNA elementer (plasmider), som kan fore til ureasedannelse. Da saddanne
ekstrakromosomale elementer kan overfores mellem mange mere eller min-
dre beslegtede bakterier, vil man i sjzldne tilfaelde treffe stammer horende
til en urease-negativ taxon, som overraskende viser sig at danne urease, fordi
den beerer et sidant overfert plasmid. Der er fx. fundet enkelte urease-posi-
tive stammer af E. coli og Streptococcus faecium (Cook 1976; Reanney 1976).

a) Taxa med stammer der som regel giver steerk (+++) positiv reaktion
Proteus: alle species undtagen P. inconstans, som kun sjeldent er positiv
Yersinia: alle species undtagen Y. pestis
Actinobacillus: alle species undtagen A. actinomycetemcomitans
Pasteurella: P. ureae og P. pneumotropica
Bordetella undtagen Bord. pertussis
Sporosarcina ureae
FEubacterium ureoly ticum

b) Taxa med stammer der som regel giver middelstoerk (++) eller svagt (+)
positiv reaktion
Klebsiella: de fleste stammer
Enterobacter: nogle stammer
Haemophilus: de fleste biotyper af H. influenzae og H. paramﬂuenzae
samt H. pleuropneumoniae
Brucella: nogle stammer
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Moraxella phenylpyruvica: de fleste stammer
Acinetobacter: nogle stammer
Streptococcus salivarius: de fleste stammer
Bacillus: nogle stammer i flere species
Clostridium: en enkelt species: Cl. sordelli
Corynebacterium: en del species

Norcardia: mange species

Bacterionema: ca. halvdelen af stammerne
Mycobacterium: mange species

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

De kraftige ureasereaktioner (+++ reaktioner) er nyttige ved differentiering
mellem arterne inden for slaegterne Proteus (inklusive Providencia), Yersinia,
Actinobacillus, Pasteurella og Bordetella.

De moderat kraftige reaktioner (++) kan bruges som et positivt bidrag
til diagnosen af stammer inden for de arter, hvor de vides at forekomme, men
de er sjzldent si konstant til stede i en given art, at manglende forekomst
af urease kan tillaegges afgerende betydning.

De svage reaktioner (+) har i gjeblikket som regel ingen praktisk diagnostisk
verdi, men ber udnyttes ved systematisk undersogelse for at skaffe et erfa-
ringsmateriale med henblik pa evt. fremtidig udnyttelse.

8. Referencer

Beijerinck, M.W.: Anhiufungsversuche mit Ureumbakterien. Ureumspaltung durch Urease
und durch Katabolismus. Centralbl. Bakt. 2. Abt. 7: 33, 1901.

Brodmeier, A.: Ueber die Beziehung des Proteus vulgaris Hsr. zur ammoniakalischen Harn-
stoffzersetzung. Centralbl. Bakt. I Abt. 18: 380, 1895.

Cohn, F.: Untersuchungen iiber Bacterien. In: Cohn, F. (ed.): Beitrige zur Biologie der
Pflanzen. Bd. I, Heft 2, p. 158, J.U. Kern’s Verlag, Breslau 1872.

Cook, A.R.: The elimination of urease activity in Streptococcus faecium as evidence for
plasmid-coded urease. J. gen. Microbiol. 92: 49, 1976.

Christensen, W.B.: Urea decomposition as a means of differentiating Proteus and Paracolon
cultures from each other and from Salmonella and Shigella types. J. Bact. 52: 461, 1946.

DeTurk, W.E.: The adaptive formation of urease by washed suspensions of Pseudomonas
aeruginosa. J. Bact. 70: 187, 1955.

Ederer, GM., Chu, J.H. & Blazeviz, D.J.: Rapid test for urease and phenylalanine deaminase
production. Appl. Microbiol. 21: 545, 1971.

Ferguson, W.W. & Hook, A.E.: Urease activity of Proteus and Salmonella organisms. J.
Lab. clin. Med. 28: 1715, 1943.



Urease 319

Ishikawa, M.: Influence of carbohydrates on bacterial decomposition of urea. J. infect.
Dis. 43:67, 1928.

Jaksch, R.v.: Studien liber den Harnstoffpilz. Z. physiol. Chemie 5: 395,1881.

Jeffries, C.D.: Intracellular microbial urease. Nature (Lond.) 202: 930, 1964.

Leube, W. & Graser, E.: Ueber die harnstoffzersetzenden Pilze im Urin. Virchows Arch.
path. Anat. 100: 555, 1885.

Miquel, P.: Etude sur la fermentation ammoniacale et les ferments de 'uree. Georges Carré
et C. Naud, Paris, 1898.

Moitke, O.: Contribution to the characterization and systematic classification of Bac. pro-
teus vulgaris (Hauser). Disputats, Kebenhavn 1927.

Murphy, D.B. & Hawkins, J.E.:Use of urease test disks in the identification of mycobacteria.
J. clin. Microbiol. 1:465, 1975. ,

Reanney, D.: Extrachromosomal elements as possible agents of adaptation and development.
Bact. Rev. 40: 552, 1976.

Richard, C.: Intéret des cultures sur les milieux contenant des sucres fermentescibles pour
la mise en évidence de l'uréase de Klebsiells. Ann. Microbiol. (Inst. Pasteur) 126 B:
201, 197s.

Roberts, D.H., Little, T.W.A. & Forbes, D.: An unusual outbreak of bovine mastitis caused
by a streptococcus. Brit. vet, J. 125: 128, 1969.

Rovsing, T.: Om Blzrebetzndelsernes Atiologi, Pathogenese og Behandling. Disputats,
P. Hauberg & Comp., Kebenhavn 1889,

Rovsing, T.: Kliniske og experimentelle Studier over Urinorganernes infektiose Sygdomme.
Det Schubotheske Forlag, Kabenhavn 1897, p. 232.

Rustigian, R. & Stuart, C.A.: Decomposition of urea by Proteus. Proc. Soc. exp. Biol.
Med. (N.Y.) 47: 108, 1941.

Seneca, H., Lattimer, J.K. & Peer, P.: Bacterial urease in pathogenic bacteria. Comparison
of urea—splitting and non-urea-splitting bacteria. Arch. Path. 74: 489, 1962.

Stuart, C.A. Stratum, E. van & Rustigian, R.: Further studies on urease production by
Proteus and related organisms. J. Bact. 49:437, 1945.

Summer, J.B.: Urease. In: Colowick, S.P. & Kaplan, N.O.: Methods in Enzymology, 3. ed.,
vol. 2, p. 379. Acad. Press, New York 1963,

Tieghem, M. van: Sur la fermentation ammoniacale. C.R. Acad. Sci. (Paris) 58: 210, 1864.

White, E.C. & Hill, J.H.: Bacterial urease. I. A critique of methods heretofore used for de-
monstrating bacterial urease and presentation of a valid and more sensitive test. II. A
study of the ureolytic action of bacteria of significance in genito-urinary infection.
J. Urol. (Baltimore) 45: 744, 1941.

Vuye, A. & Pijck, J.: Urease activity of Enterobacteriaceae: which medium to choose?
Appl. Microbiol. 26: 850, 1973.



