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Kapitel 10
Galdeopleselighedsprover

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

2. Biokemisk baggrund

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

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

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

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

3. Valg af metode

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

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

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

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

B. Plademetoden (Hawn & Beebe 1965)

Substrat: 10% eller 5% blodagarplade

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

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

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

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen serlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

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

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

7. Diagnostisk vaerdi og szerlige anvendelsesomrader

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

Optokinproven underspger bakteriers felsomhed over for Kkininderivatet
optokin.

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

2. Biokemisk baggrund

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

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

3. Valg af metode

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

4. Teknisk udforelse, afleesning og fortolkning

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

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

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

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

6. Fortegnelse over de vigtigste optokinfelsomme bakterier

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

7. Diagnostisk veerdi og s®rlige anvendelsesomrader

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

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3. Valg af metode

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

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

McLeod’s medium

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

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

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

Ingen searlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste tellurresistente bakterier

Streptobacillus moniliformis

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

Erysipelothrix rhusiopathiae

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

oplysninger om de ovrige species.

Mycobacterium: Nogle species.

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

7. Diagnostisk veerdi og saerlige anvendelsesomrader

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

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

1. Historisk indledning

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

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

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

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

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

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

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

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

3. Valg af metode

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

4. Teknisk udferelse, aflaesning og fortolkning

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

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

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

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

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

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

5. Sikkerhedsforanstaltninger

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

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

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

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

Alcaligenes faecalis: de fleste.

Bordetella bronchiseptica: alle

Citrobacter freundii: n®sten alle

Salmonella (inklusive Arizona): kun meget fa stammer

Klebsiella pneumoniae: nzesten alle

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

Hafnia: alle

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

Proteus (inklusive Providencia): alle

Vibrio cholerae: de fleste

Aeromonas: de fleste

Pasteurella: enkelte stammer

Haemophilus vaginalis: alle

Gemella: alle

7. Diagnostisk veerdi og saerlige anvendelsesomrader

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