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A mikrobiologiai diagnosztikaban az oxidaz-probat a Gram-negativ baktériu-
mok identifikalasanal alkalmazzuk. A Gram-negativ baktériumok tobbsége ugyan-
is —az Enterobacteriaceae, a Xantomonas, az Acinetobacter és még nehany ge-
nusz kivételével — citokromoxidaz enzimaktivitassal rendelkezik (2). A minden-
napi gyakorlati munkaban az oxidaz pozitivitas fontos biokémiai reakcié a Pseu-
domonas, Aeromonas, Plesiomonas, Brucella, Bordetella és Pasteurella nemzetség-
be tartozé baktériumok azonositasakor. Tovabba az élelmiszerek mikrobiol6giai
vizsgalatanal rutin laboratériumokban gyakran alkalmazzak az egész Enterobac-
teriaceae-csalad, mint fekal indikator kimutatadsat a gyartashigiéne és gyartas-
technolégia ellenGrzesére. E vizsgélatnél a kitenyésztett mikrobak azonositasi,
megerdsité probajaként a NO3redukcion és glukoz fermentacion kivil az oxidaz
negativitas szerepel, mely nagyszamu proba elvégzését igényli.

Maguk a citrokromok olyan enzimek, amelyek a sejtek terminalis oxidacioja-
ban mint elektronatvivék jatszanak fontos szerepet. A sejtoxidacio sorén a felvett
tdpanyagok bontasi termekei f6leg dehidrogénezédéssel oxidalédnak, mikdzben
NADH2 és NADPH,, valamint redukalt flavin keletkezik. Mivel a molekularis
oxigén felhasznalasa a szubsztratoktol el van vélasztva, az oxidacios folyamat nem
kozvetlen. A sejtlégzés kutatasanal Warburg (3) fedezte fel az oxigént aktivalo
- abbodl elektront atvevd - enzimet, a citrokromoxidazt, vagy mas néven légz6-
fermentet. Ezutan Szent-Gyorgyi (3) mutatott ra arra, hogy az intermedier anyag-
cserében a dehidrogénezés és az oxigénaktivalas egymassal parhuzamosan végbe-
mend, dsszekapcsolt folyamat. Ezzel nagyjabol egy id6ben Kielin (3) fedezte fel a
szovetekben spektroszkopos modszerrel kimutathatd citokromokat. Ezek a fer-
mentumok kémiailag hemet tartalmaznak és az oxidacié soran a dehidrogenaz
enzimek és a légzéferment kozotti oxido-redukcios folyamatokat katalizaljak.

A citokrémokat a légz6ferment reoxidalja, ezért nevezik a Warburg-féle 1égz6-
fermentumot citokromoxidaznak. A citokrom enzimek nem egységesek. A, B, C
tipust kilénbdztetnek meg, melyek kozil az A csoport egyik tagja, az un. A3 a
citokromoxidazzal azonos.

Az intermedier anyagcserében nem minden oxidacié megy végbe a fentiekben
vazolt alapelvek szerint, bar ketségtelenil ez a legfontosabb mechanizmus. igy a
mikroorganizmusok anyagcseréjében az oxidacio tipusban egymaéstol eltér6 Uton
valdsulhat meg. Ennek megfelel6en tdbb baktériumfaj rendelkezik citokromoxidaz
enzimmel, masokban viszont nem talalhaté meg. Mivel a cianidok a citokrom-
oxidazt bénitjak, ezért az utdbbiak — melyekbdl a légz6ferment hianyzik —nem
is gatolhatok ilyen vegyiletekkel.

A citokromoxidaz enzimmel rendelkezd baktériumok altalaban obiigat aero-
bok. Ide tartoznak a mar emlitettek kdzll a Pseudomonas genusz tagjai is, bar ezek
nitratok jelenlétében alacsony oxigéntenzié mellett is névekedhetnek.

A bakteriol6giai diagnosztikal gyakorlatban alkalmazott oxidaz-préba a cito-
kromoxidaz enzim kimutatasat szolgalja, mely oxigen {'elenlétében e?yes redox
indikatorok szinvaltozasat okozza. Redox indikatorként &ltalaban kildnféle amino-
vegyiiletek vizes oldatait hasznaljak. A proba elvégzését, illetve a reagens Gsszeté-
telet a mikrobioldgiai szabvanyok (4) pontosan eldirjak.
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A proba kivitelezése térténhet a kérdéses telep sz(ir6papirra kenésével, majd
reagens racseppentésevel; vagy a vizsgalando torzs 24 oras zselatinos agartenye-
szetének reagenssel valo ledntesével.

Megjegyzés: a vas-ionok mar nyomokban is katalizaljak a reakciot, ezért véres
agarrol készitve nem megbizhat6. A vizsgalando telepet célszer(i ivegbot, vagy
platina kacs segitségével levenni.

Az MSZ 3640/10-82 ,Enterobaktériumok kimutatasa és meghatarozasa”
szabvéany héromféle oxidaz-reagens hasznalatét irja le:

Oxidéz-reagens 1.

NjINKNSbhO-tetrametil-parafeniléndiamin-hidroklorid 0,05 g
desztillalt viz 5 cm3

Oxidéaz-reagens I1.

A-oldat
alfa-naftol 10 g
etilalkohol 96 tf% 100 cm3
B-oldat
para-amino-dimetilamin-hidroklorid 10 ¢
desztillalt viz 100 cm3

Osszedllitasa: o ] ) B
kozvetlenal felhasznalas el6tt az A és a B oldatokbol egyenlé
mennyiséget dsszekeverink.

Oxidéz-reagens 111.

dietil-parafeniléndiamin-hidroklorid 1049
desztillalt viz 100 cm3

Az Orszagos Kozegészségigyi Intézet (2) és mas szakkonyvek (3) dietil-
parafeniléndiamin-hidroklorid, vagy parafeniléndiamin-hidroklorid frissen készi-
tett 1%-os vizes oldatdnak hasznalatat irjak el6.

A felsorolt dsszetétel(i oxidaz-reagensek haszndlata soran egyik probléma az,
hogy csak frissen elkészitve alkalmasak vizsgalatra, mivel oldatban kdénnyen
oxidalddnak és igy elszinez6dve a vellk végzett reakcid nem értékelhet6. Mivel
a pozitiv Préba szinvaltozasa nem nagyon felt(ing, a téves diagnozis elkeriilésére
mindig kell egy biztosan negativ kontrollt is bedllitani, ami az Escherichia coli
35034 szamu torzse (2), és egy pozitiv kontrollt, ami Pseudomonas aeruginosa.
Munkéank soran azt akartuk kikuszobdlni, hogy a reagenst mindig frissen kelljen
késziteni, ezért megprobaltuk tartositani. Célkitlizésiink volt, hogy a parafenilén-
diamin-hidroklorid mellé olyan szert talaljunk, amely lehetévé teszi hosszu ideig
valo tarolhatosagat anélkil, hogy gyengitené a reakcid szinet, de ugyanakkor nem
szinez6dik meg a negativ reakcio sem.

Tobb vegyszerrel valé prébalkozas utan erre a célra a legmegfelel6bbnek az
L-aszkorbinsavat talaltuk.

A stabilizalt reagens Gsszetétele a kovetkezd:

parafeniléndiamin-hidroklorid 1
L-aszkorbinsav 01lg
desztillalt viz 100 cm3

Fontos, hogy el6szor a parafeniléndiamin-hidrokloridot kell a vizben feloldani,
majd olddédas utan sziirni. Az aszkorbinsavat csak sz(irés utan célszer(i hozzéaadni.
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Az igy elkészitett reagens vilagos sarga szin(i es légmentesen lezart (ivegben
hlt6szekrenyben és szobah6mérsékleten egyarant legalabb harom hénapig tarol-
hato.

A C-vitaminnal készilt reagens nem gyengiti a pozitiv oxidaz reakcio kiala-
kulésat, s6t kifejezetten feler@siti azt annyira, hogy megkérddjelezi a kontrollok
beallitasat.

Kovetkeztetések

A modositott oxidaz reagens hasznalatanak munkank soran a kovetkez6 eld-
nyeit tapasztalhattuk:

HosszU ideig tarolhato, igy nem kell allanddan friss oldatot késziteni.

A pozitiv reakcid konnyebben, egyértelmiibben elbiralhato.

Nem kell negativ kontrollt beallitani.

. Jelentds a vegyszertakarékossag.

Mivel a felesleges vegyszert nem kell naponta kidnteni, kisebb a kdrnyezet
szennyezGdés.
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MOANPNLINPOBAHHAA MPOBA HA OKCUOA3Y
. Cuta

ABTOp BbISIBASA/ VMEHOLLMIACH B HEKOTOPbLIX GaKTEPUAX LIUTOXPOMOKCMAA3HLIN
3H3MM, NPUMEHSA 4N 3TOTO PefoKC-MHAMKATOP.

LIMTOXPOMOKCHAA3HBIA 3H3UM WIpaeT pofib MEPeHOCYMKA 3/IEKTPOHOB, BTaK
Ha3bIBaEMOM, TEPMMHA/IbHOM OKWCMEHWM Ha MOCNeAHel CTaguu WHTEpPMEAEpPHOro
06MeHa BELLECTB K/IETOK.

Ero BbIsiBfIEHNE ABNSETCA BaXHLIM AN AUATHOCTUKN.

B peiicTBytoLMX B HACTOsLLEE BPEMS CTaHAapTax W TEXHWYECKOW nmTepaType
B KayecTBe peareHTa pekoMeHAyeTcs npuMmeHeHwe 1%-ro BOAHOTO pacTBopa napa-
(heHMNeHANaMMHA UM CXOAHOTO C HAM COEAVHEHMS.

OueHka npo6bl NPOBEAEHHON MO 3TOMy MeTody TpeGyeT COOTBETCTBYHOLLETO
onbiTa. PacTBOp peareHTa A1 NPOBEAEHWS MPOObI CriefyeT FOTOBUTL €XXEeHEBHO.

[na ycTpaHeHMs OLUIMGOK aBTOPY YAanoch PELUMTL BOMPOC KOHCEPBMPOBAHMS
0chp,a3Horo peareHTa 1 TakXe y4anoCb CfenaTb MOMHOCTbI0 OAHO3HAYHON OLEHKY
npo6bl.

HoBbIi1 MeTog NO3BONSIET SKOHOMUIO XMMWKATOB W CHUDKAET CTEMeHb 3arpsis-
HEHMA OKpY>KatoLLeld cpefpbl.



MODIFIED OXIDASE-TEST
G. Szita

Cytochromoxidase enzyme present in some bacteria can be detected with
oxidase-test using redox indicator. C%/tochromomdase enzyme plays the role of the
electron-transfer in the last period of the intermediary metabolism of cells, in the
so-called terminal oxidation. Its detection is very important from dlagnostlc point
of view.

The valid standards and the technical books prescribe the usage of the solution
of 1% p-phenylenediamine - or similar compounds —in water. The judgement of
the test performed this way needs practice and the reagent must be freshly pre-
pared every day. To eliminate the errors the author succeeded in preserving the
oxydes-reagent and by this procedure the judgement of the test became totally
unambiguous. The new method saves chemical and reduces the environmental
pollution as well.

EINE MODIFIZIERTE OXYDASEPROBE
G. Szita

Das in gewissen Bakterien gegenwartiges Zytochromoxydase-Enzym wird
mittels der Oyxdaseprobe bei Anwendung eines Redoxindikators nachgewiesen.
Das Enzym Jltochromoxydase spielt in der letzten Periode des intermedidren
Stoffwechsels er Zellen, bei der sogenannten terminalen Oxydation als Ubertrager
eine Rolle, sein Nachweis ist von diagnostischer Hinsicht sehr wichtig.

Die gegenwartlg glltigen Normen bzw. Fachbiicher schreiben die Anwendung
einer 1% igen wasserigen Losung von Paraphenylendiamin —oder von verwandten
Verbindungen —als Reagenzien vor. Die Beurteilung einer Probe mit dieser Me-
thode beansprucht jedoch eine gewisse Ubung, und das Reagens muss téglich frisch
bereitet werden.

Um die Fehler zu eliminieren, musste auch das Problem der Konservierung
des Oxydasereagens geldst werden. Dadurch wurde auch das Problem der Beurtei-
lung der Probe eindeutig gel6st. Die neue Methode verlangt wenige Chemikalien
und vermindert auch die Verunreinigung der Umgebung.

L’ESSAI D’OXYDASE MODIFIE
G. Szita

Avec de I’essai d’oxydase on décéle employant un redoxyindicateur I’enzyme
cytochromoxydase de quelque bactérie. L’enzyme cytochromoxydase joue un
role important dans la derniére phase du métabolisme intermédiaire des cellules,
c’esf-a-dire I’oxydation terminale, comme un transmetteur d’électrones, sa détec-
tion est importante dlagnostlcalement Les normes valides actuellement et les livres
spécials ordonnent I'emploie d’une solution acqueuse & 1% de p-pheniléne diamine
ou des composés de la mérne nature comme un réactif.

L’évaluation de I’essai réalisée avec cette méthode demande beacuoup de
pratique; le réactif doit étre préparé de frais chaque jour.

Pour éliminer les erreurs il a réussi & donner la solution de la conservation du
réactif oxydase et I’évaluation de I’essai est en outre devenue concordante. On
emploie peu de réactifs et on cause moins de pollution avec cette méthode nouvelle.
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