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A mikrobiológiai diagnosztikában az oxidáz-próbát a Gram-negatív baktériu
mok identifikálásánál alkalmazzuk. A Gram-negatív baktériumok többsége ugyan
is — az Enterobacteriaceae, a Xantomonas, az Acinetobacter és még néhány ge- 
nusz kivételével — citokrómoxidáz enzimaktivitással rendelkezik (2). A minden
napi gyakorlati munkában az oxidáz pozitivitás fontos biokémiai reakció a Pseu
domonas, Aeromonas, Plesiomonas, Brucella, Bordetella és Pasteurella nemzetség
be tartozó baktériumok azonosításakor. Továbbá az élelmiszerek mikrobiológiai 
vizsgálatánál rutin laboratóriumokban gyakran alkalmazzák az egész Enterobac- 
teriaceae-család, mint fekál indikátor kimutatását a gyártáshigiéne és gyártás- 
technológia ellenőrzésére. E vizsgálatnál a kitenyésztett mikrobák azonosítási, 
megerősítő próbájaként a N03 redukción és glukóz fermentáción kívül az oxidáz 
negativitás szerepel, mely nagyszámú próba elvégzését igényli.

Maguk a citrokrómok olyan enzimek, amelyek a sejtek terminális oxidációjá
ban mint elektronátvivők játszanak fontos szerepet. A sejtoxidáció során a felvett 
tápanyagok bontási termékei főleg dehidrogéneződéssel oxidálódnak, miközben 
NADH2 és NADPH,, valamint redukált flavin keletkezik. Mivel a molekuláris 
oxigén felhasználása a szubsztrátoktól el van választva, az oxidációs folyamat nem 
közvetlen. A sejtlégzés kutatásánál Warburg (3) fedezte fel az oxigént aktiváló 
-  abból elektront átvevő -  enzimet, a citrokrómoxidázt, vagy más néven légző- 
fermentet. Ezután Szent-Györgyi (3) mutatott rá arra, hogy az intermedier anyag
cserében a dehidrogénezés és az oxigénaktiválás egymással párhuzamosan végbe
menő, összekapcsolt folyamat. Ezzel nagyjából egy időben Kielin (3) fedezte fel a 
szövetekben spektroszkópos módszerrel kimutatható citokrómokat. Ezek a fer- 
mentumok kémiailag hemet tartalmaznak és az oxidáció során a dehidrogenáz 
enzimek és a légzőferment közötti oxido-redukciós folyamatokat katalizálják.

A citokrómokat a légzőferment reoxidálja, ezért nevezik a Warburg-féle légző- 
fermentumot citokrómoxidáznak. A citokróm enzimek nem egységesek. А, В, C 
típust különböztetnek meg, melyek közül az A csoport egyik tagja, az ún. A3, a 
citokrómoxidázzal azonos.

Az intermedier anyagcserében nem minden oxidáció megy végbe a fentiekben 
vázolt alapelvek szerint, bár kétségtelenül ez a legfontosabb mechanizmus. így a 
mikroorganizmusok anyagcseréjében az oxidáció típusban egymástól eltérő úton 
valósulhat meg. Ennek megfelelően több baktériumfaj rendelkezik citokrómoxidáz 
enzimmel, másokban viszont nem található meg. Mivel a cianidok a citokróm- 
oxidázt bénítják, ezért az utóbbiak — melyekből a légzőferment hiányzik — nem 
is gátolhatok ilyen vegyületekkel.

A citokrómoxidáz enzimmel rendelkező baktériumok általában obiigát aero- 
bok. Ide tartoznak a már említettek közül a Pseudomonas genusz tagjai is, bár ezek 
nitrátok jelenlétében alacsony oxigéntenzió mellett is növekedhetnek.

A bakteriológiai diagnosztikai gyakorlatban alkalmazott oxidáz-próba a cito
krómoxidáz enzim kimutatását szolgálja, mely oxigén jelenlétében egyes redox 
indikátorok színváltozását okozza. Redox indikátorként általában különféle amino- 
vegyületek vizes oldatait használják. A próba elvégzését, illetve a reagens összeté
telét a mikrobiológiai szabványok (4) pontosan előírják.
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A próba kivitelezése történhet a kérdéses telep szűrőpapírra kenésével, majd 
reagens rácseppentésével; vagy a vizsgálandó törzs 24 órás zselatinos agartenyé- 
szetének reagenssel való Ieöntésével.
Megjegyzés: a vas-ionok már nyomokban is katalizálják a reakciót, ezért véres 
agárról készítve nem megbízható. A vizsgálandó telepet célszerű üvegbot, vagy 
platina kacs segítségével levenni.

Az MSZ 3640/10-82 „Enterobaktériumok kimutatása és meghatározása” 
szabvány háromféle oxidáz-reagens használatát írja le:

Oxidáz-reagens I.
NjINkNSbO-tetrametil-parafeniléndiamin-hidroklorid 0,05 g
desztillált víz 5 cm3

Oxidáz-reagens II.
A-oldat
alfa-naftol 1,0 g
etilalkohol 96 tf% 100 cm3
B-oldat
para-amino-dimetilamin-hidroklorid 1,0 g
desztillált víz 100 cm3
Összeállítása:

közvetlenül felhasználás előtt az A és а В oldatokból egyenlő 
mennyiséget összekeverünk.

Oxidáz-reagens III.
dietil-parafeniléndiamin-hidroklorid 1,0 g
desztillált víz 100 cm3

Az Országos Közegészségügyi Intézet (2) és más szakkönyvek (3) dietil- 
parafeniléndiamin-hidroklorid, vagy parafeniléndiamin-hidroklorid frissen készí
tett 1%-os vizes oldatának használatát írják elő.

A felsorolt összetételű oxidáz-reagensek használata során egyik probléma az, 
hogy csak frissen elkészítve alkalmasak vizsgálatra, mivel oldatban könnyen 
oxidálódnak és így elszineződve a velük végzett reakció nem értékelhető. Mivel 
a pozitív próba színváltozása nem nagyon feltűnő, a téves diagnózis elkerülésére 
mindig kell egy biztosan negatív kontrollt is beállítani, ami az Escherichia coli 
35034 számú törzse (2), és egy pozitív kontrollt, ami Pseudomonas aeruginosa. 
Munkánk során azt akartuk kiküszöbölni, hogy a reagenst mindig frissen kelljen 
késziteni, ezért megpróbáltuk tartósitani. Célkitűzésünk volt, hogy a parafenilén
diamin-hidroklorid mellé olyan szert találjunk, amely lehetővé teszi hosszú ideig 
való tárolhatóságát anélkül, hogy gyengítené a reakció színét, de ugyanakkor nem 
színeződik meg a negatív reakció sem.

Több vegyszerrel való próbálkozás után erre a célra a legmegfelelőbbnek az 
L-aszkorbinsavat találtuk.

A stabilizált reagens összetétele a következő:
parafeniléndiamin-hidroklorid 1 g
L-aszkorbinsav 0,1 g
desztillált víz 100 cm3

Fontos, hogy először a parafeniléndiamin-hidrokloridot kell a vízben feloldani, 
majd oldódás után szűrni. Az aszkorbinsavat csak szűrés után célszerű hozzáadni.
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Az így elkészített reagens világos sárga színű és légmentesen lezárt üvegben 
hűtőszekrényben és szobahőmérsékleten egyaránt legalább három hónapig tárol
ható.

A C-vitaminnal készült reagens nem gyengíti a pozitív oxidáz reakció kiala
kulását, sőt kifejezetten felerősíti azt annyira, hogy megkérdőjelezi a kontrollok 
beállítását.

Következtetések

A módosított oxidáz reagens használatának munkánk során a következő elő
nyeit tapasztalhattuk:

1. Hosszú ideig tárolható, így nem kell állandóan friss oldatot készíteni.
2. A pozitiv reakció könnyebben, egyértelműbben elbírálható.
3. Nem kell negatív kontrollt beállítani.
4. Jelentős a vegyszertakarékosság.
5. Mivel a felesleges vegyszert nem kell naponta kiönteni, kisebb a környezet 

szennyeződés.
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МОДИФИЦИРОВАННАЯ ПРОБА НА ОКСИДАЗУ 

Г. Сита

Автор выявлял имеющийся в некоторых бактериях цитохромоксидазный 
энзим, применяя для этого редокс-индикатор.

Цитохромоксидазный энзим играет роль переносчика электронов, втак 
называемом, терминальном окислении на последней стадии интермедерного 
обмена веществ клеток.

Его выявление является важным для диагностики.
В действующих в настоящее время стандартах и технической литературе 

в качестве реагента рекомендуется применение 1%-го водного раствора пара- 
фенилендиамина или сходного с ним соединения.

Оценка пробы проведенной по этому методу требует соответствующего 
опыта. Раствор реагента для проведения пробы следует готовить ежедневно.

Для устранения ошибок автору удалось решить вопрос консервирования 
оксидазного реагента и также удалось сделать полностью однозначной оценку 
пробы.

Новый метод позволяет экономию химикатов и снижает степень загряз
нения окружающей среды.




