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VLIV NEKTERYCH SUBSTRATU NA LIPIDY
" A MASTNE KYSELINY LISTERIA MONOCYTOGENES

‘BausiHue HeKoTOpbIX CyOCTPATOB Ha JHMOUAB H XKHPHbIE KHCJOTHI
y mukpo6os Listeria monocytogenes

Action of Some Substrates on Lipids and Fatty Acids ol Listeria monocytogenes

M. MARA, F. PATOCKA, B. BENES3
Technicka spoluprdce D. Adamcovi

BoiBoabl: IIpUMEHHTENBHO K KyJAbTYPaJabHOiI CpeAe H3YYaJHCh KOJHYCCTBCHHLIC
napaMeTpbl COAepXKaHHSl JHNHAOB M KHPHBIX KHCJOT Yy dWeThipex 1WITaMmMoB MHKDPOOOB
Listeria monocytogenes, OTJHUHBIX 110 HCKOTOPbIM CBOHM CBOICTBaM (NAaTOTCHHOCTH B OT-
HOLICHHH MBllel, TPOAYKIHH TIeMOJH3HHa, cepoTHny) (raba. 1).

B kayecTBe NHTATENbHBEIX cpel OblAM HCIIONbB30BAHBI TPUNTO3HBL Oyabou (Try), 6y.abod
Toana-Xetourta (TH) 11 (Ban) TpunTHyeckHil coeswlli 6yabod (TSB), X KOTOPHLIM TpH-
6aBnsan | % raioxko3n HAM raullepHHa. B 1o BpeMsi Kak noche npuHOaBieHHA TJAHLCPHHA
npupoct 6akTepyasibHO Macchl Ha BCeX YKa3aHHBIX Cpelax INPaKTHYCCKH He MEHSCTCH,
FAOKO34 3HAYHTENBEO NOBLIILIAET Pa3sMHOMXKeHHe OGakTepHi. Y BCex H3YyuaBLIMXCA WITaMMOB
nocle npubaBaeHUs TJIOKO3bl oOOliee COAepKaHHe JHNHAOB NpPH KYJAbTHBHPOBAaHHH Ha
cpenax Try ¥ TH konebajnocs B npefenax or 5 ao 7 % xoanuectBa 6GakTepHaJbHOTO
cyxoro BetlectBa (B cpene TSB oHO Oblno cymecTscHHo 6oabuiuM). [locie nprnbGaBheHHS
rAHLEpHHA COAEPXKAHHME JMHMHAOB B CYXOM BEIleCTBe MNOBHILIAJOCH NPHMEPHO BABOE. 3aBH-
CHMOCTb KOJHYECTBa JIHOHAOB OT TPHCYTCTBHS IViHUEPHHA B Cpele ABJAACTCH JHHEHHOH
B npenenax or 0 no 2 %. IlpubasseHse raHuepHHa K CPCAC NMPHBOAMT TakXe K TIOBHIIUEHHIO
ofllero colepXaumnsg KHPHBIX KHCIOT B JAHNHAAX. MX KoJAWuecTBO Yy TpeX H3 H3yYaBUIMXCHA
0akTepHaJbHBIX IWITAMMOB cOCTaBJsNo oOKosgo 60 % # npe npubasjeHHH TJAHIEpPHHA TO-
Bilianoch Ha 9—10 %; no naHHOMY napaMeTpy B OTAENAbHBIX iTaMMax OOGHADYXKHBAKOTCA
pa3aHuia (cm. Taba. 2—9j.

B nenax onpejacieHusi BIHAHHA 3SHEPTETHUYCCKHX CYOCTPATOB Ha COACPXKaHHe OTACTb-
HLIX AHPHBIX KICIOT B JHNHAaX OLLIa liCnTodb3opaHa Oymaxkuasi xpomarorpadis B KOMH-
U¢CTBEHHONI MOAHGUKaUHKH, PasjeneHHble MHpiible KWUCAOTH, ACTCKTHPOBABIUHECH KakK Meh-
lible Mbiia py0eaHBOAODPOAOM, OLCHHBAJHChL HA (pOToaJlempmecmM yverpoiictee  ERI 10.
S'CTAHOBRNICHO TIOHHX(EGHOE COACPIXKAHKHE IMXKHPHLIX KHCI0T, o6pasylowux Haubojsee TOJCTOE
natio cmewanns (Cua:o, Cis:0v, C16:1) ¥ TNoBLILEHHOe cOJepxKaHue BToporo Haubonee
TOJCTOrO nsiTHa, oGpasyeMoro xupnoiMu kncaoramu (Cis:o, Ci7:ov, Cis:1) mocne InpH-
GaBaeHHsl FIMLEPHBA K Cpele. |

[Ipy neTeKTHPOBAHHH TeX e XPOMATOrpaMM MapralUOBOKHCIABIM KajadeM (ofuapy-
HMEHHEC HCHACKHILCHHBLIX KHUDHBIX KUCJIOT) OTMCYEHO CHHXKeHHe COINEpXaHHA NajJbMHTONEBOH
kucaorel (Ci6:1) H nosbiuleHHe copepxanus ojeusosol kucaorsl (Cis:i1). Mcnoabsopanue
A4HHOrO MeToAa MCCACAOBaHHS, XOTS H MeHee crneydHyHOro H MeHee TOYHOrO, 4eM Trasopas
XpoMartorpadus, nNo3BOJANIAC OOHAPYXKHTL ABa NATIA XHUPHBIX KHCIOT € AJHHUOH yIJIepOJHOM
UCMOYKH, M3 KOTOPbLIX IO MeHblleil Mepe ONHO COOTBCTCTBYET IO CBOHM CBOHCTBAM MHKO-
J10BOJ1 KHCAOTE MHKOOAKTEPHIL.

IlpoBencHroe yccnenOBaHHE YCTAHOBHAO CYLIGCTBCHHBIC DAa3NHUHA B COJAEPKAHHH JMH-
NMHAOB ¥ ZAHPHLIX KHCAOT Yy pas3HbIX miTaMMoB MHKpo6oB Listeria monocytogenes, Bbipa-
LLHBae€MbIX B DAa3JHYHLIX KYJAbTypanbHblX ycaosuax. Jlavublli ¢akt Tpefyer panbHeHnuero
H3VUeHHS. I.
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Summary: The authors studied quantitative parameters of the content of
lipids and fatty acids in four Listeria monocytogenes strains differring from each
other in their pathogenicity for mice, production of hemolisine and serotype. The
parameters were followed up in dependence on cultivation medium.

For cultivation the authors used tryptose bouillon (Try}, Todd-Hewitt broth (TH)
respectively Tryptic Soya Broth (TBS] always with 1% of glucose or glycerol
Whereas growth of bacteria after addition of glycerol practically did not change
in any media used, addition of glucose provoked their considerable increase. The total
content of lipids on Try and TH media fluctuated in all strains under analysis be-
tween 5 and 7 % of dry matter when glucose was added. On TSB medium its content
was considerably higher. Glycerol increased the percentage of lipids in bacterial dry
matter roughly twice. Dependence of the quantity of lipids upon its presence in the
medium is linear in the range from O to 2 %. Addition of glycerol to medium results
also in the increase of the content of fat acids in lipids their total quantity fluctuating
about 609% in three out of four strains under study increasing thanks to glycerol
by 5 till 10 %. Individual strains differ from each other as shown in tables 2—5.

In order determine the influence of energetic substrates upon individual fatty
acids, the authors chose paper chromatography modified quantitatively. Separated
fatty acids detected by rubeanic acid as copper soaps were evaluated on photoelectric-
evaluator ERI 10. Addition of glycerol to medium was found to result in an increase
of the content of fatty acids forming the most powerfull blend stain (Cis:o0, Ci15: 5,
Cis6:1) and an increase of the content of the second most powerfull stain formed by
fatty acids {Cis:0, Ci7: 5, Ci8:1).

When detecting the same chromatogrammes by potassiuimn permanganate [(detection
of unsaturated acids), the authors noted decrease ©0f the palmitoleic acid {Cis: 1)
and increase oleic acid {(Cis:1). Use of this method thougs less specific and less accurate
than gas chromatography made it possible to prove the presence of two stains of fatty
acids with long carbonaceous chain out of which at least one corresponds with its
properties to mycolic acid of mycobacteria in paper chromatography.

The study revealed the fact that differences in the content of lipids and fatty

acids in various L. monocytogenes strains were considerable under different cultivation
conditions and required special study. Ta

Cs. Epidem., 22, 1973, &. 1, s. 17—30.

Prace zabyvajici se lipidickymi latkami v télech L. monocytogenes jsou
zhruba dvojiho druhu. Prvni z nich se zabyvaji izolaci a fyziologickym ud&in-
kem neékterych frakci lipoidni povahy na experimentalni zvife, druhé v pod-
state analyzou lipidi a jejich sloZek, zejména mastnych kyselin s ohledem
na rozdily ve sloZeni latek u jednoilivych kment event. sérotypl, nebo zjis
tovanim zvlaStnosti ve sloZeni lipidd u tohoto bakteridlniho druhu. Do prvni
skupiny néleZi prace sledujici fyziologicky tCinek Stanleyova chloroformového
extraktu produkujiciho monocytbézu bilych mysek a nazvaného autorem MPA
faktor [20].

Zatimco prvni pokracovatelé ve studiu Stanleyova objevu, v prvé rade
Stanley s&m (21}, a pozdé&ji Girard a Murray (6, 7) si vS8imli potencujiciho
i¢inku MPA na tvorbu protildtek proti komplexnimu bakteridlnimu antigenu;
pozdé&jsi jako Tadayon, Carrol a Murray (23, 24) frakcionovali chloroformovy
extrakt na tenkych vrstvdch a zjistili, Ze reakce je nejacinnéjsi ve fosfolipi-
dické frakci reagujici s ninhydrinem. Holder a Sword (1968) zjistili naproti
tomu ucinnost glyceridu A a povsimli si zvy3ené glukoneogeneze, deprese in-
korporace C1 alaninu do jaterniho glykogenu a zmén v obsahu jaternich
steroidii po aplikaci MPA.

Cisté chemickou analyzou lipidii se zabyval Carrol a spol. (1968), kteii
zjistili 6—7 % lipidd v su$ing studovaného kmene L. monocytogenes po ex-
trakci tél CHCIl3 + metanol a urcili pomér neutréainich lipidd (diglyceridy)



Tab. 1. Celkové lipidy L. monocytogenes kmen India na riznych pudéch
Ta6a. 1. O6mue nunune L. monocytogenes (mramm India) Ha pasHbix cpenax
Tab. 1. Total lipids of L. monocytogenes, India strain, on various media

Bakt. suina mg/l % lipida v susing
Pada
Sarse %] Sarde %)
28,1 6,0
T. H, 96,7 34,0 5,7 6,1 .
47,2 N 6,6 S
17,67 3 7,3 N
T. H. + 1,5 9% Glu 194,8 186,24 | 5,8 6,4 ¥
187,1 i 6,0
~ 109,7 11,2 /
T. H. 4 1,5 9 Glye 47,6 97,7¢ 10,3 10,7 £
96,0 10,3
137,4 10,2
9,4 6,0
Try 32,3 19,2 6,8 6,1 .
16,0 \l 5,4 ki
151,8 R 6,0 ,.E\
Try + 1,5 9 Glu 190.5 144,3¢ 6.1 6,6 ¢
127,1 ]’ 7,1
107,6 g 7,2 1
538 | 9,2 //
Try + 1,56 9 Glyc 12,1 26,0 12,4 9,0
14,0 9,9
79,5 8,1
TSB 29,3 29,3 13,7 13,7 \
TSB + 1,5 9, Glyec 33,6 33,6 16,7 16,7 <

K poldarnim ({osiolipidy fosfatidylglycerolového typu spolu s glykolipidy, ob-
sahujicimi glukdzu a galaktozu), jako 1: 4.

Analyzovali rovné? mastné kyseliny s vysledkem, Ze v8tvené i nerozvdti-
vene Cis a Ci17 kyseliny tvo¥i 80 % totalnich lipidd. Pomé&r t&chto mastnych
kyselin ve frakcich se vSak ligil, Nejvice se ve vSech frakcich vyskytovala
Ci15: 0 (55—60 %, ve fosfatidech B dokonce 71 %). V témZe roce publikoval
Rains a spol. (1968) vysledky analyzy hydrolyz4td lipiddi 33 kment L. mono-
Cytogenes plynovou chromatografii s priikazem celkem 16 mastnych kyselin,
jejichZ procentuélni zastoupeni u jednotlivych kmend. kolisd tak, Ze vylucuje
rozliSeni mezi jednotlivymi sérotypy L. monocytogenes a mezi L. monaocyto-
genes a L. grayi. SloZenim odpovidaji mastné kyseliny mastnym kyselindm
rodu Propionibacteriaceae [Bergey, 1966) a autor nenalezl Z4dné atypické
Jinde se nevyskytujici mastné kyseliny. |

Vzhledem k tomu, ¥e autofi zejmena téchto poslednich praci pouZili kul-
livace pouze na jednom druhu pidy ((Tryptic Soy Broth), anebo pracovali
S malym souborem kmenf, pokusili jsme se o analyzu celkového obsahu lipidd
vV susiné baktérii, jeho zavislosti na kultivatnim meédiu a rozdild u ¢ty¥ kmeni,
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jeZ se svou virulenci v pokuse na mysSkach a produkci hemolyzinu podstatné
ligily. Déale pak jsme studovali zmény v obsahu celkovych mastnych Kkyselin,
jakoZ i jejich procentudlniho zastoupeni v zévislosti na pouZitém substratu.

MATERIAL A METODY
Kmeny

Listeria monocytogenes, kmen India izolovany 2z prFipadu adnétni listeridézy profl.
Pato¢kou (dnes kolem 100 pasazij. ‘

Kmen Bratislava 1 {Ki) izolovany dr. Kohatem 2z tustavu mikrobiologie a imu-
nologie LF UK v Bratislavé z piipadu granulomatosis infantiseptica.

Kmen Bratislava 2 (K2} izolovany dr. Ivanovem v Bulharsku a zaslany dr. Donker-
-Voetovou z Utrechtu.

Kmen Bratislava 3 [(K3) izolovany dr. Welshimerem 2z rostlin.

V3echny bratislavské kmeny byly zaslany laskavosti dr. Elischerové {Vyzkumny
ustav epidemiologie a mikrobiologie v Bratislavé].

Pidy

Toddiv-Hewittv bujén (TH] laboratorné pripraveny z hovézich srdci, Trypto-

sov4d pida s 0,5% NaCl (Try)} — Oxoid nebo Difco, Tryptic Soy Broth (TSB] — Difco
nebo Oxoid.
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Graf 1. Zavislost tvorby lipidi u Listeria monocytogenes (kmen India} na mnozZstvi
glycerolu v pad& (TSB — Tryptic soy brothj). Procenta lipidi na ose y jsou vztazena

na susinu baktérii
Hyarp. 1. 3aBucumocth o6pasosanus JunuaoB y L. monocytogenes (iutaMm India) ot
NPHCYTCTBUS Tanuepina B cpee {TSB-Tryptic soy broth). [TlpoliedT nunBAOB HA OCH ¥
cootTnocck k fakTepuanbHOMY CYXOMY BCUICCTBY
Fig. 1. The dependence of lipid formation in Listeria monocytogenes {india strain)
on the amount of glycerol in medium {TSB — Tryptic soy broth}. The percentage of
lipids of y axis are related to the bacteria dry weight

K t8émto zdkladnim pidam byly pfFiddvany glukoza (Gluj, event. glycerol (Glyc]
v koncentraci 1,5 9%. Pro stanoveni zavislosti mnoZstvi lipidi na koncentraci glycerolu
pridédvan glycerol v koncentracich 0,7, 1,4 a 2,1 %.

Kultivace

Kmeny kultivovany staticky pfi 37 °C v neutrdlnich lahvich po 9 litrech, po dobu
72 hod. Po kultivaci byly baktérie autoklavovany {3) 30 min. pii 1 at, centrifugovany
a Skrat promyty destilovanou vodou. Potom byl promyty sediment tél suspendovan
v destilované vodé a suSen lyofilizaci.

Extrakce lipidd

Lipidy extrahovany podle Girrarda a Beeaulieua {8} s upravenym mnoZstvim roz-
poustédél, 1—2 g piresné navaZenych lyofilizovanych bunék se rozmélni v maléem
mnozstvi chloroformu v ti‘eci misce, prenese do 500ml baifiky s kulatym dnem, splachne
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Tab. 2. Total fatty acids of L. monocytogenes, India strain, on various media.
Medium, % of lipids, % of fatty acids in lipids

Pada % hpidu Y% 1. kys. v lipidech o]
|
6,0 48
T. H. 5,7 50 53.3
6,6 62 4
4
7,3 . 64 :
T. H. 4 .Glu 5.8 49 S 1 B4H
6,0 50
11,2 67 \\
T. H. 4 Gly 10,3 64 N 68,4
10,3 68
10,2 75
6,0 50
Try 6,8 67 57,0
5.4 59 /
/i
6,0 67 3
Try 4 Glu 6,1 58 N 60,0
7.1 60
7,9 55
9.2 | 65
Try + Giy 12,4 64 N 65,0
9.9 65
8,1 66

kvantitativné 150 ml chloroformu a pridd balotino a sklen&né kulicky. Ponechéd se
tfrepat v termostatu p#i 379C 24 hod. Filtruje se pfes pFedem odmastény filtr Schlei-
cheriv-Schiilldv a filtrat se uchova v lednici. Filtr s baktériemi se pFenese znovu

Tab. 3. Charakteristika &yt studovanych kinenta L. monoceytogenes
1aGa. 3. Napastepucrlika HETBIPEX H3YudeMbiX WTaMMoB L. monocylogenes

Tab. 3. The characteristic of four studied strains of L. monocytogenes Strains of L. m.,

Serotype, LDso mouse i. p., Hemolysine 2.5 % sheep erythrocytes

——

I%neny -~ Sérotyp LD 50 I;Iemolyzin_ |
. 11, mys i, p. 2,59, ber. erytr.
INDIA 1 7,8 x 10° 0
BRK,T. 1 1 — 2,6 X 107 0
BRK,T. 2 5 3,3 X 108 1/40 |
BRK,T. 3 (4) H avirulentni 0 -




Tab. 4. Celkové lipidy L. monocytogenes u raznych kmenn
Tabs. 4. O6wHe sunuasl L. monocytogenes Yy Pa3HbIX IITAMMOB
Tab. 4. Total lipids of L. monocytogenes in different strains Strain, Medium, Bact. dry
weight mg/l, % lipids in dry weight

——

Bakt. suina mg/l % lipidi v suSing
Kmen Pada _
Sarse %] sarse &
151,8 6,0
INDIA Try 4+ Glu 190,6 144,3 N 6,1 6,6
1271 7.1 N
107,6 2
5,3 0,2
Try + Glye 121 26,0 7 12.4 9,9 £
14,0 9,9
72,5 8,1
159,2 4,8
BRK,T. 1 Try + Glu 141,3 145,9 3,7 5,4
128,7 ' 7.7 \i
Try + Glye 26,0 26,0 6,0 6,0 £
Try 4+ Glu 138,0 138,0 R, 5,0 5,0
BRK,T. 2 > N
Try + Glye 7,3 7,3 16,6 16,6 ¥
Try + Glu 151,9 1519 3,7 3,7
BRK,T. 3 > >
Try 4+ Glye 17,8 17,8 10,6 10,6

do kulaté baiiky a extrakce se opakuje se 60 ml chloroform-
PO stejnou dobu za stejnych podminek. Po filtraci se o

jesté dvakrat s 50 mil chloroform-metanolu

tfepani. Spojené filtraty I—

ridlnich tél.

metanolu v poméru 2:1
pakuje jesté jednou a koneénd
po dobu 2 hod. p¥i pokojové teploté bez
V odpafeny ve vakuu za mirng zvySené teploty do sucha
a mnozstvi extrahovanych lipidii stanoveno vazkovd po dosaZeni
Procento lipidi v susing Vypocleno z navdzeného muoZsivi

konstantnf wvahy.
lyolilicovanych bakie-

Hydrolyza lipidt a stanovent celkovych mastnych kKyselin

Mastné kyseliny ziskavany alkalickou h
tanolu) presné navé¥eného vzorku li
lazni v balice pod zpétnym
0,IN HCI na pH 2 a uvoln®né mastné kyseliny
vysuseného bezvodym CaCls. Spojené éterové po
sucha a po opé&tovmém vysuseni nad fosforpent

Kyselin pocitdno vzhledem k nava¥ce lipida.

Chromatografie mastnych kyselin na papifte

Mastné kyseliny nanéSen
chromatograficky papir What
olejem (5% roztok parafinového oleje v éteru).
Kys. octovou. Po dikladném vysu3ent pfi 609C b

22

man 3 velikosti 24kréa

ydrolyzou (nasyceny roztok KOH v me-
pidd. Hydrolyza byla provaddéna 8 hod. na vodn{
chladiem. Po skon&eni hydrolyzy vzorek neutralizovan
vytfepdny pé&tkrat do éteru, predem
dily byly po vysu3eni Oodpafeny do-
Ooxidem zvaZeny. Procento mastnych

y v mnozstvi 500 wug po rozpudténi v chloroformu na
t 16 cm impregnovany parafinovym
Vyvijeni provédéno vzestupnsd 93%
yly celkové mastné kyseliny dete-



govany ve formé& meédnatych soli (5% octan médnaty 15 min.] rubeanovodikem. Da-
leZité je zejména dikladné, ne vSak pPfehnané vymyti nadbytku octanu mednatého
v tekouci a destilované vod#é pred detekci rubeanovodikem. Osveédc€ilo se nam pro-
myt{ trvajici 3 hod. Omyté a usulene chromatogramy pouZity ke kvantitativnimu vy-
hodnoceni na fotoelektrickém integrac¢nim pristroji ERI — 10 firmy Carl Zeiss Jena
proti Zlutému filtru.

Pro priikaz nenasycenych mastnych kyselin nanaSeno stejné mnoZstvi hydro-
lyz4tu a vyvijeni provddéno rovnéZ stejnym zpusobem. Detekce provédéna ponofenim
do 0,5 % roztoku manganistanu draselného ve vodé a promyvanim pod tekouci vodou.
vzniklé hn&dé skvrny hodnoceny na vyhodnocovaci proti zelenému filtru, nebo vy-
stfiZzeny a stanoveny véaZenim papiru.

K vyhodnoceni je nutno zvolit start, na né&€jZ je nané3en vzorek ve vzdalenosli
4 cm od kraje a celkovd délka chromatogramu je 18 cm. Po vyvinuti asi 2 ¢m pod
okraj se chromatogram na ele odstfihne a vloZi do pfistroje. Nulovanl se provadi
na bilé ploSe chromatogramu pfed startem a integrace miaZe tak zahrnout 1 skvrnu
zlstavajici na startu.

KaZdy vzorek byl chromatografovan za pFesné dodrZenych podminek a stejne
nana%ce 5krat a relativni procenta jednotlivfch mastnych kyselin stanoveny z pri-
mdru. Statisticky stanovend chyba metody nepfesahuje 3 %.

Tab. 5. Celkové mastné kyseliny riznych kmenu L.. monocytogenes
Ta6a. 5. O6mue XKupHbBle KHCIOTH pa3HbX WTaMMoB L. monocytogenes
Tab. 5. Total fatty acids of different strains of L. monocytogenes Strain, Medium, % of
fatty acids

Kmen. Piada %% lipidtt %, m. kyselin %]
6,0 67
INDIA Try + Glu 6,1 58 80,0
7,1 60
7,2 55
9,2 65 \
Try + Glye 12,4 64 | 65,0
9,9 65
8,1 66
4,8 73
BRICGT. T Try | Glu 3,7 53 . 65,6
7,7 71 4
|
Try + Glyc 6,0 73 N y3.0
BRK,T. 2 Try + Glu 5,0 20 / 23,6
© 27 |
16,6 36 N 41,5
Try 4 Glye | 47
45
BRK,T. 3 Try + Glu 3,7 68 Y 58,3
62
|
Try + Glyc 10,6 67 pt 67,0

)
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Obr. 1. Papirovy chromatogram mastnych kyselin izolovanych z lipidd Ctyf studo-
vanfch kmenti L. monocytogenes (Ki, Kz, Ks, India) Kkultivovanych na tryptézovém
bujénu s gluk6zou (Try + Glu). — Obr. 2. Papirovy chromatogram mastnych Kkyselin
izolovanych z lipidii tFi studovanych kmend L. monocytogenes (Ki, Kz, Ks) kultivo-
vanych na trypt6zovém bujénu s glycerolem (Try + Gly]). Vpravo standardy mastnych
kyselin: Ci2:0, Ci4:0, Ci6:0, C18:0 (shora)
Puc. 1. Bymaxuas Xxpomarorpadus XKHDHBIX KHCAOT BBIICNIEHHBIX H3 JIHIOHAOB YETBIPEX
B3yyaemplx mTammos L. monocytogenes [Ki, Kz, K3, India) KyJAbTHBHPOBaHHBIX Ha TPHII-
To3HOM 6yaboHe ¢ ratokoson (Try + Glu). — Puc. 2. bymaxhnas xpomatorpagus KHPHBIX
KHCIOT BHIAENEHHHIX W3 JHMHAOB TpexX HccleiyeMbiXx ltamMmoB L. monocytogenes (Ki, Kz,
K3) XYyJbTHPOBAHHBIX Ha TPHNTO3HOM OyJbOHEe C TJIHLUECPHHOM (Try + Gly). Hanpaso
cranpaapThl XKHpHHX KHcaoT Cr2:o, Cis:o, Cie:o, Cis:s (CBEpXY)
Pict. 1. Paper chromatogram of fatty acids isolated from lipids of the four studied
strains of L. monocytogenes (Ki, Ko, K3, India) cultivated on Tryptic broth with glucose
(Iry + Glu) — Pict. 2. Paper chromatogram of fatty acids isolated from the hpids
of the three studied strains of L. monocytogenes (Ki, Kz, K3} cultivated on Tryptic
broth with glycerol (Try + Gly). On the right: the standards of fatty acids: Ci2: o,
Ci4:0, Ci6:0, C18:0 (from above)

VYSLEDKY

Tabulka 1 ukazuje narfist baktérii vyjadfovany v mg/litr bakterialni su-
siny (vypodéteno vZdy z 9 litri bujonové Kkultury) po kultivaci na raznych
piidach s eventudlnim pFidavkem energetickych substrati. Z tabulky je patrne
zvyseni néarfistu po pridani glycerolu (zvlasté na TH bujonu] a vyrazné zvy-
Seni ve vSech pfripadech po pridani glukozy.

TataZ tabulka ukazuje u stejnych 3arZi celkovy obsah lipidd v suSine vy-
jadFeny v procentech. Zatimco zvy3eni procenta lipidi na padé s glukozou
proti pouhému zdkladnimu médiu je nevyznamné, jevi se v pritomnosti gly-
cerolu velmi vyrazné zvyseni procenta lipidG v bakteridlni sudiné. Z tabulky
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je patrny relativné vysoky obsah lipidi u baktérii péstovanych na TSB, jenZ se
pfiddnim glycerolu jeSté dale linearneé zvysuje, jak ukazuje tabulka a ze-
jména graf 1.

Tabulka 2 ukazuje procento mastnych kyselin v lipidech izolovanych
z baktérii péstovanych na riiznych pldéach s prisadami energetickych sub-
strat. Zatimco procento lipidl neni p¥idavkem glukoézy prakticky ovlivneno
(u Try je vy38i neZ u TH), je moZno pozorovat vyraznejsi zvyseni procenta
mastnych kyselin v lipidech po pfidani glycerolu do media.

Pro studium eventudlnich rozdilt obsahu lipidd, procenta mastnych kyselin
v lipidech a rtizného procentudiniho rozvrstveni mastnych kyselin pomoci pa-
pirové chromatografie jsme si vybrali CtyFi kmeny L. monocytogenes, jez se
1igily, jak ukazuje tabulka 3, v sérotypu, v produkci hemolyzinu 1 ve virulencl
pro my$ vyjadfené ve formé& LDso po i. p. aplikaci promyté Kkultury.

Dal¥i tabulka 4 ukazuje srovnani té&chto &tyF kmend v nartstu a v pro-
centu lipidti v bakterialni su§in& po kultivaci na tryptosovém bujonu s glu-
kozou, resp. s glycerclem. Z ni je patrno, Ze uvedené zavislosti jsou v mensi
gi vétsi mife platné pro vSechny ¢tyfi studované kmeny. Nardst je na gly-
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Graf 2. Papirovd chromatografie mastnych kyselin L. monocytogenes po zhiodnocenl
vystiizeného pédsku na fotoelektrickém vyhodnocovaci ERI 10. Pod chromatogramem
vyznadeny mastné kyseliny vytvafejici smeésné skvrny. okvrny souhlasi aZ na x1 a x2
s praci Rainese {17). Cis:0 znaCl nasycenocu kyselinu (palmitova), Ci7:ov znaCl na-
sycenou v&tvenou alifatickou kyselinu, a Cis:1 znacl nenasycenou kyselinu s jednou
dvojnou vazbou (kys. clejova)
Nuarp. 2. Bymaxnas xpoMmatorpadus KHPHBIX KHcaoT L. monocytogenes nocie OHCHKH
BHIPe3aHHON TNOJOCKH GyMarn Ha (orodsnekTphueckoM Bmuucautene ERI 10. Ilox xpomato-
rpaMMoli o003nayenLl JKHDHBLIC KHCJIOTHLI ofpasymolunce nsThHa CMelleHMs. [Iarua cornacy-
JOTCSE 33 HCKJIOYCHHCM Xi M X2 ¢ AasubiMH ctaTtbi Pafineca (17) Ci6:o0 0603Ha3aeT HACHI-
WEHHBYI0 KHeaoTy (nanbMHTHHOBYIO), Ci7:ov 0003HauacT HEHACHIICHHYIO KHCAOTY C OJLHOI
LBONHOM cBA3bI0 (OJCHHOBAS KHCJIOTA)
Fig. 2. Paper chromatography of fatty acids of L. monocytogenes aftes the evaluation
of a bend cut-out on a photoelectric integrator ERI 10. Fatty acids forming the mixed
spots are marked under the chromatogram. The spots correspond to the work of
Raines (17]) except of x1 and x2.Cis:0 indicates a saturated acid {palmitic acid],
Ci7 : ov indicates a saturated ramified aliphatic acid, and Cis.1 indicates a saturated
acid with one double bond (oleic acid)
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cerinu podstatné mensi (u vét§iny kmend 55—8ndsobne, u kmene K2 dokonce
dvacetindsobng). Procento lipidit vzristd po pridani glycerolu ve vsech pri-
padech nejvice u kmenid K2 a K3 nejméné u Ki. Procento lipidi je zvlaste
nizké u kmene K3 péstovaném na tryptézovém bujonu s glukozou.

Tabulka 5 ukazuje procento mastnych kyselin v lipidech studovanych Ctyf
kmend na tych? pldéach jako na pPedchozi tabulce. Ve vSech pripadech pro-
cento mastnych kyselin nepatrné stoupa (o 5—3 0%}, pouze u kmene Kz je
celkovy obsah mastnych kyselin podstatn& niZ$i neZ u ostatnich kmenu a zvy-
Seni vlivem glycerolu dosahuje 18 %.

Na obrazcich 1 a 2 jsou fotografie papirovych chromatogrami hydroly-
z4atd lipidi u studovanych kmenl. Mastné kyseliny jsou vyvijeny jako celkové
mastné kyseliny a jsou patrné rozdily v obsahu nékterych z nich.

Uké&zky zhodnoceni téchto chromatogrami vidime na grafu 2, kde jsou
jednotlivé vrcholy oznadeny mastnymi Kyselinami, jeZz byly pouZity k fadeé
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Graf 3. Relativni procenta celkovych mastnych kyselin izolovanych 2z lipidd &tyry
kmenfi L. monocytogenes kultivovan§ch na tryptoézovem bujonu (Try} s glukbzou
(plné sloupedky), resp. s glycerolem (prdazdné sloupecky). Na ose vy relativni pro-
centa jednotlivfch mastnych kyselin. Kmen Ki znacen Brat. 1, K2 — Brat. 2, K5 —
Brat 3
Hduarp. 3. OTnocuTenbnbll npolleRT OOIIMX 2KHPHBIX KHCAOOT BBLIACHCHHBIX H3 JHINAOR
yeTblpex mraMMoOB L. monocytogenes KyJbTHBHPOBAHMHBIX Ha TPHIOTO3HOM fyqboHe ¢ TIJ0-
K030jt (CILIOWMHEbIC CcToAbUb), resp. ¢ TaHHepuHoM (nycrtuie cronbusi). Ha ocu y oTHOCH-
TCALHBIH TIPOLUCHT OTHCHLHBLIX XKHPHLIX KHCIOT
Fig. 3. Relative percentage of total fatty acids isolated from the lipids of four strains
of L. monocytogenes cultivated on the Tryptic broth (Try} with glucose (full columns)
or with glycerol (empty columns). Relative percentage of individual acids are on y axis
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pokusti jako standardy i témi, které s nimi vytvéareji smésné skvrny a byly
prokazany pomoci plynové chromatografie Rainesem (17).

Na grafu 3 je pomoci sloupeCkli vyjddfena situace u jednotlivych kmeni
po kultivaci na tryptdozovém bujonu s glukodzou, resp. s glycerolem. Primérné
hodnoty vypocteny vidy z peéti stanoveni. Graf ukazuje sniZeni obsahu mast-
nych kyselin vytvarejicich nejsilnejsi skvrnu (Ci4:0, C15: ,,, C16:1*), u baktérii
péstovanych na glycerolu pri souCasném zvySeni obsahu druhé nejsilnéjsi
skvrny tvorené mastnymi kyselinami Ci6:0, C17: ,,, Ci18:1.

Tuto skutecnost potvrzuje obrédzek 3, demonstrujici chromatografii hydro-
lyzath lipidd ¢ty kmendi p&stovanych na Try s gluk6zou ve srovnédni s hydro-
lyzatem lipidG kmene Bratislava 3 na Try s glycerolem. Na tomto chromato-
gramu byly detegovany nenasycené Kkyseliny a zvySeni intenzity skvrny od-
povidajici nenasycené kyseliné Cis:1 (olejova) proti ostatnim ctyfem hydro-
lyzatim, ale i sniZeni skvrny odpovidajici kyseling Ci6:1 (palmitoolejova)
zvlasté proti kmeni India je na obrazku patrné.

B S P O R
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Obr. 3. Papirovy chromatogram nenasycenych mastinych Kyselin z lipidd clyl kmenu
L. monocytogenes (K1, K2, K3, India) po kultivaci na tryptézovém bujénu s glukodzou
(Try + Glu) a u kmene K3 po Kkultivaci na tryptézovém bujonu s glycerolem
(Try + Gly). Po okrajich standardy mastnych kyselin shora Cis:3 (linolenové), Ci16 : 1
(palmitoolejova), Cis:1 (olejové)
Puc. 3. BymaxHas Xpomarorpadus HeHACLILEHHLIX KHPHBIX KMCJIOT H3 JHNOHAOB YEThIpEX
mrammMoB L. monocytogenes (Ki, Kz, K3 India) nocie xynabTHBHPOBaHHSI Ha TPHITO3HOM
6yaboHe ¢ rmoko3o0ii (Try + Glu) u y wramma Ks nocie XyJbTHBHPOBAHHA HA TPHITO3HOM
6yabone c¢ rauuepuiom (Try + Gly). Ha kpasx crasgepra JXHPHBIX KHCJIOT CBEPXY Cis:s
(nunonenosas), Cie:1 (nmaabmuroncsas), Cis:1 (oncHHOBas)
Pict. 3. Paper chromatogram of unsaturated fatty acids from lipids of four strains
of L. monocytogenes (K., Kz, K3, India) after the cultivation on Tryptic broth glucose
(Try 4+ Glu) and in the strain Ks after cultivation on Tryptic broth with glycerol
(Try + Gly). The standards of fatty acids on the sides are from above: Ci8:3 [linﬂlenic
acid), Ci6:1 (palmitoleic acid), Cig:1 (oleic acid)

* Symbolika: Ci5: oy oznauje poc&et atomil uhliku: poCet dvojnych vazeb.
V znaci vétveni fetézce.




DISKUSE

Z nasSich vysledka vyplyvd, Ze celkovy obsah lipidd zjistény Carrolem
a spol. (3), tj. 6—7 % bakteridlni suSiny, jsme pFi pouZiti b&Znych kultivac-
nich pid prokézali i my. Vysoky obsah lipidG po Kkultivaci kmentt L. mono-
cytogenes na TSB v8ak ukézal, Ze i sloZeni zdkladniho média muaZe ovliviovat
kvantum lipidit v bakteridlni susiné. ZvySeni ristu po pifidani energetickych
substratli bylo u L. monocytogenes jiZz ddvno zndmo. Z naSich pokusu vy-
plyva, Ze pfidani gluk6zy nemd podstatny vliv na obsah lipidd v burnkach
tohoto mikroba. Glycerol, jakoZto ndhradni energeticky substrat, zvysuje rov-
néZ narst baktérili proti zakladnimu médiu, i kdyZz zdaleka ne tak vyrazne.
Naproti tomu vyznamné zvy$uje obsah, lipidfi, a to zhruba dvojnasobné.

O&inek glycerolu na produkci lipidd u baktérii byl poprvé popsdn Lar-
sonem a Larsonem ({12) u E. coli, Staf. albus, B. mucosus, B. megatherium.
Pridani gluké6zy zvySovalo procento lipidd v suSiné jen u posledng& jmeno-
vaného bakteria, glycerol vS8ak zvy3Soval obsah lipidd velice podstatné {aZ
étyfndsobné u vsech jmenovanych mikrobti). U Cor. diptheriae si podobného
vliva kultivacniho média na obsah lipidd povsiml Cmelik (5]).

Tato skutefnost doznala nejvétsiho uplatnéni u kultivace mykobakteérii,
kde glycerol nejen zvySuje mnoZstvi lipidd v zivislosti na svém mnoZstvi
v médiu, ale svou pfitomnosti v Sautonové médiu umoZiiuje povrchovy rast
v blance a je jedinym zdrojem uhliku pro tyto baktérie. Viivu glycerolu na
syntézu lipidt si povSiml prvni Chargaff (4) a pozdeéji se touto otazkou za-
byvala jeSt® Fada autorfi, z nichZ jmenujeme zejména Rzucidla a spol. (18]
a Portelance a Paniseta (16}, ktefi se zabyvali vztahem mezi glukO6zou a gly-
cerolem v médiu, ddle Pokorného a spol. (15}, ktefi sledovali rozdily v obsahu
lipidd u virulentnich a avirulentnich mykobaktérii. Rada praci se zabyva
ovlivnénim koncentrace lipiddi v t&lech baktérii, napf. délkou kultivace (1},
vlivem nékterych tuberkulostatik (19), nebo ndhradou asparaginu v Sautonove
médiu kaseinhydrolyzdtem a viivem lyofilizace inokula na obsah lipidd
(13 aj.].

Zvyseni obsahu lipidii u listerie vlivem glycerolu je vyrazné a poukazuje
spolu se zjistdnymi rozdily v chemickém sloZeni baktérii u raznych kulti-
vatnich médii na moZnost kvalitativnich rozdild ve sloZeni lipidi za raznych
kultivatnich podminek. ZvySeni procenta lipidd neni u vSech kment stejne,
nejveétsi je u kmenfl s nejniZs$im obsahem lipidti na Try s glukoOzou.

Procento celkovych mastnych kyselin v lipidech se zd& byt ponékud
nizsi neZ u mykobaktérii, kde ovScm rovnc¢Z zgvisi na kultivacnim médiu {135,
U vSech ¢&tyr kment glycerol jejich kvantum zvySsuje.

Zajimavy je nizky obsah mastnych kyselin v lipidech u kmene Kz2. Po-
uzitd gravimetrickd metoda neni vSak pFiliS presna, a proto nelze podle koli-
sajicich vysledkd soudit na pfi¢iny rozdilnych vysledkii u jednotlivych SarZi.
Priméry nam v8ak dovoluji domnivat se, Ze i zde je glycerin potencujicim
faktorem a méni celkové sloZeni lipidli, nejen tedy pouze jejich celkové
mnoZstvi v bakteridlni suSing.

Takto naznacené kvantitativni rozdily v jednotlivych lipidickych sloz-
kdch vystupuji je§td vice prFi posuzovldni kvantitativniho vyhodnoceni chro-
matogrami hydrolyz4td lipidd. Papirovd chromatografie neni za pouZiti vy-
hodnocovacde tak presnou metodou, jako je plynovd chromatografie a navic
neni touto metodou moZno rozd&lit nasycené a nenasycené mastné kyseliny
pii jednom déleni. K tomu tfelu je nutno pouZit paralelniho déleni a dvou
detekci. Nedostatkem metody je i nemoZnost oddéleni mastnych kyselin o li-
chém pocftu uhliki a kyselin rozvétvenych (izomernich). Vyhodou je vsak
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vedle snazsi dostupnosti metody 1 moznost detekce mastnych kyselin o vy33im
po€tu uhlikid neZ Cz, coZ je pro jejich vysoké body varu plynovou chromato-
grafil nemozné. Z téchto divodil je uvedeni metoda vhodnéd zejména pro ana-
lyzu mykobakteridlnich mastnych kyselin, tj. zejména pro p¥itomnost kyselin
mykolovych a v nasem piipadé i pro analyzu lipidd u L. monocytogenes.

Reines a spol. {17} =zjistili plynovou chromatografii hydrolyzati listerio-
vych lipidi u 33 kmend celkem 15 mastnych kyselin (nejvyssi Cz:o). Mezi
témito se nachazi jeden vrchol mastné kyseliny bliZe neurCené povahy o niz-
kém pocCtu uhliki, ale mezi ostatnimi nebyla prokézdna Zadna atypicka
kyselina. Nami provedenou analyzou jsme vedle Sesti skvrn, jeZ podle stan-
dardd a znamych R, mastnych kyselin lze konfrontovat i co do kvantitativ-
niho zastoupeni s nalezy Rainese a spol., nalezli pravideln& se vyskytujici,
nezndamé dveé skvrny na startu, odpovidajici podle naSich zkuSenosti svou
polohou na chromatogramu mykolovym kyselindm nalezenym aZ dosud pouze
u mykobaktérii, difterickych korynebaktérii a nocardii. Pravdépodobny vy-
znam mykobakteridlnich mykolovych kyselin, vyskytujicich se prevaziné ve
vazbé se sacharidy jakoZto pridatny faktor virulence ve fyziologicky ucin-
nych frakcich lipidd (vosky DD, Cord faktor, PMKo faktor) je vSeobecné pfled-
poklddéan. Existuji téZ préce o toxickém vyznamu g,x-trehalozo-dicorynemyko-
14tu izolovaného Ionedou a spol. (10} z Cor. difteriae (11}. Proto miaZe mit
i tento nas nalez sviij vyznam nejen z hlediska obecné mikrobiologie, ale
snad i virulence L. monocytogenes.

Z kvantitativniho hodnoceni chromatogramu vyplyva vliv glycerolu v kul-
tivaénim médiu na sloZeni mastnych kyselin. U v8ech srovnédvanych kment
je patrny pokles v obsahu nejvyraznéjs$i skvrny obsahujici kyseliny myristovou,
palmitoolejovou a Ci15:¢ a zvySeni obsahu druhé nejsilnéjsi skvrny obsahujici
kyseliny palmitovou, olejovou a Ci17: ,,. NejvySSi vyskyt prave techto kyselin
souhlasi dobfe s nélezy Rainese a spol.

Tento fakt ziskany vyhodnocenim série chromatogramul byl potvrzen chro-
matografili mastnych kyselin a detekci nenasycenych kyselin, kde mezi péti
skvrnami vynikd na prvy pohled vyrazné zvySeni Kkyseliny olejové pfi ne-
zvySeném obsahu kyseliny palmitoolejové u kmene K3 péstovaného na puhde
s glycerolem proti témuZ na ptidé s gluk6zou. I na téchto chromatogramech
se ukazuji skvrny obdobné mykolovym kyselinam.

Zjistdni tykajici se mastnych kyselin Ci2:0—Cg23:0 hodldme up¥esnit je-
jich stanovenim pomoci plynové chromatografie, a to u kmena s rozdilnou
virulenci a produkci hemolyzinu {14}, jenZ je jedinym dosud znadmym faktorem
virulence listerii, za rtiznych kultivaénich podminek. Nalez kyseliny myvko-
lové, event. vice téchto kyselin s dlouhym alifatickym fretezcem nutno pri-
rozené prokézat jejich izolaci, chemickou a spektrdlni analyzou.

ZAVER

1. Celkovy obsah lipidd L. monocytogenes na Try a TH pudach se po-
hybuje mezi 5—7 % suSiny, na TSB je znacné vy$s$i. Glukoza zvy3uje narist,
ale na obsah lipidd v suSiné nemé vliv.

2. Glycerol zvySuje mnoZstvi bakteridlni masy jen mirné, ale vyrazné
podporuje tvorbu lipidii. Tato zavislost na jeho koncentraci v pidé& je Ili-
nedrni, v rozmezi od 0 do 2,1 %.

3. Glycerol zvySuje rovnéZ procento mastnych kyselin v lipidech. Glu-
kOza je bez efektu.

4. Kvantitativnim zhodnocenim papirovych chromatogrami zjisténo zvy-
Seni kyseliny olejové a pokles kys. palmitoolejové pod vlivem glycerolu.
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5. Papirovou chromatografii detegovdny dvé mastné Kyseliny s dlouhym
retdzcem odpovidajicim svym R, mykolovym kyselinam.

6. VSechna fakta byla nalezena u v3ech studovanych kmen, mezl jednot-
livymi kmeny byly nalezeny kvantitativni rozdily. Diskutovan vziah obsahu

lipid& k virulenci studovanych kmenaq.
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