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Kapitel 36

Lipase- og fosfolipasepraver

Prover der péviser bakteriers evne til at spalte naturligt forekommende fedt-
stoffer og bestemte syntetiske stoffer indeholdende esterbindinger.

1. Historisk indledning

Interessen for fedtspaltende enzymer hos bakterier udsprang dels af ansket om
at fa kendskab til de processer, der foregar ved de naturlige fedtstoffers fysio-
logiske nedbrydning i tarmkanalen, og ved deres dekomposition under opbe-
varing — et praktisk problem med ekonomiske konsekvenser — dels af behovet
for metoder til at karakterisere de mange nye bakterier, som blev opdaget i
1880’erne og 90’eme.

A. Lipaser

Det forste arbejde, der omtaler bakterier og fedtspaltning, ‘er sandsynligvis
Escherich’s monografi ’Die Darmbakterien des Sduglings und ihre Beziehungen
zur Physiologie der Verdauung” fra 1886, som iser beskriver Bacterium coli
commune, nu Escherichia coli. Escherich var som bornelege interesseret
i spedberns ernzring og foretog nogle fa kvantitative undersogelser af rest-
mangden af kasein, sukker og fedt i komazlk 14 dage efter at malken var
blevet inokuleret med forskellige tarmbakterier. Tallene antydede en fedt-
spaltning, men var for f4 til, at man kunne laegge veegt pa resultaterne.

Den forste bredere undersegelse af et udvalg af kendte bakterier for deres
evne til at spalte fedtstoffer skyldes von Sommaruga fra Wien (1894). Han
dyrkede bakterierne i skraglas med kod-pepton tilsat gelatine eller agar,
hvori fedtstoffet — renset olivenolie eller oksefedt — var emulgeret. Frigjorte
fede syrer — pévist ved titrering — blev taget som udtryk for fedtspaltning.

Emulgering af fedtstoffer i naeringsmediet vedblev i mange ar at vere den
mest anvendte fremgangsmade ved undersogelse for lipaser, og er det tildels
stadig. I tidens Iob er forspgt mange variationer, bade med hensyn til fedt-
stoffets art og den anvendte emulgeringsprocedure, men hovedproblemet har
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dog veeret at finde en egnet made til at markere, at spaltning har fundet sted.
Inden der fortsettes med dette problem skal forst omtales enkelte forseg
pa at komme helt uden om emulgeringen. Eijkman (1901) smeltede fast fedt-
stof (oksetalg) og hzldte det i bunden af en petriskal, hvor det stivnede, og
ovenpid hzldte han neringsmediet med bakterierne tilblandet. Spaltning
kunne pavises ved @ndringer i fedtlagets udseende og konsistens. Denne me-
tode har ogsi senere vzret anvendt, iser i Holland, men afleesningen synes
at vaere vanskelig. Bulder (1955), der ogsa er fra Holland, gik en anden vej
for at undgid emulgeringen. Med en spray daekkede han neeringssubstratets
overflade med et ganske tyndt lag af olivenoliedriber umiddelbart efter tilsa-
ningen. Aflesningen foregik under mikroskopet, og en fedtspaltning viste sig
ved at de gennemsigtige, regelmeessigt runde fedtdriber blev uigennemsigtige,
granulerede og uregelmeessige i formen. Ved direkte sammenligning med
Eijkman’s metode fandt Bulder, at begge metoder forte til nasten samme
resultat, men at hans egen var den hurtigste.

Som anfert brugte von Sommaruga en titrering af frigiort syremengde for
at konstatere fedtstoffernes spaltning, og det har ogsé andre forsagt (fx. Sayer
" et al. 1908), men metoden er ikke tilfredsstillende, da de fede syrer som
syrer betragtet er for svage (Turner 1929).

Szrlige metoder til at markere, at spaltning havde fundet sted, blev ind-
fort i bakteriologien omkring 1930. Turner (1927, 1929) var den forste, der
brugte tilseetning af nilblat. Dette farvestof var allerede i 1908 af Smith blevet
brugt som histokemisk farvestof pa grund af dets evne til at farve neutralfedt
redt og fede syrer blat., Boeminghaus (1920) viste ganske vist, at dette ikke
gelder generelt, da det tilsyneladende kun var oleinsyre og maske andre umat-
tede fedtsyrer, der reagerede pd denne made, men da de fleste naturlige fedt-
stoffer indeholder oleinsyre som bestanddel, beted det ikke stort for meto-
dens anvendelighed. Turner angav, at fedtspaltende kolonier var tydeligt
markeret ved at vaere omgivet af en dybbla zone, og metoden har siden vaeret
meget benyttet. Han anferte som en ulempe, at stoffet i den anvendte kon-
centration virkede vaksthemmende pa nogle grampositive bakterier, men
Knaysi (1941) gjorde opmerksom p4, at dette kunne undgés ved at anvende
den frie base istedet for et salt, idet basen kun er opleselig i fedtstof, men ikke
i vandfasen, hvor bakterierne findes.

I 1933 foreslog Berry at pavise fedtspaltning ved at flyde en pladekultur
med en mettet oplosning af kobbersulfat. Stoffet havde veret anvendt af
Carnot & Mauban (1918) til pavisning af fedtsaber i en undersogelse af tarmka-
nalens fedtspaltende enzymer fra bugspytkirtlen. Enkeltkolonier eller strog,
som havde spaltet fedtet, var omgivet af tydelige, blagrenne zoner af kobber-
salte. Metoden blev siden anvendt af bl.a. Abd-El-Malek & Gibson (1948)
og Willis (1960).
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Ved brug af en rakke rene triglycerider som substrat opdagede Turner
(1929), at spaltningen kunne pévises ved, at der fremkom opklaringer om-
kring lipolytiske kolonier i det turbide medium. Det m4 antages, at opklarin-
gerne skyldtes de enkelte fede syrers storre eller mindre opleselighed i mediet,
da opklaringernes storrelse varierede med keadeleengden af de fede syrer.
Specielt med tributyrin konstaterede han en tendens til heemning af vaksten.
Anderson (1934) har dog senere anbefalet netop en agarplade med tributyrin,
som han ganske vist kalder steerkt selektiv. Oterholm & Ordal (1966) omgik
hamningen ved at udforme en direkte enzymtest. Ogsa Collins & Hammer
(1934a, b) anvendte triglycerider og satte nilblat til substraterne, men kon-
staterede, at opklaringerne i nogle tilfeelde var en bedre indikator end farve-
stoffet. _

Som et sidste fenomen, der afslgrer tilstedevarelsen af afspaltede fede
syrer, kan nzvnes det szrlige perlemorsagtige, iriserende lag af kalkssber,
som ved anvendelse af ®ggeblommesubstrater daekker kolonierne og evt. en
mindre zone udenfor (se senere).

Ved de hidtil omtalte metoder har enzymsubstratet enten veret naturligt
foreckommende fedstoffer eller syntetiske triglycerider. Senere har man ogsa
brugt syntetisk fremstillede estere med fede syrer, hvor glycerol er erstattet
af andre molekyler, fx. a-naftol og f-nitrofenol eller polyoxyetylensorbitol.
Det kommercielle navn for sidstnevnte gruppe af forbindelser er “Tween”
plus et nummer, som angiver hvilke fede syrer, der er anvendt (se side 328).
Tween-substraterne blev forst anvendt i histologien til at lokalisere esterase—
aktivitet i veevene (Gomori 1945), men senere ogsid i bakteriologien for at
pavise “lipolyse” (Marks 1952; Sierra 1957). Strengt taget er betegnelsen
“lipolyse” misvisende, for Tween-substraterne er ikke fedtstoffer, men estere,
og det man péviser er altsi egentlig esterase-aktivitet. Sierra viste imidlertid,
at en rekke clostridie-arter havde forskellig aktivitet over for fire forskellige
Tween-substrater, og det ma betyde, at enzymspecificiteten ikke alene er
knyttet til esterbindingen som sddan, men ogsd afhanger af den fede syre,
der indgir i bindingen. Tween-substraterne kan altsi, selv om de ikke i ke-
misk forstand er fedtstoffer, bruges til pavisning af og differentiering mellem
forskellige bakterielle lipaser.

Tween-substraternes store fordel er deres vandopleselighed. Pladesubstrater
med tilsat Tween er derfor klare og gennemsigtige, og fraspaltningen af fede
syrer markeres ved fremkomsten af en uigennemsigtig halo omkring aktive
kolonier pd grund af udfeldede kalksaeber. De har pa Seruminstituttet og
andre steder sarlig vaeret anvendt ved underspgelse af stafylokokker og pseu-
domonader (se fx. Jessen et al. 1959 og Jessen 1965).
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B. Fosfolipaser

En szrlig slags fedtspaltende enzymer er fosfolipaser og sphingomyelinaser.
De angriber ikke de hidtil nzevnte fedtstoffer og estere, men to serlige grupper
af fedtstoffer: fosfoglycerider og sphingolipider.

Fosfolipase blev opdaget, da tyskeren Seiffert og australieren Nagler i 1939
uafhengigt af hinanden viste, at nar man satte Cl. perfringens—toksin til
visse humane sera, fremkom der en kraftig opacitet. Nagler viste, at efter cen-
trifugering af et sidant glas samlede der sig foroven et fedtholdigt lag, og han
viste desuden, at reaktionen udeblev, hvis man tilsatte specifikt antitoksin.
R.G. Macfarlane et al. (1941) og M.G. Macfarlane & Knight (1941) viste der-
efter, at det var a-toksinet fra Cl perfrigens, som udleste reaktionen, at man
fik samme reaktion med en sggeblommepraeparation som med serum, og at
a-toksinet spaltede lecithin i eggeblommen til fosfokolin og en diglycerid.
Da denne lecithinasespaltning afveg fra tidligere kendte spaltninger fremkaldt
af lecithinase A og B, kaldte de enzymet lecithinase C, der altsd er identisk
med Cl. perfrigens o—toksin. \

Hayward (1941, 1943) indsa straks muligheden for at udnytte disse resul-
tater til en hurtig identifikationspreve for CI. perfringens. Forst foreslog hun
at anvende et flydende vaekstmedium tilsat 10-20% humant serum, men gik
senere over til at anbefale et plademedium, hvor Nagler-reaktionen, som den
kaldes, fremtradte som store uigennemsigtige zoner omkring kolonier af CI.
perfringens. McClung & Toabe (1947) anvendte @ggeblommeemulsion i pla-
derne i stedet for serum. For at forgge provens specificitet foreslog Hayward
at flyde den ene pladehalvdel med specifikt antiserum for tilsdningen, s& heem-
ning af udfeldningerne pa denne pladehalvdel virker som en kontrol for den
anden halvdel. Denne sakaldte Nagler-plade anvendes nu overalt ved pavis-
ning af CI. perfringens.

Senere undersegelser (oversigt hos Avigad 1977) har vist, at fosfolipase
C ogsa produceres af visse andre clostridie-arter og af nogle stammer af fol-
gende slaegter: Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Listeria, Staphylococcus
og Proteus. En speciel sphingomyelinase C er pavist hos Staphylococcus aureus;
enzymet er identisk med bakteriens f-hsemolysin (Avigad 1977).

Willis (1960) og Willis & Gowland (1960) analyserede narmere reaktionerne
pa Nagler-plader og kom til det resultat, at foruden de store precipitater,
der danner halo omkring kolonierne og som skyldes fosfolipase C, kan man
finde mere begrensede pracipitater, der sjzeldent nar uden for kolonien, men
som til gengeld ofte er ledsaget af et perlemorsagtigt iriserende lag hen over
kolonierne og evt. lidt ud p& substratet. De konkluderede, at disse begren-
sede pracipitater skyldes almindelige lipaser, bl.a. fordi de farves af kobber-
sulfat. Den af Gillespie & Alder (1952) paviste “egg-yolk-reaction” hos visse
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stafylokokker er af denne type og skyldes altsd en esterase. Jessen et al. (1959)
fandt, at positive reaktioner i egg-yolk testen og Tween 80 testen stort set
fremkaldtes af de samme stammer, men Alder et al. (1972) er senere kommet
til det resultat, at der er forskel mellem de to reaktioner, og formoder, at det
skyldes at to forskellige enzymer er involveret.

Af nyere metoder til pavisning af lipase kan nazvnes Oterholm & Ordal’s
(1966). Det er en prove baseret pa praeformeret enzym i taette suspensioner,
som anbringes i huller i en tributyrin-agarplade, og hvor de positive reaktioner
viser sig som en opklaring i agaren omkring hullet. De anser metoden for at
vare mere folsom end alle tidligere.

Chrisope et al. (1976) og Fox et al. (1976) har til pavisning af fosfolipaser
angivet en lecithin-agarplade, som de anser for at have flere fordele end den
klassiske Nagler-plade. Det anvendte lecithin er et kommercielt produkt
fremstillet af sojabenner.

Der findes fra de sidste 10 &r en righoldig biokemisk litteratur om fosfo-
lipaser, hvilket bl.a. skyldes disse ars intensive beskzftigelse med cellemem-
braner, fordi hejtrensede enzymer er nedvendige redskaber ved disse under-
sogelser. En referenceliste med 844 numre findes i Avigad’s oversigtsartikel
om mikrobielle fosfolipaser fra 1977.

2. Biokemisk baggrund

A. Lipaser

Det naturlige substrat for disse enzymer er dyriske fedtstoffer og plantefedt-
stoffer. I laboratoriet bruges desuden syntetiske forbindelser som triglycerid-
estere og Tween-substrater. Den falles egenskab ved de naturlige og syn-
tetiske substrater er en esterbinding mellem en alkohol og fede syrer, og en-
zymerne kan under eet betegnes som hydrolytiske esteraser, da deres virkning
er en spaltning af esterbindingen under vandoptagelse, men da der findes mange
andre esteraser, er det praktisk at bruge betegnelsen lipaser.

I .de naturlige fedtstoffer og de syntetiske triglycerider er de fede syrer
bundet til den trivalente alkohol glycerol. I de syntetiske triglycerider, fx.
tributyrin og triolein, der ogsi kaldes simple triglycerider, er der til alle tre
alkoholgrupper i glycerol bundet samme fede syre. I sikaldte blandede tri-
glycerider er der to eller tre forskellige fede syrer bundet til hvert glycerol-
molekyle. Naturlige fedtstoffer bestar af blandinger af blandede triglycerider,
hvortil kommer sma mangder af mange andre stoffer som tilblandinger. De
fede syrer, der indgar i blandede triglycerider, har som regel en k®deleengde
pd 10-18 kulstofatomer og er uforgrenede. Der er bade mattede og umat-
tede fede syrer, hyppigst stearin- og palmitinsyre.
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Simple triglycerider fremstilles syntetisk med bade de lavere og hejere led
i rekken af fede syrer. Tributyrin, som er et meget anvendt substrat, er det
lettest spaltelige af triglyceriderne; da den fraspaltede fede syre, smersyre,
er oploselig i vand, markerer en spaltning sig ved opklaring i det turbide me-
dium. Man md regne med, at det i hejere koncentrationer kan vaere toksisk,
og at spontan spaltning synes at forekomme.

Til fremstilling af Tween-substrater anvendes alkoholen polyoxyetylen-
sorbitol, som kobles til forskellige af de hejere fede syrer; Tween 80 er sile-
des polyoxyetylen-sorbitan-monooleat, Tween 85 den tilsvarende trioleat.
Til Tween 20 anvendes laurinsyre, til Tween 40 palmitinsyre og til Tween 60
stearinsyre.

En karakteristisk egenskab ved alle disse stoffer, undtagen Tween-substra-
terne, er deres uopleselighed i vand. Ogsi de fleste fede syrer, der frigeres
ved spaltning af fedtstoffer, er vanduopleselige, hvorimod nogle af deres
salte (Na*, K*) er opleselige.

De gmngse metoder til méling af enzymaktivitet forudsetter oplesninger
med veldefinerede mzngder af bdde enzym og substrat i en vandfase, og de
kan derfor egentlig ikke anvendes p4 fedtemulsioner. De erfaringer, man har
gjort, tyder pé, at lipasernes aktivitet udfolder sig i interfasen mellem en fedt-
drabeoverflade og den omgivende vandfase, og at jo sterre denne interfases
areal er, des storre aktivitet finder man. Heraf fremgir, at emulsionens finhed
og stabilitet bliver vigtige faktorer. Til emulgeringen anvendes som regel ultra-
lydbehandling, og som stabilisatorer kan bl.a. anvendes tragant og polyvinyl-
alkohol (Hugo & Beveridge 1962; Mourey & Kilbertus 1976).

Kun ganske fa lipaser er forspgt renfremstillet, og man ved endnu ikke,
om der findes en raeekke forskellige lipaser med hver sit specifikke substrat,
eller om der er tale om et enkelt eller nogle f4 enzymer med bred specificitet,
selv om man fra bakteriologiske forspg ved, at forskellige stammer har forskel-
lig virkning over for forskellige substrater.

Bortset fra at man med de simple triglycerider har kunnet vise, at med
stigende kaedelengde bliver hydrolysen vanskeligere (Collins & Hammer 1934a;
Shah & Wilson 1965), kan man ikke sige noget generelt om de forskellige sub-
straters storre eller mindre tendens til at blive spaltede. En rekke naturlige
fedtstoffer viste i en bestemt undersogelse ikke storre indbyrdes forskel med
hensyn til spaltelighed (Collins & Hammer 1934a).

De fa undersogelser, der findes, tyder pa, at pH omkring neutralpunktet
svarer til lipasernes aktivitetsoptimum. Med hensyn til enzyminduktion an-
tyder Sierra (1957) dette som en mulighed og navner andre, der er af samme
opfattelse, men sporgsmalet ma betragtes som uafklaret.
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B. Fosfolipaser

Det naturlige substrat for fosfolipaser er en serlig gruppe fedtstoffer — fos-
foglycerider eller fosfatider — som nasten udelukkende findes i cellemem-
braner hos planter, dyr og bakterier. I storre mangde forekommer de i @gge-
blomme, lever- og hjernevev; kommercielt fremstilles de af sojabgnner og
jordnedder.

Der er mange forskellige fosfatider, men deres grundstruktur er fxlles
med et centralt glycerolmolekyle, hvortil i esterbinding er knyttet to for-
skellige molekyler fed syre (R og R’) og et molekyle fosforsyre (P); til dette
er yderligere bundet med et molekyle (X), der ligesom de fede syrer er forskelligt
i forskellige fosfoglycerider. Hvis det fx. er ®tanolamin eller kolin, har man
fosfoglyceriderne kefalin og lecithin.

Skematisk har et fosfoglycerid felgende formel, hvor A-D angiver de bind-

inger, der spaltes af fosfolipaser: Ej
!
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Nomenklaturen for fosfolipaserne har vekslet i tidens lob; saledes har fosfoli-
pase C en tid veret kaldt fosfolipase D, og betegnelsen for de enzymer, der
fraspalter de fede syrer, er stadig noget forvirrende. Fraspaltningen af de
fede syrer sker ved hjalp af fosfolipase A og B; forst fjernes den ene fede
syre ved hjeelp af fosfolipase A, kaldet A; hvis det sker ved binding A og
A, hvis det sker ved binding B. Den anden fede syre fjernes af fosfolipase
B, uanset om den findes ved binding A eller B. Denne sidstnanvte spaltning
ved hjelp af fosfolipase B tilskrives dog undertiden lysofosfolipase L, eller
L,, idet lysofosfatid er betegnelsen for molekylet efter at een fed syre er
fraspaltet. Enzymerne L; og L, spalter henholdsvis bindingerne A og B.

Forstéelse af dette har storst betydning i biokemien, for i praktisk bak-
teriologi har fosfolipaserne A og B ikke umiddelbar interesse, fordi de er
cellebundne enzymer, som e@jensynlig kun har funktioner lokalt i cellemem-
branens stofskifte. Da ogsé fosfolipase D med en enkelt undtagelse (Coryne-
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bacterium ovis) kun er fundet cellebundet, samler interessen sig om den ekstra-
cellulzre fosfolipase C, der produceres af en raekke bakterier.

Fosfolipase C fra Cl. perfringens er et protein med en molekylvagt pa
omkring 50.000. Hvis der ikke er Zn"" i mediet, dannes det i inaktiv form.
Aktiviteten er optimal ved pH 7,0-7,5 og kreever tilstedevarelse af sma meng-
der Ca** eller Mn*" joner. Den er storst over for lecithin, men ogsi andre fos-
foglycerider og sphingomyeliner (se senere) kan spaltes. Substratets disper-
sionsgrad har stor betydning, muligvis skal det findes i form af ladede mi-
celler.

Fosfolipase C fra forskellige bakterier er ikke identiske, men har nogle
feellestreek, bl.a. aktiveringen ved tilsetning af divalente katjoner. Deres sub-
stratspecificitet over for individuelle fosfoglycerider varierer en del, men
ofte kun kvantitativt.

Her ma tilfojes, at den szrlige gruppe fedtstoffer, sphingolipider, hvortil
sphingomyelinerne herer, har visse bygningstraek feelles med fosfoglyceriderne,
og at de kan spaltes af fosfolipase C fra Cl. perfringens. Bakterien danner
desuden et szrskilt enzym, sphingomyelinase C, som ikke virker pa fosfogly-
ceriderne. Ogsa Staphylococcus aureus danner foruden fosfolipaserne en spe-
cifik sphingomyelinase C (identisk med f-toksinet). Betegnelsen sphingomye-
linase C angiver, at disse enzymer spalter den binding i sphingomyelinmole-
kylet, som svarer til fosfolipase C’s angrebspunkt i fosfoglyceridmolekylet.

Mens de ovenfor omtalte biokemiske data er resultatet af arbejde med mere
eller mindre rene enzympraparationer og renfremstillede fosfoglycerider,
skyldes de bakteriologiske erfaringer fortrinsvis underspgelser baseret pa
kulturer eller kultursupernatanter og substrater indeholdende serum og @&gge-
blomme eller sjeeldnere kommercielle lecithinpreparater. De fleste under-
sogelser har drejet sig om clostridier og stafylokokker. Ud over det i den
historiske indledning omtalte fortjener folgende arbejder at navnes: Willis
& Gowland (1962) forspgte at analysere mekanismen ved Nagler-reaktionen
udfort med aggeblomme. De kom til det resultat, at de udfaldninger, der
ses i en plade, bestar af tre bestanddele: 1) fede syrer frigjort fra lecithin
som folge af fosfolipase C virkningen, 2) neutralfedt udfzldet fra agge-
blomme-emulsion som folge af nedbrydning af lecithinet, der normalt sta-
biliserer emulsionen, og 3) vanduopleselige proteiner, som i @&ggeblomme er
bundet til fedtstoffer og udfzldes sammen med dem, nar emulsionen “krak-
ker”. Owens (1974) brugte i sin analyse af reaktionerne i zeggeblommemedierne
tyndtlagskromatografi til at identificere spaltningsprodukterne og kunne
med 6 forskellige bakteriearter vise, at flere forskellige forleb forekom, invol-
verende fra 1 til 3 enzymer. Som noget helt nyt viste han, at med Staph. aureus
og Serratia indledes processen af en acyltransferase, som overferer et mole-
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kyle fed syre fra lecithin til kolesterol, dvs. der kraeves et specifikt accep-
tormolekyle. I ovrigt skal hans resultater ikke gennemgas i detailler, da de
endnu ikke kan udnyttes praktisk, men hans generelle konklusion skal an-
fores: sggeblommesubstrater er egnede til pavisning af fosfolipase C, men
for at undgd fortolkningsvanskeligheder ber man pdvise lipaser i andre me-
dier specielt beregnede til dette formal.

3. Valg af metode

Mens Nagler-pladen til pavisning af Cl perfringens har vaeret brugt af diag-
noseafdelingen i mange ar, har man ikke rutinemessigt anvendt lipaseun-
dersogelser. Kun ved Jessens systematiske Pseudomonas-underspgelser i
begyndelsen af 1960’erne anvendtes plader med Tween 80 og flydende aegge-
blommemedium. Der var enighed om, at aflesningen af begge prover ofte var
vanskelig og for afhangig af et subjektivt sken.

Da vi ikke har forngden erfaring til at give konkret anbefaling med hensyn
til en egnet lipaseprove, vil vi ngjes med pd grundlag af litteraturen at komme
med folgende bemarkninger. Der mi ofres seerlig opmarksomhed pd emul-
geringen af det specifikke substrat ved anvendelse af fx. elektrisk mikser
og/eller ultralyd-desintegrator. Forsgg pa at finde en egnet stabilisator ville
nok ogsd kunne betale sig (se Zajic & Panchal 1976). Princippet fra de direkte
enzymtests har kun vaeret benyttet af fa (Oterholm & Ordal 1972), men
fortjener uden tvivl sterre opmerksomhed, enten i form af tilseetning af teette
suspensioner til huller i et fast medium eller til flydende substrat. Bl.a. vil
man pd denne made kunne undgi den toksiske virkning af visse substrater
(fx. tributyrin) og indikatorer (fx. nilblit). Triolein og olivenolie, som inde-
holder 70% triolein, burde veare serlig velegnede i forbindelse med nilblat
som indikator, dels pd grund af den umsettede oleinsyres kraftige bla farve
(Boeminghaus 1920; Collins & Hammer 1934a, b), dels fordi oleinsyren holder
sig flydende ved stuetemperatur modsat de fleste andre fede syrer med lange
kader. Ved inkorporering af nilblat i fast substrat ber sikkert Knaysi’s (1941)
anbefaling folges.

Folgende to fremgangsmider kunne tankes vard at prove: 1) et fast medium
tilsat triglycerider eller neutralfedt og nilblit og en bakteriesuspension sat
til huller i agaren, 2) et flydende medium med fx. triglycerider eller Tween,
specielt Tween 80 eller 85 tilsat en teet bakteriesuspension og efter fa timer
en indikator som nilblat eller kobbersulfat.

Med hensyn til pavisning af fosfolipase C stir valget mellem flydende eller
fast medium og mellem brug af serum eller &ggeblomme som specifikt sub-
strat. Fast substrat har den fordel, at den ene pladehalvde] kan fungere som
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kontrol for den anden, hvis den behandles med specifikt antiserum, hvilket
er bade praktisk og ekonomisk. Angivelig giver &ggeblomme et mere fglsomt
substrat end serum, men netop den forpgede folsomhed medfgrer, at man
far udfzldninger ogsa med Cl. oedematiens, hvad der komplicerer aflaesnin-
gen. Det kan derfor anbefales til Cl. perfringens diagnostik at bruge en serum-
plade som beskrevet af Hayward (1943), men da de forskellige humane sera
varierer med hensyn til egnethed, ber hver anvendt portion kontrolleres i
forvejen. Hvis man vil anvende @ggeblommemedium, vil det vaere hensigts-
maessigt at bruge to plader og anvende perfringens-antitoksin pd den ene
og oedematiens-antitoksin pa den anden (Willis 1977).

4. Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

Nagler-reaktion pd serumplade
Substrat (se Hayward 1943)

Oksebouillon
Humant serum 16%
Filde’s h&emoglobinoplgsning 5%

Stivnet med agar, ophaldt i petriskile. Den fornedne mangde fri Ca™ findes
i serum, og man kan ikke bruge plasma.
Filde’s h&moglobinoplesning fremstilles pa folgende made:

300 ml steril 0,9% saltvand tilsat
12 ml. ren konc. saltsyre
100 ml defibrineret fareblod
2 g pepsin (1:3000)

seettes i vandbad ved 56°C i 6 timer. Der neutraliseres med SN NaOH til
pH 7,0-7,2. 1 ml kloroform tilsettes og der rystes.

Reagens: Serum indeholdende CL perfringens type A antitoksin (Wellcome).

Udforelse: Pladen prepareres ved at 0,1 ml serum spredes omhyggeligt,
sd den ene pladehalvdel bliver fuldsteendig daekket af serum (der bor vare ca.
4 enheder antitoksin pr. ml substrat). Denne halvdel merkes saerskilt. Nar
serum er opsuget, tilsds pladen med strog, der gar vinkelret pa skillelinien
mellem den serumholdige og den serumfri pladehalvdel. Inoculum kan vere
sarsekret eller andet provemateriale, en flydende blandingskultur eller kolo-
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nier fra en primer plade. Inkuberingen sker under anaerobe forhold efter
laboratoriets seedvanlige fremgangsmade.

Afleesning: Pladerne kan afleses efter 20-24 timer. Man ser efter, om der
findes ringformede uklarheder omkring nogle af enkeltkolonierne pa den
gennemsigtige plade som tegn pad en udfzeldning i substratet, og gor sig klart,
om udfaldningere findes p4 begge halvdele af pladen eller kun pa den halv-
del, der ikke er behandlet med antiserum.

Fortolkning: Udfeldningszoner omkring kolonier p4 den ubehandlede
pladehalvdel betyder ikke med sikkerhed, at Cl perfringens er til stede, da
enkelte andre clostridie-arter ogsd kan fremkalde uklarheder. Hvis derimod
samtidig den pladehalvdel, som er behandlet med antiserum, er uden uklar-
hed, er sandsynligheden for, at det drejer sig om Cl. perfringens meget stor.
At diagnosen dog stadig ikke er 100% sikker, skyldes, at preecipitat frem-
kaldt af toksin fra CIL bifermentans og Cl. sordellii ogsa neutraliseres af per-
fringens-antitoksin. Sammenlignet med hyppigheden af CI. perfringens er
de to nazvnte arter dog sjzeldne, og desuden er de opaciteter, de fremkalder,
som regel si svage, at man kan fi mistanke om, at de ikke skyldes Cl. perfrin-
gens.

5. Sikkerhedsforanstaltninger

Ingen seerlige.

6. Fortegnelse over de vigtigste bakterier med positiv reaktion

A. Lipaser

I Bergey’s Manual, 8. udg., mangler oplysning om lipaseaktivitet fuldsteendigt
for mange taxa, og i andre tilfzelde mangler oplysning om, hvilken metode
eller hvilket substrat der er anvendt. De oplysninger der findes i originallitte-
raturen er tilvejebragt ved hjeelp af forskellige metoder og med mange for-
skellige fedtsubstrater, og ofte er der kun tale om undersegelse af fa stammer
af samme art, s& ogsd her er det svaert at samle alment gyldige data. Konklu-
sionen bliver, at det ikke er muligt at lave en diagnostisk nyttig liste.

Vi har valgt at lave en liste over de genera, inden for hvilke en eller anden
forfatter, inklusive Bergey’s Manual, angiver lipase—positive stammer, uanset
den anvendte metode. Genera, der ikke er undersogt eller underspgt med
negativt resultat, er ikke medtaget. I tilfzelde, hvor det vides, at mange stam-
mer er undersagt, er der sat en stjerne foran genusnavnet. Neermere oplysning
ma derefter spges i Bergey’s Manual eller originallitteraturen.
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* Pseudomonas

* Serratia

* Enterobacter
Erwinia
Vibrio
Aeromonas
Lucibacterium
Chromobacterium
Fusobacterium
Branhamella
Acinetobacter

* Micrococcus

* Staphylococcus
Streptococcus
Bacillus

* Clostridium
Listeria
Eubacterium
Mycobacterium
Nocardia

B. Fosfolipase C

Listen er baseret pa arbejder af McClung & Toabe (1947), Willis (1960) og
Avigad (1977). Gruppe a) omfatter arter, hvor produktion af fosfolipase C
er definitivt fastsldet, og gruppe b) omfatter arter, hvor der er god grund
til at antage, at enzymet er fosfolipase C. Antallet af undersogte stammer
er stort for clostridiernes vedkommende, og naesten alle stammer af de an-
forte arter er positive. For de ovrige arter er antallet af undersegte stammer
ukendt, og det vides ikke, hvor regelmeessigt enzymet forekommer inden
for de enkelte arter.

Gruppe a

Clostridium: Cl. perfringens type A-F, Cl. oedematiens type A, B, D, CL
sordellii og Cl. bifermentans.

Bacillus cereus med varianterne mycoides og anthracis.

Pseudomonas: P. fluorescens, P. schuylkilliensis (regnes i dag til P. fluore-
scens), P. chlororaphis og P. aureofaciens.

Acinetobacter calcoaceticus.
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Gruppe b

Bacillus thuringiensis: nogle serotyper
Listeria monocytogenes

Proteus spp.

“Vibrio spp.

Staphylococcus aureus

En substratspecifik sphingomyelinase C, forskellig fra fosfolipase C, er fundet
hos: '
Clostridium perfringens og Staphylococcus.

7. Diagnostisk vaerdi og serlige anvendelsesomrader

Lipaseprover: Med den nuvarende viden er proverne pa de fleste omrader
uden praktisk diagnostisk betydning. En begraenset differentialdiagnostisk
vaerdi har de ved artsdiagnoser i sleegterne Bacillus og Pseudomonas og sand-
synligvis ogsd inden for slegterne Mycobacterium og Nocardia. De anvendes
en del ved stafylokokunderspgelser og har her vist sig at vaere af storre in-
teresse i forbindelse med epidemiologiske studier end i taxonomien.

Prove for fosfolipase C: Til hurtig diagnose af CI perfringens er proven
veerdifuld i forbindelse med brug af specifikt antitoksisk serum. Cl. oedema-
tiens, som vi sjeeldent isolerer, kan pavises efter samme princip.
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