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Den antimikrobiella effekten av Na-acyldipeptider har rappor-
terats av Molin (1964 a-e, 1965). I dessa undersdkningar visades, att
den antimikrobiella effekten varierar med fettsyredelens kedjelingd
och peptiddelens semmansitining. Samma undersdkningar har ocksid gett
vid handen, att det &r hela molekylen, som &r visentlig fér den anti-
mikrobiella effekten.

Bakteriesporers egenskap, att i vissa fall stimuleras till
groning av aminosyror (Sussman och Halvorson 1966) och aminosyreest—
rarnas och acyldipeptidernas kemiska konfiguration med en fettsyra-
och en aminosyradel motiverade, att dessa senare foreningar understk-
tes i avseende pi deras eventuella virmeresistenssinkande effekt Da
vilande sporer. Den dualistiska verkan av en stimulerande aminogyradel
och en inhibitorisk fettsyradel skulle kunna resultera i en Skad virme-
kénslighet hos behandlade sporer.

En del resultat av denna typ har redovisats i en tidigare pub-
likation (Lundgren, Molin och Snyge 1965), vilken i huvudsak behandlade
effekten av dipeptider pd virmeresistensen hos sporer av Bacillus sub-—
tilis. F6ljande undersdkning utgdr en fortsiitning, dir effekten av ett

antal ndrbesliktade foreningar undersdkts.

Material och metecder

Testorganismer: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium och Bacillus cereus.

Mediers
1. for vegetativ viaxt
a) som odlingsmedium for ympmaterial och som groningsmedium for inhi-
bitorférssk vid 30°C har ett medium av foljande sammansitining

anvints:



5 g "Bacto" trypton, 2 g "Bacto" jist extrakt, 0.1 g MgSOA, 0.2 g
KEHPO4, 100 ml 10% glukos och dest. vatten till en slutlig volym
av 1000 ml.
b) som "recovery" medium har TGE-agar (Difco) anvints.
2. for sporulering har 3 olika medier anvénts;
a) G- medium enl. Stewart och Halvorson (1953) modifierat genom en
10-faldig dkning av Ca2+—ha1ten har anvints for B.cereus.
b) Donnellans helsyntetiska medium (Donnellan et al. 1964) har an-
vants for B. subtilis och B. megaterium.

¢) Ett komplext medium enl. Salton och Marshall (1959) har anvints

Odlingsbetingelser: Vegetativ vixt har skett pd skak medan sporulering har
skett under luftgenombrbtiing

50

Odlingstemperatur har genomgiende varit BOOC,
Ympmaterial: Ca 5.109 celler frén sen logfas “ar anvints som inoculum per
liter sporuleringsmedium.
Framstédllning av rena sporers Preparationen har skett med hjdlp av tvafas-
system med polyetylenglykol och buffert enl. Donnellan et al. (1964) och
Sacks och Alderton (1961).
Testsubstanser: Anvinda inhibitorer &terfinns i tabell 1.
Understkningsmetodik: Effekten pi virmeresistensen har undersdkts pd f&l-
Jande s&tts Djupfryst spormaterial har efter tining spitts med 1/15 M
fosfatbuffert pH 7, 84 att sportitheten ‘I=‘$O6 till 1=’|OT erh8llits. Upp-
hettning av sporer savil i nirvaro som frdnvaro av inhibitor har skett
i 4 ml-ror med skruvlock. Sporsuspensionens volym har varit 2 ml per ror.
Upphettningen har skett i vattenbad till 80° resp. 9000. I pH-serien har
anvints fosfatbuffert enl. Hess och Speiser (1959).

Koncentrationen av inhibitor har varit 50 nmol/hl, Bakterietals-
bestdmning har gjorts pd TGE-agar enligt Miles och Misra (1938). Varje
representerad kurva bygger pad minst tvé fdrsdksserier med undantag av

kontrollkurvorna, som underbyggs av sju till tio olika férsdk.

Resultat

Betydelsen av sporernas resistens.

Det &r ként, att sporuleringsmiljdn spelar en stor roll fér de
bildade sporernas resistens. Bdst understkt ir kanske kombinationen mellan
mediets katjonsammansédttning och sporernas virmeresistens (Amaha och Ordal
1957). De subtilissporer, som bildats i Donnellans medium — i fortsdttningen
kallade "b-sporer" - har cn betydligt hégre virmeresistens, &n de, som spo-—

rulerat 1 det komplexa mediet enligt Salton och Marshall 1959 — "ec—sporer’.



I den tidigare undersSkningen (Lundgren et al. 1965) anvindes ett
spormaterial av B. subtilis, som hade relativt l3g virmeresistens. Av de
tre foreningarna R-1, R-10 och R-18 visade sig R-18 vara effektivare, &n
R-1.

For att kunna korrelera understkningsresultaten i de hir redovisade
forsdksserierna med de tidigare erhdllna gjordes vissa upprepningar med
delvis samma R-substanser men med tvd olika sporpreparationer. Den ena
bestod av "c-sporer', dir ca 80% avdddades under 15 min. vid BOOC, medan den
andra - "b-sporer" - inte visade ndgon som helst reduktion efter 60 min.
vid 80°¢.

Av fig. 1. framglr, att effektivitetsgraderingen av dipeptiderna R-1,
R-10 och R-18 pd "c-sporerna” stimmer vil med tidigare redovisade data,
dvs. R-18 har den bista resistenssinkande effekten. Vidare framgér att
amiden R-56 har en effekt i samma storleksordning som den bista dipeptiden
medan alkohol-lysinestern R-54 tycks vara i klass med dipeptiderna R-1 och
R-10.

Om "b-sporer” anvinds istillet ser avdddningskurvorna ndgot annorlunda
ut (fig. 2). R-18 och R-54 ligger hér mycket nidra varandra och har endast
en relativt svag resis®nssinkande verkan vid 80°C, R-56 har Hven pd dessa

sporer en avsevird resistenssinkande effekt.

Resistens vid 9000 av 3 olika typer av sporer

Dessa forgdk utférdes vid en temperatur av 9OOC9 for att komma nir-
mare det resistenta spormaterialets virmeinaktiveringstemperatur. Tyvarr

ar denna temperatur ndgot for hdg £or B. megaterium, eftersom denna tempe-

ratur avdddar sporerna snabbt #ven i frdnvaro av inhibitor. Fig. 3 visar
att R-1 och R-18 &r ungefir lika effektiva vid 9000 pd sporer av B. cereus,
och att R-56 Ar visentligt bdttre. Aven pd sporer av B. subtilis &r R-56
Overlédgset bdst. En viss skillnad i effekt tycks foreligga mellan R-1 och
R-18 (fig. 4).

Konfigurationens betydelse for den virmeresistenssinkande effekten av

R-substanser.

Fig. 5 och 6 visar inverkan av kolkedjans lingd pd alkohol-lysin—
estrarnas resistenssénkande effekt. Det framgdr av fig. 5, att vid den
temperatur och den inhibitor-koncentration, som anvints, blir effekten
péd de mera virmeresistenta sporerna relativi obetydlig och fdga differen-
tierad fdr de olika inhibitorerna. P& sporer med ligre virmeresistens
tycks R-50; R-51 och R-53 ha svag effekt, R-52 vara ndgot bittre, R-55
dnnu ndgot mer effektiv och R-54 bast. (fig. 6).
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Inverkan av pH pad effckten av R-56

Av fig. T framgir, att vid 80°¢ tycks R-56 ha ett verkningsoptimum
vid pH 6, dir det sker ca 99399% avdddning efter 30 min.

Avdddning av vilande och groerde sporer vid 3000

En serie foruok gjordes for att undersdka inverkan av R-56 pd vilande

och groende sporer av B. cerevs, B. megaterium och B. subtilis vid 3000.

Koncentrationen av R-1 resp. R-56 var 0, 10, 50 och 100 nmol/ml. Sporerna
suspenderades i trypton-jist extralkt medium (1a) och bakterietalsbestémning
gjordes efter 1 cch 24 tim.

Av tabell 2 framgir, att B. cereus och B. subtilis gror obehindrat

i mediet,; medan B. megaterium inte gror.

I fraga om B. megaterium sporer sker en reduktion av bakterietalet
1 ndrvaro av inhibitor trots att sporerna inte gror i mediet. Det miste
alltsd vara frége om en sporicid effekt. I detta fall kan det knappast
vara friga om en sporostatisk effekt i kombination med en upptagning eller
adsorption och Sverfdring till "recovery'-mediet, eftersom skillnaden &r
s stor mellan 1 och 24 tim. proven. (tabell 2).

D& det giller B. subtilis har efter en timme ingen cellfdrdkning
skett i kontroll-provet, men redan efter 60 min. har den ligsta koncent-
rationen av R-1 och R-56 visat sig minska antalet &verlevande. Denna
effekt kan antingen tolkas som sporicid, eller att sporerns bdrjat gro och
ddrmed blivit kénsliga fOr inhibitor, eftersom kontrollen visar, att cell-
delning kan ske i mediet. Efter 24 tim. har sdvil R-1 som R-56 reducerat
antalet Gverlevande ndra nog fullsténdigt &ven vid l3gsta anvinda kon-
centration.

B. cereus gror normalt i mediet men inte i nirvaro av inhibitor
och det sker inte heller ndgon avdddning. De bdda inhibitorerna tycks
ha en rent groningshimmande verkan, och tycks inte heller vara adsorbe-
rade eller upptagna av sporerna, eftersom ingen "recovery'-effekt kan
noteras. lled "recovery'-effekt menas i detta sammanhang en dverféring
av inhibitor till TGE-agarplattorna vid bakterietalsbestimningarna. Efter—
som spaddningsfaktorn normalt &r stor pd de plattor, som rédknas, bdr inhi-
bitoreffekten hivts, sdvida spormaterialet inte svarar f&r en specifik
overforing.

Digkussion

Hitintills tillgingliga data ger ej klart becked om acyldipeptider

och nirbesliktade féreningar primirt verkar genom 1/ en verklig sdnkning

av viarmeresistensen hos sporer 2/ genom ati foérhindra spergroning eller

3/ genom att himma vegetativ utvixt.
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Forsdken i tabell 2 synes indikera, att man i varje fall for
B. cercus har en temperaturberoende uppiagning eller irreversibel bindning
av R-1 och R-56.

Oberoende av verkningssdttet visar resultaten en tydlig sinkning av
antalet levande sporer efter upphettning i nirvaro av 1léga koncentrationer
(50 nmol/ml) av de flesta av de understkta testsubstanserna.

Liksom i tidigare undersSkningar har #ven i denna sporuleringsmediet
visats ha betydelse for sporernas vidrmersgistens. Det framgér ocksd av fig.
1-6, att den resistenssinkande effelien av inhibitorerna beror pd resis-
tensen hos det anvénda spormaterialet. P4 det mycket virmeresistenta mate-—
rialet dr verkan av inhibitorerna betydligt mindre uttaled.

Av resultaten (£fig. 6) kan utlisas, att kolkedjan hos alkohollysin-
estrar med en lysinrest ej Tir vara for kort (se R-50 och R-51 med 8 resp.
10 kolatomer i kedjan) men ej heller for lang (se R-53 med 20 kolatomer),
for att en god resistenssinkande effekt skall uppnis. R-52 med 12 och
R-55 med 13 kolatomer syns ha en mer optimal kedjeldngd. B-54 med sina
16 kolatomer i kedjan kan infe j&mféras med de Svriga eftersom den inne—
héller tre lysinrester.

Skillnaden mellan de anvinda estrarna och dipeptiderna &r forutom
bindningsséttet &ven antalet lysinrester. Orsaken till L-Lysin-eicocyl
esterns (R-53) ddliga resistenssinkande effekt kan méjligen vara att sdka
1 en forsimrad ldslighet beroende pd att endast en lysinrest ingdr i
molekylen. Troligt &Zr, att man f5r uppndende av maximal effekt bdr ha ett
bestémt optimalt f&rhdllande mellan kolkedjans ldngd och antalet amino-—
syrarester. Detta innebdr alltsd, att antalet kolatcmer i den alifatiska
ked jedelen inte nddvindigtvis miaste vara fixerat.

Molin (1964a) har tidigare visat att dipeptiderna &dr effektivast
mot vegetativa celler vid pH 8. Den optimala virmeresistenssinkande effek-—
ten pé sporer ligger omkring pH 7 (Lundgren, Molin, Snygg, 1965). Fér
R-56 ligger pH-optimum vid pH 6. Att pH-optimum fér R-56 ligger ligre &n
Tor dipeptiderna kan m8jligen forklaras med att amiden pd grund av en fri
aminogrupp i ¢ —-st&dllning bSr ha Gkad 1dslighet vid ligre pH i jAmfdrelse

med dipeptiderna, som har en fri karboxylgrupp i stdllet fér aminogruppen.

Sammanfattning

L-Lysyl-N-cetyllysylamid har av ett antal undersskta substanser

visatls vara den effektivaste foreningen for att sinka virmeresistensen hos

sporer av Bacillus cereus; Bacillus megaterium och Bacillus subtilis.
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Tidigare rapporterade effekter av Ng-acyldipeptider har bekridftats.
Vidare har konstaterats, att av ett antal undersdkta lysinestrar dr den
virmeresistenssinkande effekten i biAsta fall lika stor som for den biasta
Ng-acyldipeptiden men i allm@nhet &r den vdsentligt ligre.

Optimal virmeresistenssénkande effekt av L-lysyl-N-cetyllysylamid
erhdlls vid sura pH.
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Fig, 1. Effekten av utvalda inhibitorer pd "viErmekingliga" sporer av B,
subtilis ("e~sporer") i fosfatbuffert vid 80°C.



antal =~ g =
levande
sporer
6
10 % s kontrsll
|
|
., R-54 |
° B=18 |
10° -
|
10%
4 wsem + B=56
10°
T 7 ] - ¥ o
15 eie] 45 60 min
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B, subtilis ("b-sporer") i fosfatbuffert via 80°C.
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Fig. 4., Effekten av utvalda inhibitorer pd sporer av B, subtilis i feefni-
buffert via $0°C.
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rﬁsistgnia" sporer av B. subtilis ("b-sporer") i fosfatbuffert
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Fig, 6. Effekten av olika ldngkedjiga alkoholers lysinestrar p& ¥virme-
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Pig. 7. Betydelmen av pH pd gi‘fek‘ten av L-lysyl-l-cetyliysylamid i
fosfatbuffert vid 80°C., Upphettningstid: 30 min.
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Tabell 1. Anvinda kemiska inhibitorer

kod kemisk sammansgttning

R-50 L-lysin oktyl ester

R-51 L-lysin decyl ester

R-52 L-l1ysin dodecyl ester

R-53 L-1ysin eicocyl ester

R-54 L-1ysyl-L-lysyl-L-lysin hexadecyl ester
R-55 L-lysin-tridecyl ester

R-56 L- lysyl-N-cetyllysylamid

R-1 Ng-palmitoyl-L-lysyl-L-lysin etyl ester
R-10 Ng-arachidoyl-L-lysyl-L-lysin metyl ester
R-18 Ny —palmitoyl-L-ornityl-L-arginin metyl ester
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