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Introduktion

Tiny Earth er et globalt netvaerk af forskere, laerere og elever, der alle samarbejder om at
finde ny antibiotika fra jordbakterier. Tiny Earth har fire mal:

Tiny Earth’s farste mal er at oplyse befolkningen om antibiotikaresistens
og konsekvenserne heraf.

Tiny Earth’s andet mal er at informere om jorderosions
betydning for vores fremtid.

Tiny Earth’s tredje mal er at vise elever autentisk naturvidenskab
ved at involvere dem i et forskningsprojekt.

Tiny Earth’s fjerde mal er at finde ny antibiotika!

Kort om Tiny Earth

Navnet Tiny Earth henviser til bade stort og smat - sma mikroorganismer pa en stor planet,
mange individuelle forskere i et stort globalt netvaerk samt mange sméa opdagelser, som
tilsammen kan gare en keempe forskel.
| Tiny Earth samarbejder vi om ét feelles mal. Alle vores faelles opdagelser bliver samlet i én
feelles database. Det er sd omfattende en database, at det havde vaeret umuligt for én en-
kelt forsker at ggre os kunsten efter. Alt denne data vil gare os meget klogere — hvad end
vi finder ny antibiotika eller ej. Nar vi samler data fra hele verden, kan vi nemlig leere noget
om tendenser. Tendenser kan hjaelpe os med at finde ud af, i hvilke regioner eller i hvilke
biologiske miljger vi oftest finder flest antibiotikaproducerende bakterier. Naturvidenska-
belig forskning er i forvejen kendetegnet ved samarbejde pa kryds og tveers af forskellige
forskningslaboratorier — Men Tiny Earth tager denne model skridtet videre ved at involvere
tusindvis af elever, studerende og lzerere verden over i jagten pa ny antibiotika og jagten
pa ny viden om antibiotika.



Kapitel 1: Bakteriernes planet

Mikroberne omkring os

Mikrober findes overalt i naturen og i alle slags miljger. Mikrobernes omfattende tilstede-
veerelse og deres alsidighed er et resultat af et naesten 4 milliarder ar langt samarbejde
med vores planet. Mikroberne har spillet altafgerende roller i udviklingen af bade vores
planet og dens beboere. Mikroberne har ogsa pavirket Jordens biogeologiske systemer. De
er nemlig aktive spillere i recirkulationen af det livsngdvendige kulstof, kveelstof, svovl og
fosfor ogsa kaldet stofkredslgb. Uden bakteriernes hjzelp ville andre systemer eller organis-
mer ikke kunne optage stofferne. Vi kan f.eks. takke mikroberne for, at vi mennesker kan
optage livsngdvendig kulstof og kveelstof. Uden mikroberne ville kulstof og kveelstof nem-
lig kun eksistere i former, vores kroppe ikke kan optage. Mikrober, der levede for mere end
2 milliarder ar siden, producerede den oxygen, der fik Jordens atmosfzere til at skifte fra
anaerob (ilt-fri) til aerob (ilt-rig). De hjalp med at skabe ozonlaget, der beskytter Jorden fra
UV straling. Mikrober spiller maske endda en rolle i dannelsen af vanddraber i skyer, som i
sidste ende bliver til regn.

Bakteriernes planet

Man anslér, at det samlede antal prokaryoter i alt jord pa kloden naermer sig 26 x10%,
Dette enorme antal celler tydeligger, at disse mikrober kollektivt har en enorm pavirkning
pa vores planet. | dette undervisningsforlgb vil vi saerligt fokusere pa bakterier da:

e Bakterier er massivt til stede naesten overalt pa Jorden - pa mange mader lever vi pa
bakteriernes planet;

e Bakterier er gode redskaber i forskning sammenlignet med andre organismer, da de
er relativt simple, men de laver meget specialiserede kemiske stoffer, som vi menne-
sker kan udnytte og anvende til mange forskellige formal;

e Bakterier har stor indflydelse pa vores sundhed — nogle forarsager sygdomme, mens
andre beskytter os mod angreb fra sundhedsskadelige bakterier

Kom i gang med Tiny Earth

Som deltager i projektet Tiny Earth vil du blive en del af et forskningsprojekt, der koncen-
trerer sig om jordbakterier og deres potentiale. | forlgbet vil vi forsage at fa besvaret en
raekke spgrgsmal angaende mikrobiel gkologi og mikroorganismers rolle i naturen.

Ilgennem Tiny Earth forlgbet vil | blive introduceret for mange grene af naturvidenskaben
lige fra cellebiologi og biokemi til analytisk kemi og genetik. | vil benytte en lang reekke
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forskellige redskaber indenfor disse felter til at blive klogere pa biodiversiteten og bioakti-
viteten i jeres jordpraver. | vil gennem forlgbet skulle forholde jer kritisk til jeres resultater
og koble dem til jeres nye viden om mikrobielle interaktioner og funktioner. | vil ogsa
skulle overveje, hvordan jeres resultater kan bidrage til at styrke vores feelles viden om fel-
tet som helhed.

Referencer

Whitman, W. B., Coleman, D. C., & Wiebe, W. J. (1998) Prokaryotes: the unseen majority. Proc Natl Acad Sci U
S A 95(12):6578-6583

Ovelse 1: Hvordan ville du overfgre mikrober fra en jordprgve til et veekstme-
die?

1) Forestil jer, at | far udleveret en jordprgve af jeres laerer. Hvordan kan | adskille mi-
kroberne fra jorden og fa dem til at gro pa et vaekstmedie?

2) Hvordan vil | finde ud af, om mikroberne er levende?

3) Hvordan vil | finde ud af, om mikroberne interagerer med hinanden?



Kapitel 2: Jord er ikke bare jord

Jordens rolle i gkosystemet

Jord daekker store dele af Jorden og understgtter skove og planter, der producerer over
halvdelen af planetens ilt og 95% af vores mad. Jordens sundhed pavirker biodiversiteten,
bioaktiviteten og biomassen pa vores planet, men den er ogsa sarbar over for naturlige og
menneskeskabte pavirkninger som landbrug og forurening.

Karakteristik af jord

De vigtigste parametre, som karakteriserer en jordtype, er jordens fysiske struktur, kemi-
ske sammensaetning og associering med plantergdder eller andre organismer. Jord i kon-
takt med rgdder kaldes rhizosfeeren, hvor bestemte mikroorganismer trives pa grund af det
unikke miljg skabt af rgdderne.

Det gverste lag "O-horisonten”
udger de gverste centimeter af
jorden. Dette lag bestar af ikke-

"A-horisonten” - ogsa kaldet
topjord - er rigt pa organisk
materiale. Det er typisk her,
man vil finde storstedelen af
det mikrobielle liv. Disse
mikrober nedbryder organisk
materiale til humus. Derudover
interagerer mikroberne med
planteredder og andre
organismer som f.eks. svampe,
insekter og orme.

komposteret organisk materiale
og vi kender det iszer fra
skovbunden.

Nogle af de organiske og
uorganiske komponenter fra
"A-horisonten”kan let udvaskes
og ophobes i det naeste lag "B -
horisonten".

Her er der generelt ikke meget
liv sammenlignet med de ovre
lag, men til gengaeld findes der
en stgrre andel anaerobe
bakterier, som ikke kraever ilt
for at gro.

"C-horisonten” bestar primaert
af uorganisk materiale (som
mineraler) samt komponenter,
der har klaret sig igennem de
gvre lag. | dette lag er der

"

Det nederste lag "R-horisonten
er grundfjeldet - en slags bjerg-
art, som ligger langt under os

meget begraenset liv - men det

findes dog! og som kan betragtes som jordens

fundament. Forskere har endda
fundet liv helt her nede i dybet trods
det er langt vaek fra sollys, ilt og
organiske molekyler og kun med en
beskeden mzengde vand tilgaengeligt.

Figur 2-1. Jordhorisonter: Jord bliver opdelt i forskellige lag kaldet horisonter. Horisonterne varierer de deres kemiske og
fysiske karakteristika. Mangden af organiske materiale og graden af mikrobielt liv vil falde, som vi beveeger os ned

igennem horisonterne. Vi vil derimod opna en hgjere grad af uorganisk materiale som mineraler og sten.
Billede: http://en.wikipedia.org/wiki/Soil_horizon
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Den fysiske struktur af jord er bestemt af sammensaetningen af tre forskellige typer jord-
partikler: sand, silt og ler. Jord, som er domineret af store grove partikler (sand), er mere
permeabel end finere jord, hvilket gar vandpassage og udsivning af naeringsstoffer let-
tere og hurtigere. Det vil typisk resultere i en mere naeringsfattig jord og derfor ogsa be-
greense maengden af liv. Jord bestaende af fine partikler (silt og ler) vil pa den anden side
veere mindre iltet. Dette betyder, at vaeksten af mikroorganismer, som er afhaengige af ilt,
typisk kun vil kunne findes i overfladen. Et tveersnit af jord viser afgraensede lag, som kal-
des horisonter (figur 2-1). Generelt falder maengden af bade organisk materiale, lys og ilt
jo dybere ned i jorden, vi kommer.

Jordens pH-veerdi har stor indflydelse pa det mikrobielle liv. Mikrober og planter kan ikke
tale store udslag i pH-veerdien, og de kan derfor kun overleve indenfor et snaevert pH-
range. Som vi neermer os de nederste jordlag, vil vi observere, at det mikrobielle liv er pa-
virket drastisk af begreenset ilt, neering, sollys og en andring i tryk. Det er vigtigt at veere
opmaerksom p4a, hvilket jordlag jeres bakterier er isoleret fra, da det har stor indflydelse pa
deres veekstbetingelser. Ved at opna en forstaelse for de miljgmaessige faktorer, der pavir-
ker mikroberne, kan vi nemmere opstille hypoteser om, hvor vi forventer at finde den star-
ste biodiversitet.

Antibiotika og bakterier isoleret fra jord

Jord rummer en enorm diversitet af mikroorganismer, med op til titusindvis af bakteriearter
og over en milliard celler per gram jord. Gennem evolutionen har jordbakterier udviklet ev-
nen til at producere molekyler, der hjaelper dem med at overleve i deres konkurrenceprae-
gede miljg. Disse molekyler, kaldet sekundaere metabolitter, inkluderer pigmenter, toksiner
og antibiotika.

Sekundaere metabolitter er ikke livsngdvendige for bakterien, men de forbedrer dens over-
levelseschancer. Antibiotika er en type sekundaer metabolit, der heemmer andre mikroor-
ganismers vaekst, hvilket hjaelper bakterierne med at reducere konkurrence om naerings-
stoffer. De antibiotika, vi bruger til at bekaeempe sygdomme, stammer hovedsageligt fra
jordbakterier.

Der er stadig et stort potentiale for at opdage nye antibiotika i jorden. Derfor fokuserer
dette projekt pa at indsamle jordpraver og undersgge bakteriernes unikke egenskaber i la-
boratoriet, hvilket kan bidrage til at udvide vores forstaelse af jordbakterier og deres an-
vendelsesmuligheder.



Ovelse 2: Indsamling af jordpraver

1) Hvor vil | forvente at kunne finde de mest unikke og forskelligartede mikrobielle
samfund? Overvej f.eks. jordtyper/miljger/saerlig natur. Definér hvad | forstar ved
begreberne unik og forskelligartet.

2) Hvor vil I indsamle jord og hvorfor?

3) Huvilke tanker gar | jer om forekomsten af bakterier i jeres jordprgve (antal, diversitet
mm.) og hvorfor? Hvordan vil | teste det i laboratoriet?



Kapitel 3: Bakterievaekst og -kulturer

Bakteriers vaekst

Selvom bakterier vokser i starrelse inden de deler sig, refererer mikrobiologer normalt til
vaekst som en stigning i antallet af individer i en bakteriepopulation. Veekst betyder derfor
reproduktion, nar vi taler om encellede organismer. Reproduktion er afgarende for overle-
velse, og bakterier kan under optimale forhold reproducere sig eksponentielt, hvilket gar
dem yderst overlevelsesdygtige.

1. DNA replikation

2. Cellen elongerer og
adskiller replikeret
DNA

3. Cellevaeggen
indsngres omkring
det adskilte DNA

4. To adskilte datter-
celler

Figur 3-1. lllustration af celledeling ved binzer fission. Hver succesfuld celledelingsrunde fordobler antallet af celler i en
population. Det resulterer i eksponentiel vaekst under optimale veekstforhold.

Bakteriers vaekstcyklus styres af signaler, der afger, hvornar cellen skal dele sig. Processen
begynder med DNA-replikation, hvor bakterien kopierer sit kromosom. Herefter vokser
cellen, og de to kromosomer placeres i hver sin ende. En skillevaeg dannes i midten, og cel-
len deles i to genetisk identiske datterceller gennem en proces kaldet binger fission. Nogle
bakterier formerer sig ved budding, men resultatet er stadig genetisk identiske datterceller.
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Dyrkning af bakterier

| laboratoriet dyrkes bakterier som kulturer i et vaekstmedie. Veekstmediet forsyner bakteri-
erne med den neering, der er ngdvendig, for at bakterierne kan overleve og reprodu-

cere. Veekstmediet kan veere flydende eller det kan veere stivnet med f.eks. agar. Bakteri-
ers veekst kan afhaenge af parametre som temperatur, fugtighed, ilt og tilstedeveerelse af
neering | tilfeelde af at man opdager en ny organisme, er det derfor nadvendigt at af-
prave og vurdere forskellige veekstforhold og skraeddersy dem til at passe til den en-

kelte organismes behov.

Nar man skal dyrke jordbakterier i laboratoriet, er der szerligt én begraensende faktor. Det
er kun en meget lille andel af det totale antal bakterier i jord, som vi er i stand til at dyrke i
laboratoriet. Det skyldes, at det i laboratoriet er svaert at efterligne de specifikke veekstfor-
hold, som bakterien lever under i naturen. | dette projekt, vil vi kun undersgge de bakterier,
vi er i stand til at dyrke i laboratoriet. Bare husk pa, at de dyrkbare bakterier kun giver et
lille indblik i det mikrobielle samfund i en jordprave.

CFU’ er og bakteriekolonier

Den starste fordel ved at undersgge dyrkbare bakterier er, at det giver os mulighed for at
undersgge disse mikroskopiske starrelser pa et makroskopisk niveau i form af kolonier. Det
er dog vigtigt ogsa at vaere opmaerksom pa begraensningerne ved metoden:

1) Bakterier vil kun vokse, hvis de er levende og kan reproducere sig. Dade celler og
celler i dvaletilstand vil ikke kunne detekteres.

2) Bakterier vil kun vokse, hvis de er dyrkbare under de pagaeldende vaekstforhold. Cel-
ler, der ikke kan gro under de valgte forhold, vil ikke kunne detekteres.

For at vi kan detektere en bakterie i laboratoriet, bliver vi ngdt til at have et eller andet vi-
suelt tegn pa, at bakterien mader de ovenstaende betingelser for vaekst. Derfor venter vi i
laboratoriet pa, at bakterierne danner kolonier pa en agarplade. Inden for mikrobiologiens
verden er en koloni produktet af én enkelt celle, der har delt sig. En koloni er dermed en
samling af genetisk identiske celler. De individuelle celler, som kolonier udspringer fra, kal-
des CFU'er (fra det engelske "Colony Forming Unit"). Nar en CFU deler sig over tid, vil der
til sidst vaere sa mange celler, at kolonien kan ses med det blotte gje. Kolonier giver os et
visuelt indblik i den mikroskopiske verden, da hver koloni har nogle seerlige kendetegn,
som er helt unikke for den bestemte bakterieart.
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A. Fortyndingsplade B. Master Plate C. Renstrygningsplade

Jordisolater Udvalgte unikke isolater Enkeltkolonier

Figur 3-3. A) En fortyndingsplade med bakterier fra en jordprave. Bakterierne i jordprgven er her blevet oplast i sterilt
saltvand og fortyndet 100.000 gange (10-%) inden de er blevet udpladet. Efter inkubationsperioden kan kolonierne overfg-
res til en ny agarplade, som kaldes en master plate. B) En master plate er en form for bakteriekatalog over de jordbakte-
rier, man veelger at arbejde videre med. Kolonierne bliver overfgrt fra fortyndingspladen til en ren master plate i smé
"str@g”, hvor de vil vokse og danne en plet med teet bakterievaekst. C) De udvalgte isolater fra master platen kan nu
renstryges pa nye agarplader for at tjekke, at kulturen er "ren”. En kultur er ren, nar der kun er én enkelt art tilstede.

Ved isolering af bakterier fra en jordprave er malet at opna enkeltkolonier, da hver koloni
stammer fra én CFU (Colony Forming Unit) og dermed bestar af genetisk identiske celler.
Dette muligger undersagelse af forskellige bakteriearter individuelt og en bedre forstaelse
af deres diversitet og unikke egenskaber.

For at undga overveeldende vaekst pa agarpladen anvendes en fortyndingsraekke, hvor cel-
lerne fortyndes, ofte i saltvand for at skabe et isotonisk miljg, der @ger overlevelsen. Efter
fortynding udplades cellerne pa en agarplade, hvor de spredes ud over overfladen. Ideelt
set vil hver CFU danne en enkelt, adskilt koloni, hvilket ggr det muligt at studere bakteri-
erne separat.

Referencer

Amann, R. |, Ludwig, W., & Schleifer, K. H. (1995). Phylogenetic identification and in situ detection of individ-
ual microbial cells without cultivation. Microbiol Rev, 59:143-169

Curtis, T. P., Sloan, W. T., & Scannell, J. W. (2002). Estimating prokaryotic diversity and its limits. Proc Natl
Acad Sci USA, 99:10494-10499. doi: 10.1073/pnas.142680199

Schloss, P. D., & Handelsman, J. (2006). Toward a census of bacteria in soil. PLoS Comput Biol, 2:e92.doi:
10.1371/journal.pcbi.0020092
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Ovelse 3: Find en metode til at isolere bakteriekolonier fra din jordprave

1)

2)

3)

4)

Hvorfor er enkeltkolonier vigtige? Hvordan kan du sikre dig, at du far enkeltkolonier
pa dit veekstmedie?

Hvordan vil du vurdere antallet af dyrkbare bakterier i din jordprgve?

Kan du skelne bakterier fra hinanden, nar du har opnaet enkeltkolonier pa din agar-

plade?

Hvad vil du gerne laere om de jordbakterier, du har isoleret?
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Kapitel 4: Bakterier er ogsa, hvad de spiser

Livets byggesten

Selvom vi har strategier til at isolere flest mulige bakterier fra en jordprgve, betyder det
ikke ngdvendigvis, at vi far det starst mulige antal forskellige arter. Ikke alle bakterier vil
gro lige godt pa én bestemt type veekstmedie. For at forsta dette, skal vi se pa, hvordan
mikroorganismer far den energi, de har brug for til at opretholde deres biologiske funktio-
ner.

Ligesom alle andre organismer bruger mikroorganismer energi til at producere organiske
molekyler, der er essentielle for deres vaekst, deling og interaktion med miljget. Disse mo-
lekyler bestar primaert af kulstofatomer (C), men kraever ogsa hydrogen (H), oxygen (O), ni-
trogen (N), fosfor (P), og svovl (S). Derudover har cellen brug for sma maengder af minera-
ler og salte som natrium, magnesium, jern, kalium og calcium til at danne vitale makromo-
lekyler som DNA, RNA og proteiner.

Organisk molekyle Komponenter Makromolekyler
Aminosyrer CHON,S Proteiner
Nukleotider C, HON,P DNA og RNA
Fedtsyrer C HO Lipider
Sukre C, HO Kulhydrater

Tabel 4-1. Makromolekyler og deres byggesten.
Natrium (Na*) Magnesium (Mg**) Kalcium (Ca®"
Jern (Fe**/Fe**) Kalium (K*) Klorid (CI")

Tabel 4-2. Mikronaringsstoffer (trace elements) omfatter essentielle mineraler og salte.

Vaekstmedie og vaekstbetingelser

| laboratoriet dyrkes bakterier i vaekstmedier, som indeholder essentielle naeringsstoffer.
Disse kan vaere baseret pa ekstrakter fra dyr, planter eller svampe, eller veere syntetisk
fremstillet. Bakterier har forskellige praeferencer, sa vaekstmedier kan justeres for at fremme
vaeksten af specifikke bakteriegrupper fra f.eks. en jordprave. Veekstmedier kan ogsa beri-
ges med organiske molekyler, makromolekyler og vitaminer for at tilgodese bakterier med
specifikke behov, eller forenkles til kun at indeholde simple sukre, salte og vand.

Fysiske faktorer som lys, temperatur og tonicitet pavirker ogsa bakterievaekst. Sammensaet-
ningen af ioner og molekyler i mediet pavirker cellernes stabilitet, og ubalancer kan enten
fa cellerne til at briste i et hypotonisk miljg eller skrumpe i et hypertonisk milja. Bakterier
har desuden ofte brug for et specifikt pH-range for at overleve.
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Nar en bakterie danner kolonier pa en agarplade, betyder det, at veekstbetingelserne er til-
streekkelige til overlevelse og deling, men ikke ngdvendigvis, at alle bakteriens behov er
opfyldt. Udtrykket af visse gener kan afhaenge af miljgmaessige signaler, som maske ikke er
til stede i laboratoriet, hvilket betyder, at nogle gener ikke bliver udtrykt.

En stor udfordring i at udforske mikrobers biodiversitet og biosyntetiske potentiale ligger i
at finde de rette vaekstbetingelser og stimuli, der kan fremme vaeksten af bestemte bakte-
rier eller stimulere genudtryk. Mange bakterier er afhaengige af at veere en del af et mikro-
bielt samfund, hvor de kan udveksle signaler og naeringsstoffer med andre mikrober.
Forskningen viser, at denne interaktion ofte er ngdvendig for at "teende" bestemte biologi-
ske processer. Derfor er det vigtigt at eksperimentere med forskellige veekstforhold for at
laere mere om bakterierne i vores prgver.

Referencer
Bauman, R. (2003). Microbiology (1% ed.) San Francisco: Benjamin Cummings.

Mukhopadhyaya, P. N, Deb, C., Lahiri, C., & Roy, P. (2000). A soxA gene, encoding a diheme cytochrome C,
and a sox locus, essential for sulfur oxidation in a new sulfur lithotrophic bacterium. J Bacteriol, 182:4278-
4287

Slonczewski, J., & Foster, J. W. (2011). Microbiology: An Evolving Science (2" ed.). New York: W.W. Norton &
Co.

Ovelse 4: Valg af veekstmedie og vaekstforhold

1) Hvordan kan vaekstmedie og vaekstforhold optimeres, sa det tillader veekst af mange for-
skelligartede bakterier?

2) Hvilket medie og hvilke vaekstforhold har du valgt og hvorfor?

3) Hvordan adskiller de valgte vaekstforhold sig fra bakteriernes naturlige habitat?

15



Kapitel 5: Kolonier vs. flydende kulturer

Bakteriekoloniers morfologi

Lige siden bakterier allerfgrste gang blev dyrket pa agarplader, har mikrobiologer observe-
ret, at kolonier udviser stor variation i deres udtryk og udseende. Vi betegner beskrivel-
sen af disse karakteristika som koloniens morfologi, og vi kan bruge bakteriernes morfolo-
giske egenskaber til at skelne mellem forskellige bakterier. Pa en agarplade kan forskelle i
koloniernes morfologi f.eks. observeres som forskelle i koloniernes farve, tekstur, form og

kanter.

(Form \
Y Y
N
, -
S 1 /ALY
Prikket Cirkulaer Rhizoid Uregelmaessig Filamentos
(Punktiform) (Circular) (Rhizoid) (Irregular) (Filamentous)
Tveersnit
Flad Konkav Konveks Pulvinat Umbonat
(Flat) (Concave) (Convex) (Pulvinate) (Umbonate)
Margin
> 2
Ensartet Undulat Filamentos Krollet Lobat
(Entire) (Undulate) (Filamentous) (Curled) (Lobate)
Overflade
R
Glat/skinnende Ujaevn Rynket Tor/pudret Slimet
Qmooth/glistening) (Rough) (Wrinkled) (Dry/powdery) (Slimy) /

Figur 5-1. Bakterier kan have forskellige former, hgjder, kanter og se forskellige ud pa overfladen. Vi kan bruge disse be-
greber til at beskrive bakteriernes karakteristika og til at skelne mellem forskellige bakterier.

Desveerre kan bakteriers morfologi ikke fortaelle os noget om, hvor taet besleegtede bakte-
rierne er. En beskrivelse af bakteriens morfologi er derfor ikke tilstreekkelig til at identifi-
cere ukendte bakterier. Dog kan bakteriens morfologiske karakteristika hjeelpe med at
pege os i den rigtige retning.
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Vaekstfaser

Dyrkning af bakterier pa fast medie giver mulighed for at studere bakteriekoloniernes mor-
fologi og isolere dem i renkulturer. Fra disse renkulturer kan man overfgre bakterierne til
flydende medie, hvilket er nadvendigt for at undersgge bakteriers veekst, vaekstkinetik og
biokemiske processer i forskellige veekstfaser.

| flydende medie er bakterier planktoniske, dvs. fritsv@mmende, hvilket gar det muligt for
dem at bevaege sig rundt i mediet. Med tilstreekkelig omrgring fordeles cellerne ligeligt.
Mange bakterier kraever iltning for at gro i flydende kulturer, hvorfor de ofte dyrkes pa ry-
steborde. Dog trives ikke alle bakterier i planktoniske miljger; iseer mange jordbakterier har
sveert ved at overleve i flydende kulturer, hvilket kan fare til et fald i antallet af levende cel-
ler ved overgangen fra fast til flydende medie.

Bakterievaekst i flydende medie kan falges ved hjeelp af et spektrofotometer, som maler
maengden af lys (ved en bglgeleengde pa 600 nm) der absorberes af bakteriekulturen over
tid. Dette udtrykkes som optisk densitet (OD). Jo mere bakterierne vokser, desto mere
uklar bliver kulturen, hvilket resulterer i hgjere OD-veerdier. Nar disse veerdier plottes mod
tiden, opnas en standard vaekstkurve, som viser de forskellige veekstfaser, bakterier gen-
nemgar i flydende kulturer. Veekstkurven er vejledende for bakteriernes fysiologiske og
metaboliske tilstand i de forskellige faser.

Lagfase Logfase Stationeer fase Dodsfase

I
\
\

10° ! | } 1.0
\

108 0.1

Optisk Densitet (OD)

107

Antal levende celler/m! (CFU/ml)

Optisk densitet (turbiditet)
—— CFU (ved udpladning)

0.001

\
\
\
|
\
\
\
| 0.01
\
\
\
106 |
|

Timer Dage

Tid

Figur 5-3. Standard veekstkurve for E. coli i flydende kultur.

17



Nar bakterier overfgres til et nyt veekstmedie, gennemgar de farst en lagfase, hvor de til-
passer deres metabolisme til de nye forhold. Herefter fglger den eksponentielle veekstfase,
hvor bakterierne deler sig hurtigt, og sekundaere metabolitter som antibiotika produceres.
Nar naeringsstofferne er ved at veere opbrugte, gar bakterierne ind i den stationaere fase,
hvor vaekst og celledad er i balance. Til sidst indledes dadsfasen, hvor flere celler der end
overlever.

Bakteriers vaekstfase pa fast medie

Der findes ogsa indikationer pa bakteriers vaekstfaser, nar vi dyrker bakterier pa fast medie.
Kolonier vil med tiden stoppe med at vokse og udbrede sig pa agarpladen, og

de kan endda begynde at svinde ind. Dette er som regel et tegn p3, at naeringsstofferne i
mediet er opbrugt, og at affaldsstoffer bliver akkumuleret samt at vand fordamper

fra agarpladen. Nogle bakterier gar i en dvaletilstand og kan overleve i nogle uger, hvor-
imod andre bakterier har udviklet evnen til at danne sporer. Disse sporeformer er inak-
tive og meget modstandsdygtige. Forskellige jordbakterier har evnerne til at danne sporer,
og de danner dem typisk, nar der ikke laengere er kulstof tilgeengeligt i veekstmediet.
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142:1335-1344.
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Ovelse 5: Isolér unikke kolonier til test for antibiotikaproduktion

1) Pa baggrund af hvilke kriterier vil du udvaelge unikke isolater fra dine plader?

2) Hvis du nu ikke kan teste ALLE dine isolater for antimikrobiel aktivitet, hvordan vil
du sa prioritere dine isolater, sa du gger sandsynligheden for at finde en antibiotika-
producerende bakterie?

3) Hvilke egenskaber eller karakteristika har de bakterier, du har valgt at arbejde videre
med?
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Kapitel 6: Mod ESKAPE-patogenerne

Infektionssygdomme i et historisk perspektiv

Historisk blev sygdomme som kolera og den sorte dad tilskrevet "usund luft" (miasma) og
spontan genese, hvor man troede, at liv kunne opsta fra ikke-levende ting. Denne misfor-
staelse forhindrede samfundet i at koble mikroorganismer med infektionssygdomme, hvil-
ket gjorde det sveert at forebygge og kontrollere sygdomsudbrud. | midten af 1800-tallet
udfordrede John Snow og Louis Pasteur disse teorier. Snow demonstrerede, at kolera
spredtes via forurenet drikkevand, og Pasteur afviste spontan genese ved at vise, at mikro-
organismer kun vokser i vaesker, hvis de bliver kontamineret udefra. Dette farte til kimteo-
rien, som fastslog, at visse sygdomme skyldes mikroorganismer som bakterier.

| dag har vi stor indsigt i, hvordan mikrober forarsager sygdomme, hvilket har muliggjort
forebyggelse og behandling af infektioner. Dog star vi over for udfordringer med antibioti-
karesistens, hvor resistente patogener, ogsa kaldet "superbugs", spreder sig hurtigt, iseer
pa hospitaler og som falge af overforbrug af antibiotika.

Valg af test organisme

Viisolerer jordbakterier i habet om, at nogle kan producere antibiotika. Deres potentiale
vurderes ved at teste, om de kan draebe en testbakterie. Typisk testes isolater farst mod fa
testorganismer, og ved aktivitet udvides testen til flere. Prokaryoter varierer i deres opbyg-
ning og fysiologiske traek, hvilket pavirker, hvordan de reagerer pa antibiotika. Nogle anti-
biotika er bredspektrede og pavirker mange bakterier, mens andre er smalspektrede og
kun virker pa fa. Celleveeggens struktur er ofte afgarende for antibiotikas effekt.

P& workshoppen vil | lave en raekke eksperimenter for at teste, om jeres isolater kan produ-
cere antibiotika. Men farst skal | bestemme jer for, hvilke test organismer | vil teste jeres
isolater imod.

ESKAPE patogenerne

Nar man veelger en testorganisme, er det logisk at veelge en klinisk relevant bakterie, sa-
som en human patogen, der udggr en trussel mod mennesker. Seks mikroorganismer,
kendt som ESKAPE, er seerligt problematiske, da de forarsager starstedelen af antibiotika-
resistente infektioner pa hospitaler. Der er tale om Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Actinetobacter baumannii, Pseudomonas aerugi-

nosa og flere Enterobacter arter (ESKAPE).
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Det er ideelt at teste jeres isolater mod disse patogener, men pa grund af infektionsrisi-
koen er det ikke muligt i et undervisningslaboratorium. | stedet kan | teste mod bakterier,
der er teet besleegtede med ESKAPE-patogenerne, men som ikke udgar en sundhedsmaes-
sig risiko. Disse har lignende anatomiske og fysiologiske egenskaber som ESKAPE, men er
sikre at arbejde med i et undervisningsmiljg, sa leenge laboratoriesikkerheden overholdes.

Enterococcus faecium

Enterococcus raffinosus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Klebsiella pheumoniae Escherichia coli
Actinetobacter baumannii Actinetobacter baylyi
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas putida

Enterobacter species

Enterobacter aerogenes

Tabel 6-1. ESKAPE patogener og deres teet besleegtede "familiemedlemmer”, som vi vil arbejde med i Tiny Earth.

Ikke alle bakterier er sundhedsskadelige

Selvom vi ofte hgrer om sygdomsfremkaldende bakterier, er det vigtigt at huske, at vi kon-
stant er omgivet af gavnlige bakterier. De findes i og pa vores krop, i maden, og i miljget.
Hvis du undersagte hver celle i din krop, ville du opdage, at bakterieceller faktisk overgar
antallet af menneskelige celler med ca. 2:1. Vores celler er konstant omgivet af bakterielle
metabolitter, hvilket understreger, hvor stor en indflydelse mikrober har pa vores liv og
helbred.
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Ovelse 6: Mod ESKAPE-patogenerne

1) Huvis et af jeres isolater inhiberer veeksten af én test organisme, betyder det s3, at
den vil inhibere alle bakterier?

2) Hvordan kan vi detektere produktionen af antibiotika? Hvordan kan vi skelne mel-
lem de bakterier, der kan producere antibiotika, og de som ikke kan?

3) Hvilke ESKAPE patogener vil du gerne teste dine isolater imod?

4) Hvordan udger lige netop de ESKAPE patogener en sundhedsmaessig trussel?

5) Findes der noget antibiotika, som vi i dag kan bruge til at behandle infektioner med
netop disse ESKAPE?
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Kapitel 7: Antibiotika: Opdagelse, opbygning og
virkemade

Manden der opdagede antibiotika

| 1928 gjorde Alexander Fleming en banebrydende opdagelse, da han fandt penicillin fra
skimmelsvampen Penicillium notatum. Penicillin blev det fgrste antibiotikum, der effektivt
kunne behandle en lang raekke infektioner. Tidligere blev antiseptiske midler brugt til at
behandle infektioner, isaer hos sarede soldater, men de var skadelige for bade veev og im-
munsystemet. Fleming sggte derfor et alternativ, der kunne draebe bakterier uden at skade
menneskeceller.

Fleming bemaerkede, at en skimmelsvamp pa en agarplade dannede inhiberingszoner om-
kring sig, hvor bakterier ikke kunne gro. Han konkluderede, at svampen udskilte et stof, der
kunne draebe bakterier, og identificerede dette som penicillin. Penicillin viste sig at inhibere
vaeksten af Gram-positive bakterier, der forarsager sygdomme som skarlagensfeber og
lungebetaendelse, uden at skade eukaryote celler.

Selvom Fleming opdagede penicillin, kunne han ikke oprense det til klinisk brug. Det var
farst 10 ar senere, at Howard Florey og Ernst Chain lykkedes med at oprense stoffet og te-
ste dets effekt i levende organismer. Penicillin blev dermed klar til brug under Anden Ver-
denskrig og reddede mange soldaters liv ved at reducere dgdsfald som falge af infektio-
ner.

Antibiotikas opbygning

Penicillin var banebrydende, fordi det selektivt draebte bakterier uden at skade humane
celler, i modsaetning til antiseptiske midler, der pavirkede begge. | 1942 introducerede Sel-
man Waksman begrebet "antibiotika" for at beskrive sma molekyler produceret af mikroor-
ganismer, som kan haemme eller draeebe andre mikrober. Antibiotika opdeles i forskellige
klasser baseret pa deres struktur. En vigtig klasse er B-lactam-antibiotika, sdsom penicillin,
som er kendetegnet ved en seerlig ringstruktur, der h&emmer celleveegsdannelsen i bakte-
rier, hvilket er afggrende for deres overlevelse.
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Figur 7-1. Antibiotika fra klassen B-lactam (f.eks. penicillin og ampicillin) indeholder alle en ringstruktur kaldet f-lactam-
ring. Denne struktur ger denne klasse af antibiotika i stand til at haemme celleveegssyntesen.

Antibiotika — biosyntese

Antibiotikas kemiske struktur er taet forbundet med deres produktion i bakterier. | mod-
saetning til proteiner, der kodes direkte fra DNA, produceres antibiotika gennem en kom-
pleks biosyntese, hvor enzymer samler og modificerer molekyler som aminosyrer, sukre og
fedtsyrer. Dette hjeelper med at klassificere antibiotika baseret pa deres kemiske egenska-
ber.

Mikroorganisme

Antibiotika

Biosyntetisk genklynge Enzymatisk samleband

R EDY

_, efY eva e o
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Figur 7-2. Antibiotika dannes i cellen ved en kompleks biosyntese. Enzymerne involveret i processen er kodet i bakteriens
genom.

24



Hvorfor antibiotika draeber bakterier (og ikke os)

Antibiotika klassificeres efter deres virkemade pa det cellulaere niveau. De virker selektivt
mod bakterier ved enten kun at traenge ind i bakterieceller eller ved ikke at genkende eu-
karyote celler, hvilket beskytter humane celler. Bakteriers celleveeg er et unikt mal, da den
kun findes i bakterier og bestar af peptidoglycan. Gram-positive bakterier har et tykt pep-
tidoglycan-lag, mens Gram-negative har et tyndt lag mellem to membraner.

Penicillin og vancomycin haemmer dannelsen af celleveeggen ved at blokere enzymer, der
samler peptidoglycan. Uden konstant vedligeholdelse af celleveeggen kan bakterier ikke
overleve.

Nogle antibiotika malretter ogsd DNA-metabolismen. Ciprofloxacin haemmer f.eks. DNA-
gyrase i bakterier, mens rifampicin haemmer RNA-polymerase, hvilket forhindrer transkrip-
tion af bakterielt DNA. Proteinsyntese, afggrende for bade eukaryoter og prokaryoter,
haemmes ogsa af antibiotika, der specifikt malretter forskelle i ribosomet mellem de to cel-
letyper.

Cellevaegssyntesen | «

e
.

T
- Replikation

Figur 7-4. Eksempler pé cellulaere processer (targets) som antibiotika ofte haemmer. Fzelles for processerne er, at de er
livsngdvendige for cellen.
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Ovelse 7: Design en metode til at identificere antibiotikaproducerende isolater

1) Hvordan vil du bestemme, hvorvidt dine isolater producerer antibiotika eller ¢j?

2) Hvilke positive og negative kontroller vil du have med?

3) Huvilke faktorer kan pavirke en bakteries evne til at producere antibiotika?

4) Kan vi gge udbyttet af antibiotika fra et isolat?
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Kapitel 8: Laer dine isolater at kende

Det er vigtigt at understrege, at der er en lang vej fra opdagelsen af et antimikrobi-

elt stof, til det kan findes pa apotekets hylder. Der er en masse krav, som stoffet skal kunne
leve op til, farend det kan blive et kommercielt behandlingsmiddel. For at kunne under-
s@ge, om stoffet lever op til disse krav, kraever det, at man farst far isoleret det aktive stof i
ren form dvs. far det adskilt fra alt andet. Det er bade en vanskelig proces og krae-

ver dyrt udstyr at adskille ét enkelt stof fra alle de andre stoffer, som organismen produce-
rer, og det kan tage op til maneder eller ar selv for garvede kemikere. Derfor

er der stor veerdi i at prave at fa indikeret tidligt i processen, om stoffet er nyt eller allerede
kendt.

Klassificering af mikrober

Begrebet taksonomi bruges indenfor biologien til at navngive og inddele levende organis-
mer i grupper baseret pa delte karaktertraek. Disse grupper er opbygget hierarkisk og in-
kluderer ofte syv taksonomiske niveauer; Domaene, rige, klasse, orden, familie, sleegt og art.
| slutningen af det 20. arhundrede fik vi adgang til teknologier, der tillader sammenligning
af DNA-sekvenser, og derved ger det muligt at klassificere bakterierne.

Forskere vaelger ofte at sammenligne bestemte "markar gener”, som findes i alle mikroor-
ganismer og som er rimelig konserverede. At et gen er konserveret betyder, at det udvik-
ler sig langsomt rent evolutionaert. Dette er tilfeeldet med 16S rRNA genet i bakterier (18S
rRNA genet i eukaryoter). 16S rRNA genet koder for en del af det bakterielle ribosom

og er altsa livsnadvendigt for cellen. Sammenligninger mellem bakteriers 16S rRNA gener
bliver anvendt meget i dag, men sadan en analyse bgr holdes op mod bade morfologisk
klassificering og biokemisk klassificering.

Molekylzer fylogeni

DNA er essentielt som sammenligningsgrundlag, da det udger arvematerialet for alle le-
vende organismer. Alle organismer deler homologe versioner af SSU-generne, som aendrer
sig meget lidt over tid, hvilket gagr dem til en stabil platform for evolutionaere studier. Med
16S rRNA og 18S rRNA gen-sekvenser kan forskere sammenligne slaegtskabet mellem alle
levende vaesner, hvilket fgrte til en omstrukturering af "Livets trae" i tre domaener: Archaea,
Bacteria og Eucarya.
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Figur 8-1. Livets Tree.

Selvom der findes andre markargener, er 16S rRNA genet oftest brugt til at identificere
ukendete isolater. Genet har ni variable og otte konserverede omrader; de konserverede
omrader er ens i alle bakterier og muligger design af universelle primere, mens de variable
omrader er artsspecifikke og fungerer som bakteriens "signatur”. Dette ger 16S rRNA ge-
net til en fremragende fylogenetisk marker, isaer til identifikation af ukendte isolater.

16S rRNA gen sekvens data

DNA-sekvensteknologier har udviklet sig markant de seneste artier, og der findes nu flere
mader at fa en DNA-sekvens af et gen eller et helt genom. Alle metoder kraever mange ko-
pier af den gnskede DNA-sekvens, kaldet template DNA. Den mest brugte teknik til at am-
plificere (kopiere) denne sekvens er Polymerase Chain Reaction (PCR). Ved at designe PCR-
primere, der er komplementeere til de konserverede omrader af 16S rRNA-genet, kan vi
amplificere en bred vifte af bakterier. De kopierede sekvenser indeholder ogsa de variable,
artsspecifikke omrader, som gar det muligt at identificere den isolerede bakterie.
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Figur 8-2. Ribosomalt RNA (rRNA) er organiseret i to subunits; small ribosomal subunit (SSU) og large ribosomal subunit
(LSU). 16S rRNA genet koder for SSU, hvor 23S rRNA genet og 5S rRNA genet koder for LSU.16S rRNA genet (~1500 bp)
er illustreret her med ni variable regioner (V1-V9) omgivet af konserverede omrader i gra. Forward primeren 27F og re-
verse primeren 1492R binder til konserverede omrader pa genet og anvendes ofte til amplificering af hele 16S rRNA ge-
net.

Mikrober i mikroskopet

Mikroskopi har udviklet sig markant siden de farste observationer af mikroskopisk liv, men
lysmikroskoper kan stadig kun skelne mellem objekter stagrre end 0,2 ym. Elektronmikro-
skopi kan derimod vise detaljer ned til 0,005 pm, hvilket gar det muligt at se mindre objek-
ter som virusser og cellekomponenter.

Farvning af bakteriers cellevaeg

arvning af bakterier hjaelper med at skelne mellem forskellige celleformer, sdsom cocci
(kugleformede) og bacilli (stavformede). Bakteriers cellevaegge bestar af peptidoglycan,
som beskytter cellen og giver den form. Gram-farvning er en klassisk teknik, hvor man bru-
ger to farvestoffer: krystalviolet og safranin. Gram-positive bakterier har et tykt peptidog-
lycanlag, der holder pa den violette farve, mens Gram-negative bakterier, med et tyndere
lag, mister den violette farve og bliver pink ved farvning med safranin. Denne metode bru-
ges til at skelne mellem de to starste grupper af bakterier: Gram-positive og Gram-nega-

tive.
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Ovelse 8: Indledende identificering af antibiotikaproducerende bakterier

1) Hvad vil du gerne vide om dine antibiotikaproducerende isolater?

2) Kan vi identificere bakterier baseret pa makroskopisk morfologi? Hvorfor/hvorfor
ikke?

3) Huvilke celluleere og molekyleere dele af vores isolat kan give os mest mulig informa-
tion om dets identitet?

4) Hvordan kan vi bekreefte, hvad vi laerer om vores isolat?
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Kapitel 9: | sidste ende handler det hele om kemi

Ekstraktion af sekundaere metabolitter eller naturstoffer

Nar en bakterie dyrkes, producerer den mange forskellige metabolitter. For at undersgge
et potentielt nyt antibiotikum er det farste skridt at adskille det aktive stof fra andre stoffer
i kulturen. Oprensning indebaerer flere separationsprocesser, hvor stoffer adskilles baseret
pa egenskaber som polaritet, starrelse eller oplagselighed. De stoffer, der minder mest om
det aktive stof, er svaerest at fjerne.

Fra isolat til molekyle

Organiske ekstrakter fra cellekulturer er komplekse blandinger, der skal reduceres til kun at
indeholde det aktive stof. For at isolere det aktive molekyle via bioassay-guided isolering
kreeves tre ting: et biologisk aktivitetsassay, oprensningsteknikker og metoder til at be-
stemme stoffets kemiske struktur. Bioassays hjaelper med at falge det aktive stof gennem
processen, og nar det er isoleret, kan strukturen lgses ved hjzelp af teknikker, der identifi-
cerer molekylet. Bioassay-guided isolering tager ofte lang tid og kan fgre til genopdagelse
af kendte stoffer. Derfor bruger man "dereplikering"” tidligt i processen for at skelne mel-
lem kendte og ukendte stoffer. Dereplikering involverer vaeske-kromatografi/massespek-
trometri (LC-MS), statistiske analyser og biologiske assays, som hjeelper med at prioritere
ukendte stoffer for videre forskning.
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Ovelse 9: Test et organisk ekstrakt fra dit isolat for antimikrobiel aktivitet

1) Kan vi isolere antibiotika fra et isolat? Hvordan?

2) Hvordan kan vi vurdere, om det aktive stof er tilstede i ekstraktet?
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Kapitel 10: Resistens mod antibiotika

Antibiotikaresistens

Antibiotikaresistens opstar, nar skadelige organismer bliver modstandsdygtige over for an-
tibiotika, hvilket betyder, at de ikke leengere kan behandles med de mest effektive midler. |
nogle tilfeelde skal man bruge steerkere antibiotika, som normalt er reserveret til de mest
alvorlige infektioner, hvilket kan efterlade patienten i livsfare, hvis infektionen har spredt
sig. | veerste fald findes der ingen behandling, og visse infektioner bliver uhelbredelige.
ESKAPE-patogenerne repraesenterer en stor del af de multiresistente bakterier, der udgar
en alvorlig sundhedsrisiko i dag.

Hvordan bliver bakterier resistente?

Det kan hjzlpe os med at blive klogere pa antibiotikaresistens, hvis vi kigger pa antibioti-
kas virkemade og de cellulzaere interaktioner, der sker inde i cellen. Antibiotika er et mole-
kyle, som traenger ind i cellen og interagerer med et saerligt target; f.eks. vil antibiotika, der
binder til ribosomet, haemme proteinsyntesen, hvilket cellen ikke kan overleve. Enhver aen-
dring i cellen, som forhindrer antibiotika i at na sit target, vil fare til resistens.

Nedsat permeabilitet

Overproduktion af target

e

i
/) aciing af targer ailill
J Enzymatisk inaktivering , , , ]

eller aendring

@ Antibiotika

P Fosfat

Andring i efflux-
eller transportmekanismer

@ Resistensgen

Figur 10-1. Typiske resistensmekanismer; mader hvorpa cellen undgar antibiotikas virkning.

Der er to overordnede mader, hvorpa en celle tilegner sig antibiotikaresistens. Den ene in-
volverer mutationer, og den anden involvere overfgrsel af resistensgener fra andre
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bakterier. Bakterier kan modtage DNA fra andre bakterier, fra det omgivende miljg eller fra
virus via horisontal genoverfgrsel. Typiske eksempler pa resistensgener, der viderebringes
via horisontal genoverfgrsel, er gener der koder for pumper, der pumper antibiotika ud af
cellen igen eller enzymer, som kemisk aendrer pa selve stoffet, sa det ikke leengere kan
binde til sit target. Mutationer, som opstar ved fejl i DNA-replikationen, kan ogsa fare til
resistens. Mutationen skal medfare en strukturaendring af target, sa antibiotikummet ikke
laengere har lige sa god bindingsaffinitet, men funktionen af target skal bibeholdes.

Antibiotikaresistens i miljoet

Resistente bakterier opstar under selektivt pres, hvor det er fordelagtigt for dem at bevare
andringer i deres genom, som g@r dem resistente. For eksempel vil mikrober i patienter,
der behandles med antibiotika, beholde deres resistens for at overleve behandlingen. Disse
resistente bakterier kan spredes til miljget, f.eks. via affald, og brugen af antibiotika i land-
bruget skaber yderligere pres, som fremmer overlevelsen af resistente mikroorganismer.
Antibiotika blev tidligere brugt i store maengder til at fremme vaekst hos husdyr, men
denne praksis er blevet forbudt i Europa siden 2006 og i USA siden 2017. Antibiotika har
veeret brugt medicinsk i relativt kort tid, men bakterier har produceret dem naturligt i artu-
sinder. Vi forstar stadig ikke fuldt ud, hvorfor bakterier producerer antibiotika i deres natur-
lige miljg. Det kan vaere en form for biologisk krigsfarelse, hvor bakterier udskiller antibio-
tika for at eliminere konkurrenter i kampen om ressourcer. Kun de bakterier, der kan over-
leve denne kamp, vil formere sig og overfgre deres resistensgener til efterfalgende genera-
tioner.

Introduktion pa markedet

==

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

; Daptomycin
Linezolid

Observeret resistens

Linezolid
Daptomycin

Figur 10-2. Tidslinje over introduktion af antibiotiske stoffer og observeret resistens.
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Kapitel 11: “Klassisk” vs. “moderne” klassificering

Kliniske laboratorier og diagnose

Nar patienter diagnosticeres og behandles for infektioner, er det afggrende, at identifikati-
onen af de patogene bakterier sker hurtigt og preecist. Klassiske metoder i kliniske labora-
torier bygger pa mikrobiologiske principper, hvor bakteriers respons pa aendringer i deres
miljg unders@ges. Forskellige vaekstmedier anvendes til dette formal: Selektive medier, som
fremmer vaeksten af visse bakterier, og differentieringsmedier, som ger det muligt at visu-
elt skelne mellem forskellige bakterietyper.

Specialiseret medie og enzymologi

Gramfarvning opdeler bakterier i to hovedgrupper: Gram-positive og Gram-negative. Ud-
over dette kan andre tests som MacConkey Agar give yderligere oplysninger om bakterier-
nes biokemi. MacConkey Agar er et specialiseret veekstmedie, der adskiller Gram-negative
bakterier, isaer dem fra menneskets mave-tarmkanal. Det indeholder stoffer, der haeammer
Gram-positive bakterier og kan afslgre syreproduktion, hvilket vises ved en farveskift til
rad/pink.

Andre metoder som Triple Sugar Iron (TSI) testen hjeelper med at klassificere bakterier efter
deres evne til at fermentere sukkerarter og producere H2S. En stivelsestest kan ogsa skelne
mellem bakterier, der kan hydrolysere stivelse, ved at se, om stivelsen reagerer med jod og
skifter farve. Desuden kan enzymtests som katalase-testen afslgre en bakteries evne til at
modvirke brintoverilte, hvilket giver yderligere information om bakteriens egenskaber.

Disse biokemiske tests giver en omfattende forstaelse af en bakteries identitet og hjeelper
med at vejlede den rette behandling. | kliniske omgivelser kan disse metoder fgre til en
hurtig identifikation pa sleegtsniveau, men sekventeringsteknologier er ofte nadvendige for
preecis artsidentifikation.

Klassisk eller moderne fremgangsmade

De seneste to artier har udviklingen af sekventeringsteknologier gjort dem hurtigere, mere
palidelige og billigere. Dette har resulteret i en eksponentiel vaekst af tilgeengelige geno-
mer i databaser som GenBank. 16S rRNA gensekventering er nu en almindelig metode til
at identificere bakterier pa sleegtsniveau, og mere specifikke primere kan yderligere identi-
ficere bakterier pa arts- eller stammeniveau. Hvis en bakteries 16S rRNA gensekvens viser
over 97% lighed med en kendt art, kan vi forudsige dens faenotype.
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Forskere kombinerer ofte morfologiske, biokemiske og molekylaere analyser for at identifi-
cere ukendte organismer. Uoverensstemmelser mellem disse resultater kan indikere, at der
er tale om en ny art eller variant. Ved at koble en bakteries fylogenetiske baggrund, morfo-
logi og biokemiske egenskaber kan forskere fa et dybere indblik i organismens celluleere
og molekyleere processer.

Referencer
ASM Microbe Library. Laboratory Protocols. <http://microbelibrary.org/about/51>

Fox, A. Culture and Identification of Infectious Agents. Bacteriol Microbiol Immunol, On-line: University of
South Carolina School of Medicine

Wessner, D. R, Dupont, C., & Charles, T. (2013). Microbiology. New York: Wiley Pub.

Ovelse 11: Biokemisk karakterisering af isolater

1) Vi har identificeret isolaterne og testet deres antibiotikaproduktion. Hvad vil du el-
lers gerne vide om dine isolater?

2) Nar du sammenligner dine biokemiske test med din identificering, stemmer resulta-
terne fra de biokemiske tests sa overens med vores forventning for den pageel-
dende type bakterier? Sgg i litteraturen!
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Kapitel 12: Bakterier i kontekst

De gode vs. de onde bakterier

Bakterier har en blandet opfattelse i samfundet: pa den ene side frygtes de som sundheds-
skadelige organismer, der skal udryddes gennem god hygiejne, mens fagdevareindustrien
pa den anden side promoverer "gode bakterier" eller probiotika som gavnlige elementer i
yoghurt og andre produkter. Denne opdeling i "gode" og "onde" bakterier er dog misvi-
sende. De fleste bakterier er harmlgse og spiller en essentiel rolle i Jordens gkosystemer.
Fra fadslen koloniserer bakterier vores hud og tarmsystem, hvor de styrker vores immunsy-
stem og hjaelper os med at optage neeringsstoffer. Nyere forskning antyder, at tarmbakte-
rier kan beskytte mod sygdomme som autisme, astma, diabetes, depression og fedme.
Denne symbiose mellem bakterier og andre organismer er resultatet af en lang historie
med co-evolution og samarbejde mellem arter.

Afsluttende bemaeerkning

Mikrobiologien har set et skifte fra studiet af mikrober i renkulturer til blandede mikrobi-
elle samfund og associationer. Bakterier pavirkes af deres kontekst — bade af andre mikro-
ber og af deres fysiske milja. Ved at observere dem i deres naturlige miljg kan vi laere me-
get mere om deres biologi end ved at studere dem isoleret. Bakterier, der vokser i labora-
toriet, har ofte helt andre vaekstforhold end dem i naturen, og de fleste bakterier (99%) vil
slet ikke gro under laboratorieforhold, fordi vi ikke forstar deres komplekse behov.

Under jeres undersggelser af bakterier har | fokuseret pa antagonisme, hvor en organisme
haemmer en anden. Men | kan ogsa opdage, at bakterier kan pavirke hinandens vaekst po-
sitivt eller samarbejde om ressourcer. Denne form for interaktion er et centralt emne inden
for mikrobiologisk forskning, og der findes mange spaendende studier om emner som mi-
krobielle samfund, blandede arter og biofilm. Jeres tilgang til studiet af jordbakterier har
vaeret meget malrettet, men forskningsmulighederne er uendelige, ligesom bakterierne
selv. Hver bakterie indeholder en enorm maengde information, som vi fortsat kan opdage
og forsta bedre ved at studere dem i forskellige kontekster. Jeres arbejde har efterladt et
aftryk i forskningsverdenen, og | har nu et solidt fundament til at fortsaette med at leere om
mikrober, diskutere dem og designe fremtidige eksperimenter.
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