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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:

1. At leere elever om antibiotikaresistens og de konsekvenser det har for vores
samfund

2. At leere elever om jorderosion og de konsekvenser det har for vores samfund
3. Atinvolvere elever i naturvidenskabelig forskning

4. At finde ny antibiotika!

Mal 1. Antibiotikaresistens

Vores fremtid er truet af en global sundhedskrise, der frygtes at have enorme sundheds-
maessige, gkonomiske og politiske konsekvenser for vores verdenssamfund. Antibiotika har
siden dets opdagelse i 1928 gjort os i stand til at behandle en lang raekke dgdelige syg-
domme fordrsaget af bakterier. Men den mulighed forsvinder mellem haenderne pa os. Ar-
sagen er en hastig udvikling og spredning af bakterier, der er modstandsdygtige (resi-
stente) overfor vores nuveerende antibiotika. Ifglge Verdenssundhedsorganisationen WHO
der 700.000 personer hvert ar af infektioner forarsaget af multiresistente bakterier. Det
frygtes, at tallet i 2050 vil stige til 10 millioner arlige dgdsfald, hvis ikke der handles nu.

Vi finder nye antibiotiske stoffer for langsomt, og det er en udfordring, da vi dermed ikke
kan falge med den hastige udvikling af resistens. Store dele af medicinalindustrien, som i
artier har veeret aktive i jagten pa ny antibiotika, har nedlagt eller begraenset deres indsats
pa omradet, hvilket har fgrt til en markant nedgang af nye godkendte stoffer. Sa alt imens
krisen eskalerer, er opdagelsen af ny antibiotika i staerk nedgang.

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



Mal 2. Jorderosion

De fleste af os tager jorden for givet, men jorden er faktisk en yderst vaerdifuld ressource.
Jorden er mest kendt som et medie, hvori vi dyrker vores afgr@der, men faktisk har jorden
spillet en meget afggrende rolle for vores historie ved ogsa at forsyne os med f.eks. antibi-
otika. Starstedelen af den antibiotika, vi kender til i dag, stammer nemlig fra bakterier, der
lever i jorden.

Desveerre har vi ikke vaeret gode nok til at passe pa vores jord. Nar vi overdyrker vores
jord, udtegmmer vi jorden for naering, og nar vi plgjer jorden, nedbryder vi jordens struktur.
Begge dele slider pa jorden og ger den sarbar over for vind- og vanderosion. Erosion bety-
der, at jorden flytter sig veek fra det sted, den er produceret f.eks. til atmosfaeren eller via
vandveje. Nar jorden flyttes, flyttes ogsa alle jordens naeringsstoffer. Det er uhensigtsmaes-
sigt, og det kan skabe ubalance i gkosystemerne. Det kan have fatale konsekvenser for mil-
joet f.eks. som i USA, hvor naeringsrig landbrugsjord via Mississippi floden er eroderet ud i
den Mexicanske golf. Her har den naeringsrige jord medfgrt en enorm algeopblomstring,
der har opbrugt langt det meste af ilten i et 20.000 km? stort omréde. Meget f& organismer
kan overleve i disse iltfrie forhold, s& omradet har naesten mistet alt dets liv og kan betrag-
tes som en dad zone. P4 den made har jorderosion store konsekvenser - bade der hvor
jorden flyttes fra, men ogsa der hvor jorden flyttes hen.

Jorden eroderer faretruende hurtigt sammenlignet med den tid, det tager naturen at pro-
ducere ny jord. Det truer vores fremtid, da vi er dybt afheengige af jorden. Farst og frem-
mest fordi vi forventer at skulle brgdfgde 9 milliarder mennesker pa verdensplan i 2050.
Men det er ikke den eneste udfordring. Jorden er den starste kilde til mikrobiel diversitet
pa vores klode og gemmer derfor pa mange vigtige funktioner. Nar vi mister jord, mister vi
altsa ogsa denne mikrobielle diversitet. Eftersom vi endnu ikke helt er klar over, hvilken di-
versitet og hvilke funktioner jorden gemmer pa, er vi heller ikke helt klar over, hvad vi kom-
mer til at miste. Vi ved dog med sikkerhed, at jorden gennem tiden har forsynet os med
medicin som f.eks. antibiotika. Antibiotika har revolutioneret den medicinske historie og
reddet utallige menneskeliv. Faktisk har jorden vaeret kilde til to tredjedele af den antibio-
tika, vi bruger til behandling i dag. Det er lige netop her, at antibiotikakrisen og jordkrisen
konvergerer.

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



Mal 3. Forskning - essensen af naturvidenskab

Tiny Earths tredje mal er at involvere gymnasieelever i et forskningsprojekt. Vi tror, at den
bedste made at leere om naturvidenskab og naturvidenskabens muligheder er ved selv at
have fingrene i forskning.

Mange elever oplever aldrig autentisk naturvidenskab, men leerer i stedet om andres revo-
lutionerende opdagelser gennem laerebgger og artikler. Selvom denne viden bade er vigtig
og ngdvendig, er det svaert for mange mennesker at blive oprigtigt fanget af fakta og kon-
cepter, far de pa egen krop har meerket begejstringen ved at gare en opdagelse - for det
er der neermest intet i verden, der kan male sig med. | et kort gjeblik sidder du, som den
eneste i verden, inde med en lille information om den verden, vi lever i. Efterfalgende far
du mulighed for at dele din opdagelse med andre, hvilket i sig selv ogsa er tilfredsstillende.
Det er lige netop essensen af naturvidenskab — fa ideer, tilegn dig ny viden, del din viden
og anbring din nye viden i kontekst med al den viden, vi i forvejen har.

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

Mal 4. Opdagelsen af ny antibiotika fra jord

Langt starstedelen af alt den antibiotika, vi behandler med i dag, stammer fra jordbakterier.
Netop af denne arsag har forskere i artier ledt efter ny antibiotika blandt jordens mikrobi-
elle samfund. Man kunne maske fristes til at tro, at jorden efterhanden ma veere lgbet tar
for nye interessante stoffer. | takt med at vi bliver klogere og klogere pa jorden og dens
indbyggere star det soleklart, at jorden stadig gemmer pa en masse uudforskede skatte.

Det virker maske pudsigt, at nogle bakterier kan producere nogle stoffer, der kan draebe
andre bakterier. Men maske er intentionen med disse stoffer faktisk en helt anden ude i
naturen. Maske producerer jordbakterier faktisk disse stoffer som del af deres kommunika-
tion med andre bakterier — det er noget, vi hele tiden praver at blive klogere pa.



En af udfordringerne ved at identificere nye antibiotikaproducerende bakterier er at fa iso-
leret de helt rigtige bakterier fra en kompleks jordprave og fa dem til at producere de ak-
tive stoffer i laboratoriet. Vi ved af erfaring, at der findes en masse bakterier i jord, som vi
forholdsvis let kan fa til at producere antibiotika, nar vi dyrker dem i laboratoriet — og de er
ikke sveere at finde. Vi ved dog ogsa, at vi stadig har meget at lszere om de forhold, der far
bakterier til at producere deres antibiotika. Det er ngdvendigt at knaekke denne kode, hvis
vi skal gare os forhabninger om at finde nogle nye stoffer. En af jeres opgaver bliver at
finde pa nye mader at aktivere produktionen af antibiotika og forhabentlig finde nogle
stoffer, som vi endnu ikke har set for.

Kan en gruppe elever Igse denne opgave og dermed Igse den krise, der truer vores frem-
tid? Svaret er et rungende ja! For at forstd, hvorfor vi mener, at elever kan opdage ny anti-
biotika, bliver vi ngdt til farst at forholde os til, hvorfor opdagelsen af ny antibiotika de sid-
ste mange ar er gaet i sta.

Mange firmaer i medicinalindustrien har udtalt, at sandsynligheden for at finde ny antibio-
tika er meget lille i forhold til den arbejdsbyrde, det kraever. De mener ikke, det er en inve-
stering veerd, da de "lavt-hangende frugter” - sa at sige - allerede er blevet plukket. Her er
vi meget uenige. Der findes meget klare beviser pa, at der stadig er rigtig meget antibio-
tika i jorden, som blot venter pa at blive fundet. Faktisk har elever i Tiny Earth netveerket
allerede fundet helt nye stoffer!

Vi tror i stedet, at medicinalindustrien melder sig ud af jagten pa ny antibiotika, fordi deres
fokus er flyttet over pa mere lukrative preeparater. Patienter i behandling for kroniske lidel-
ser som f.eks. angst, depression, hjertesygdomme og forhgjet kolesteroltal er ofte af-
haengige af deres medicin i meget lange perioder. Patienter, der behandles med antibio-
tika, kreever derimod ofte kun nogle fa& dages behandling.

Selvom det tager laengere end et skolear at finde ny antibiotika og fa det pa markedet, sa
er der dog rig mulighed for at identificere potentielle nye stoffer pa blot et par maneder. |
Tiny Earth involverer vi elever over hele verden i et kollektivt samarbejde med ét feelles mal:
at finde ny antibiotika. P4 denne made udvider vi vores sggen efter antibiotika til lokatio-
ner med geografisk stor spredning og hver enkelt person, der deltager, har muligheden for
at ggre en helt ny opdagelse.

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 netveerk samt mange sma opdagelser, som
tilsammen kan gare en keempe forskel.

| Tiny Earth samarbejder vi om ét faelles mal. Alle vores feelles 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 gagre os meget klogere — hvad end
vi finder ny antibiotika eller ej. Nar vi samler data fra hele verden, kan vi nemlig lsere noget
om tendenser. Tendenser kan hjeaelpe 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 tvaers af forskellige
forskningslaboratorier — Men Tiny Earth tager denne model skridtet videre ved at involvere
tusindvis af elever, studerende og laerere 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. De findes f.eks. i hydrotermiske
veeld pa havets bund, men de findes ogsa i vores tarmsystem og pa overfladen af vores
computertastetur. Mikrobernes omfattende tilstedevaerelse og deres alsidighed er et resul-
tat af et neesten 4 milliarder ar langt samarbejde med vores planet. Mikroberne har spillet
altafgarende roller i udviklingen af bade vores planet og dens beboere. Mikroberne har
hjulpet med at tilpasse biosfaeren, da bestemte stoffer produceret af bakterier har hjulpet
med at fremme evolutionen af komplekse celler og multicellulaere organismer. Mikroberne
har ogsa pavirket Jordens biogeologiske systemer. De er nemlig aktive spillere i recirkulati-
onen af det livsngdvendige kulstof, kveelstof, svovl og fosfor ogsa kaldet stofkredslab.
Uden bakteriernes hjeelp ville andre systemer eller organismer ikke kunne optage stofferne.
Vi kan f.eks. takke mikroberne for, at vi mennesker kan optage livsngdvendig kulstof og
kvaelstof. Uden mikroberne ville kulstof og kveelstof nemlig 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 atmosfeere 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.

Definitioner:

Mikrobiel gkologi er leeren om mikrobers interaktioner bade med hinanden og med det
omgivende miljg. Mikrober spiller en afgarende rolle i komplekse gkosystemer, hvor det
vrimler med liv og aktivitet. | disse mikrobielle samfund deler mikroberne signaler med hin-
anden, der fungerer som instrukser til at danne bestemte stoffer. Det kan f.eks. veere i for-
bindelse med en intern konkurrence om en begraenset ressource eller et samarbejde om at
udnytte en anden ressource mest muligt. To helt essentielle begreber indenfor mikrobiel
gkologi er biodiversitet og bioaktivitet. Disse begreber daekker over 1) de typer organismer,
der er tilstede i et gkosystem samt 2) deres funktioner og evner.

Begrebet mikrobe er en generel betegnelse for en organisme, der er sa lille, at man ikke
kan se den med det blotte gje. Dermed betegnes mikrober som mikroskopiske. Mikrober
daekker bade over bakterier og arkaeer (prokaryoter), samt mikroskopiske eukaryoter som
f.eks. geersvampe, skimmelsvampe og protister. Derudover betegnes virus og prioner ogsa
som mikrober, dog opfylder de ikke helt kriterierne for "liv" som f.eks. evnen til selv at
kunne reproducere sig. Derfor betragtes virus og prioner som ikke-levende.

Prokaryoter og eukaryoter adskiller sig bl.a. fra hinanden i deres cellulaere opbygning og
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deres kompleksitet. Eukaryoter baerer deres genetiske materiale i en szerlig afdeling af cel-
len kaldet nukleus. Prokaryoter derimod indeholder slet ikke den slags intracellulaere afde-
linger eller organeller. Prokaryoters genetiske materiale findes derfor i cellens cytoplasma.

Bakteriernes planet:

Man anslér, at det samlede antal prokaryoter i alt jord pa kloden naermer sig 26 x10% (260
milliarder milliarder milliarder). Dette enorme antal celler tydeligger, at disse mikrober kol-
lektivt 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 - pd 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 Desuden har bakterier stor indflydelse pa vores sundhed — nogle forarsager syg-
domme, 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 spagrgsmal angaende mikrobiel gkologi og mikroorganismers rolle i naturen som
f.eks.:

e Huvilke typer bakterier kan vi finde i en jordprove?

e Hvordan kan vi teelle bakterier og skelne dem fra hinanden?

e Hvor mange forskellige typer bakterier findes der, og hvor stort et antal findes der af hver
enkelt type bakterie?

e Hvordan kan dette blive pavirket af miljget?

o Bliver bakteriers aktivitet pavirket, nar de isoleres i renkulturer?

e Eren bestemt bakteries aktivitet skadelig eller fordelagtig for andre bakterier?

e Producerer bakterierne sekundaere metabolitter som f.eks. pigmenter, toksiner eller antibio-
tika?

e Hvor aktivt er deres antibiotika, og hvordan virker det pa andre bakterier?

e Er bakterierne resistente overfor antibiotika?

e Kan vi manipulere deres produktion af antibiotika?

e Erderes antibiotika brugbar for mennesker?

e Erdet antibiotika, vi allerede kender, eller er det en ny type antibiotika?
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Eksperimenterne i Tiny Earth er designet til at hjeelpe med at besvare disse spgrgsmal, te-
ste hypoteser og opna en dybere indsigt i den mikrobielle verden. Igennem forlgbet vil |
blive introduceret for mange grene af naturvidenskaben lige fra cellebiologi og biokemi til
analytisk kemi og genetik. | vil benytte en lang raekke forskellige redskaber indenfor disse
felter til at blive klogere pa biodiversiteten og bioaktiviteten 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 feltet som helhed.

Lad jagten begynde!

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
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Livet pa bakteriernes planet

Dette billede er taget gennem okularet pa et lysmikroskop. Billedet viser den helt unikke form og
farve pa den fotoautotrofe cyanobakterie (ogsa kendt som bladgrenalgen).

Cellerne danner lange trade (filamenter) og findes i en lang raekke forskellige miljger bl.a. i jorden og
pa havets bund. Cyanobakterier producerer ilt via fotosyntese og kan omsaette atmosfeerisk kveelstof,
som de bruger til at vokse. Cyanobakteriernes evne til at producere ilt er maske en af historiens mest
betydningsfulde evolutionaere haendelser, der for flere milliarder ar siden havde afgegrende betydning
for Jordens udvikling. Dengang blev der for fgrste gang frigivet enorme maengder ilt til vores atmo-
sfeere, hvilket medferte drastiske andringer som f.eks. en masseudryddelse af mange ilt-sensitive mi-
kroorganismer, udviklingen af ilt-afhaengig respiration og dannelsen af vores ozonlag, som siden har
tilladt liv at migrere til land og udvikle sig til den biodiversitet, vi ser pa kloden i dag.

Foto: commons.wikimedia.org
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@velse 1: Foresla en metode, der kan bruges til at overfgre mi-
krober fra en jordprove til et vaekstmedie i laboratoriet

Biologiske spargsmal:

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 veekstmedie?

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

Op gennem historien har mennesket tillagt jord stor betydning bade praktisk og symbolsk.
Vores samfundsudvikling har veeret pavirket af jordens sundhed; frugtbar jord har vee-

ret forbundet med velstand, hvorimod gold og ufrugtbar jord har faet hele samfund til at
kollapse. Derudover er flere religioner og traditioner inspireret af jorden som symbol pa
frugtbarhed og liv.

Jord daekker en meget stor del af Jorden og understatter skov og planteliv, som produce-
rer over halvdelen af jordens ilt og 95% af alt mad, vi spiser. Jord har en enorm indfly-
delse pa vores planets gkosystemer, men jorden bliver ogsa selv pavirket af naturkraef-
ter og menneskeskabte aktiviteter som f.eks. landbrug og forurening. Disse pavirknin-
ger kan aendre al det liv, som afhaenger af jorden og give udslag i biodiversitet, bioaktivi-
tet og biomasse. Det sker netop fordi jorden er levested for nogle af de mest diverse

og dynamiske organismer pa Jorden.

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 som er
i direkte kontakt med levende plantergdder (og dermed ogsa de stoffer, som bliver ud-
skilt fra plantergdder) kaldes rhizosfaeren. Den mikrobiologiske profil i rhizosfaeren adskil-
ler sig markant fra resten af jorden, fordi rodsystemerne skabe et mikromiljg, som favorise-
rer vaeksten af bestemte mikroorganismer. Forskellige planter og mikroorganismer har for-
skellige kemiske og metabolske signaturer, som aendrer den kemiske sammensaetning

af jorden.

Den fysiske struktur af jord er bestemt af sammensaetningen af tre forskellige typer jord-
partikler: sand, silt og ler. Partiklerne klumper sig sammen og danner aggregater, som vari-
erer i stagrrelse og tekstur. 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 bestdende af fine partikler (silt og ler) vil pa den anden side
vaere mindre iltet. Dette betyder, at vaeksten af mikroorganismer, som er afthaengige af ilt,
typisk kun vil kunne findes i overfladen.

Sammensatningen af jord aendrer sig, nar vand eller levende organismer tilfgjer eller fjer-
ner materialer. Nar vi graver ned gennem jorden, aendrer den fysiske og kemiske sammen-
saetning sig ogsa. Derfor aendrer det ogsa den type mikroorganismer, vi kan finde. Et tveer-
snit af jord viser afgreensede lag, som kaldes horisonter (figur 2-1). Generelt falder meeng-
den af bade organisk materiale, lys og ilt jo dybere ned i jorden, vi kommer.
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Det gverste lag "O-horisonten"
udger de gverste centimeter af
jorden. Dette lag bestar af ikke-
O komposteret organisk materiale
og vi kender det iszer fra
skovbunden.

"A-horisonten” - ogsa kaldet
topjord - er rigt pa organisk
materiale. Det er typisk her,
man vil finde sterstedelen 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.

Nogle af de organiske og
uorganiske komponenter fra
"A-horisonten”kan let udvaskes
og ophobes i det naeste lag "B -
B horisonten".
Her er der generelt ikke meget
liv sammenlignet med de gvre
lag, men til gengeeld findes der
en sterre 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
ovre lag. | dette lag er der
meget begraenset liv - men det
findes dog!

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

og som kan betragtes som jordens
R 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 maengde vand tilgaengeligt.

Figur 2-1. Jordhorisonter: Jord bliver opdelt i forskellige lag kaldet horisonter. Horisonterne varierer de deres kemiske og
fysiske karakteristika. Maengden 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

Jordens pH-vaerdi 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. Pa den made kan pH-vaerdien anvendes som en mal for jordens sundhed. Ved en
sammenligning af jord fra forskellige dele af verden viste pH-veaerdien sig at veere en rigtig
god indikator for graden af mikrobiel diversitet. Arid jord, som generelt er tar og naerings-
fattig jord med en neutral pH, har vist sig at have langt stgrre mikrobiel diversitet sammen-
lignet med jord fra regnskove, som ofte er mere sur. Dette er pa trods af, at regnskoven el-
lers er noget, vi forbinder med enorm diversitet pa det makroskopiske plan.

Som vi naermere os de nederste jordlag, vil vi observere, at det mikrobielle liv er pavirket
drastisk af begreenset ilt, neering, sollys og en aendring i tryk. Det er vigtigt at veere op-
maerksom p3, hvilket jordlag jeres bakterier er isoleret fra, da det har stor indflydelse pa
deres veekstbetingelser. Derudover har det stor indflydelse pa, hvordan bakterierne skaffer
energi og naering, hvordan de adherer til overflader, hvordan de interagerer med hinan-
den, hvordan deres livs- og vaekstcyklus er og hvordan de udvikler sig over tid. Ved at
opna en forstaelse for de miljgmaessige faktorer, der pavirker mikroberne, kan vi nemmere
opstille hypoteser om, hvor vi forventer at finde den starste biodiversitet.
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Antibiotika og bakterier isoleret fra jord

Jord indeholder enormt mange mikroorganismer, bade nar man ser pa diversitet og antal.
Forskere har estimeret, at 1 gram jord indeholder titusindvis af forskellige bakte-

rier og mere end 1 milliard individuelle celler. Jordbakterier har gennem evolutionen udvik-
let adskillige egenskaber. De syntetiserer molekyler, som de bruger til kemisk krigsfarelse,
kommunikation og til at anskaffe neeringsstoffer. De nedbryder komplekse stoffer, som

de finder i dadt plantemateriale og tilbagefgrer pa den made neaeringsstoffer til deres gko-
system. Bakterierne lever teet sammen i et meget kompetitivt miljg, hvor vaekstbetingel-
serne og ressourcerne konstant andrer sig. Derfor har mange af dem udviklet specialise-
rede metabolitter, som tillader dem at interagere med deres omgivelser. Disse molekyler
kaldes sekundaere metabolitter og det kan f.eks. vaere pigmenter, toksiner og antibiotika.
Sekundaere metabolitter er organiske stoffer produceret af bakterier. De kaldes sekundcere
metabolitter, fordi de ikke er direkte livsngdvendige for bakterien som f.eks. strukturelle
molekyler og DNA. Derimod kan sekundaere metabolitter veere med til at give bakterien
saerlige karakteristika og forbedre dens chancer for overlevelse. Antibiotika er en type se-
kundaere metabolitter, som inhiberer vaeksten af andre mikroorganismer. | bakteriernes na-
turlige habitat, som ofte er meget naeringsfattigt, kan bakterier producerer antibiotika
f.eks. for at mindske konkurrencen om neeringsstoffer; det er de samme stoffer, som vi bru-
ger til at behandle infektionssygdomme og som hver dag redder utallige menneskeliv.

Langt starstedelen af den antibiotika, vi bruger til behandling af sygdomme i dag, stammer
fra jordbakterier. Aktinobakterier er meget almindelige jordbakterier, som man ofte vil
finde i en jordprave. Lige netop den type bakterier producerer 60% af de klinisk relevante
antibiotika. Der er stadig et keempe potentiale for at finde ny antibiotika i jorden. Jo mere
vi studerer jorden, des tydeligere bliver det, hvor meget vi stadig har at lsere om jordbakte-
rier og deres egenskaber. Jordens ukendte egenskaber og dens kompleksitet gar dette
gkosystems mikroorganismer saerligt interessante at undersgge. Netop derfor er det ogsa
jordbakterierne, der er fokus pa i dette projekt. Vi vil igennem projektet indsamle jord og
tage det med tilbage i laboratoriet for at udforske seerlige evner og egenskaber blandt de
bakterier, der bor jorden.

Tiny Earth er et enormt netveerk af forskere, elever og leerere fra hele verdenen — fra Bot-
swana til Connecticut til Sydkorea til Danmark. Tiny Earth netvaerket har dermed kapacite-
ten til at kunne opsamle data om jord som aldrig fer. Ved at registrere detaljerede beskri-
velser af indsamlingssted, jordprgver samt observationer gennem projektet (antal jordbak-
terier isoleret, hvor mange der producerede antibiotika osv.) kan vi begynde at opbygge et
stort og brugbart datasaet, som muligvis kan gare os klogere pa tendenser i jord. Denne
information er ikke kun brugbar for fremtidige klasser, der skal lede efter ny antibiotika,
men ogsa for forskningen generelt, da det kan hjaelpe os med at skelne mellem jord, hvor
der hhv. er stor og lille sandsynlighed for at finde antibiotikaproducerende bakterier.
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Qvelse 2: Indsamling af jordprover
Biologiske spargsmal:
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 | 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 veekst

Selvom bakterier "vokser" i stgrrelse inden de deler sig, er det typisk ikke dét faeno-

men mikrobiologer refererer til, nar de snakker om bakteriers veekst. Begrebet vaekst bli-
ver i stedet brugt til at beskrive, hvordan antallet af individer i en bakteriepopula-

tion @ges ved formering. Med andre ord: veekst betyder reproduktion, nar vi snakker en-
keltcellede organismer. Reproduktion er essentielt for enhver arts overlevelse og bakteri-
ers evne til at reproducere eksponentielt under optimale veekstforhold ger dem til pragtek-
semplarer, nar det kommer til overlevelse.

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 vaekstforhold.

En bakteries veekstcyklus drives af intracellulaere og ekstracelluleere signaler, som fortael-
ler cellen, hvornar det er tid til at dele sig. Det farste step i processen er DNA replikation.
Ved DNA replikation kopierer bakterien sit kromosom og dermed alt den genetiske infor-
mation, som er ngdvendig for at bakterien kan fungere. Cellen vokser i starrelse, bliver af-
lang og de to kromosomer placeres i hver sin ende af cellen. Cellens plasmamembran

og celleveeg begynder at danne en skilleveeg pa midten, som til sidst deler de to en-
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der og efterlader to datterceller. Denne type formering kaldes bineer fission. Nogle fa bak-
terier deler sig ved en anden mekanisme kaldet budding, men i begge tilfeelde vil datter-
cellerne vaere genetisk identiske med den oprindelige celle.

| en bakteriepopulation vil der altid vaere nogle celler, der deler sig, mens nogle andre cel-
ler gar i dvale eller dgr. Hvis man giver bakterierne de optimale forhold for veekst, vil langt
de fleste dog dele sig hurtigt. Begrebet fordoblingstid bliver brugt til at beskrive, hvor lang
tid der gar, fra én bakterie har delt sig, til hver af de nydannede celler har delt sig. Med an-
dre ord: Den tid det tager en bakteriepopulation at fordoble i starrelse. | et naerings-

rigt milja vil Escherichia coli have en fordoblingstid pa 20 minutter, hvorimod andre bakte-
riaarter som f.eks. Mycobacterium tuberculosis kan have en fordoblingstid pa op til 16 ti-
mer. "Optimale veekstbetingelser" og naeringsrige omgivelser er dog kun noget, vi skaber i
laboratoriet, og det er ikke noget, vi forbinder med naturlige miljger som f.eks. i jord. Her
vil bakterierne holdes i skak i et naeringsfattigt og kompetitivt milja.

Dyrkning af bakterier

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

cere. Vaekstmediet kan vaere flydende eller det kan vaere stivnet med f.eks. agar. Bakteri-
ers vaekst kan afhaenge af parametre som temperatur, fugtighed, ilt og tilstedeveerelse af
naering. Bakterier er forskellige - og det er deres vaekstbetingelser ogsa. | tilfeelde af at man
opdager en ny organisme, er det derfor ngdvendigt at afprave og vurdere forskel-

lige veekstforhold og skraeddersy dem til at passe til den enkelte organismes behov.

Nar man skal dyrke jordbakterier i laboratoriet, er der saerligt 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. Indtil 1990'erne havde vi det meste af vores viden om bakterier fra studier

af disse dyrkbare bakterier, men der er sidenhen blevet udviklet metoder til biologiske stu-
dier, som ikke afhaenger af dyrkning af bakterier. Disse studier kan derfor give et mere re-
praesentativt billede af en bakteriepopulation. Metagenomics er en veerktgjskasse,

der kan bruges til netop dette formal. Her kan man analysere alt genetisk materi-

ale fra en jordprgve og dermed bestemme tilstedveerelsen af bestemte organismer - bade
dem der er dyrkbare og dem der ikke er. Disse metoder indikerer, at kun 0,3% af alle jord-
bakterier kan dyrkes i laboratoriet. Det skyldes, at det i laboratoriet er sveert at efterligne
de specifikke veekstforhold, som bakterien lever under i naturen. Undersggelser af jordens
metagenom har pa mange mader skabt flere nye spgrgsmal end de har besvaret.

Selvom jordens metagenom skildrer jordens kompleksitet, sa er jordens funktionelle diver-
sitet meget sveert at undersgge uden at have bakterierne i en kultur i laboratoriet. | dette
projekt, vil vi kun undersgge de bakterier, vi er i stand til at dyrke i laboratoriet. Det gar vi,
fordi det giver os funktionel information om bakterierne, og fordi det direkte kan fare til
opdagelsen af antibiotikaproduktion blandt bakterierne. Bare husk pa, at de dyrkbare bak-
terier kun giver et lille indblik i det mikrobielle samfund i en jordprave.
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Figur 1-2. Agarplade med neeringsfattigt veekstmedie bestdende af enkelte naeringsstoffer, vand og agar med bakterie-
vaekst. Billederne af agarpladen er taget efter A) 2 dage ved 22°C b) 5 dage ved 22°C og C) 10 dage ved 22°C.

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 veere 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 (kan
gro pa det valgte vaekstmedie og under de valgte temperatur- og iltforhold). Celler,
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 veekst. Vi ved alle sam-
men, at skimmelsvamp pa madvarer som f.eks. brad er et visuelt tegn pa, at maden er ble-
vet kontamineret, og at vi skal undga at spise den. P4 samme made 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 ge-
netisk identiske celler. De individuelle celler, som kolonier udspringer fra, kaldes CFU'er (fra
det engelske "Colony Forming Unit"). Nar en CFU deler sig over tid, vil der til sidst veere 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. | mange tilfeelde tillader det, at erfarne mikrobiologer kan
skelne mellem forskellige bakteriearter (mere om bakteriers morfologi i kapitel 5).
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A. Fortyndingsplade C. Renstrygningsplade

Jordisolater Udvalgte unikke isolater Enkeltkolonier

Figur 3-3. A) En fortyndingsplade med bakterier fra en jordpreve. Bakterierne i jordpraven 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 sma
"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.

Nar vi isolerer bakterier fra en jordprave, er det vigtigt, at vi opnar enkeltkolonier. Eftersom
vi ved, at én koloni stammer fra én CFU, kan vi antage, at alle celler i kolonien er genetisk
identiske. Ved at undersgge forskellige arter saerskilt kan vi opna en forstaelse for bakteriel
diversitet og hver bakteries deres unikke egenskaber.

Hvordan gar vi fra millioner af individuelle celler i jorden til enkelte kolonier pa en agar-
plade? Selv hvis kun 3 ud af 1000 bakterier i en jordprgve danner kolonier, vil vi alligevel
ende ud med tusindvis af kolonier fra selv den mindste smule jord. Med sa mange kolonier
vil de mest af alt skabe et "taeppe” af bakterievaekst pa agarpladen, og det veere helt umu-
ligt at skelne mellem kolonierne. Den logiske lgsning pa dette problem vil veere at skabe
mere plads mellem bakterierne — men hvor meget plads har de brug for?

Mikrobiologer anvender en fortyndingsreekke til at reducere antallet af celler i en prgve.
Cellerne kan enten fortyndes i vand, men hvis man i stedet fortynder cellerne i saltvand,
sikrer man et isotonisk miljg, som er mere fordelagtigt for cellerne. Pa den made vil flest
mulige celler overleve. Nar cellerne er fortyndet, kan en lille smule af hver fortynding for-
deles (udplades) pa en agarplade. Selve udpladningen medfgrer, at cellerne bliver fordelt
udover hele agarpladens overflade. Hver CFU vil ende et vilkarligt sted pa agarpladens
overflade, hvor den vil begynde at dele sig og vokse til en koloni. Ved den ideelle fortyn-
ding vil kolonierne veere spredt ud pa hele pladen, og de vil vaere adskilt fra hinanden (fi-
gur 3-3A).

Nar man skal undersgge kolonierne i laboratoriet, er det vigtigt at sikre sig, at hver koloni
kun indeholder den samme art og ikke er forurenet af andre arter, da det vil gare resulta-
terne uklare. Mikrobiologer bruger forskellige udpladningsstrategier til at sikre sig, at hver
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koloni kun indeholder én enkelt art. Ved at separere koloniens celler, kan man observere,
om der er ensartethed i koloniernes morfologi, eller om der er forskellige morfologier og
dermed forskellige arter tilstede. Man opnar renkulturer af sine bakterier, nar der kun er en
enkelt art tilstede. Renkulturer er ngdvendige, nar vi vil lave kontrollerede eksperimenter
med observationer, sammenligninger og kvantitative mal. Vi kan f.eks. fa et bedre kend-
skab til en bakterie og dens egenskaber, hvis vi udsaetter den for forskellige forhold (for-
skellige medietyper, temperaturer, inkubationstid, kemikalier osv.).
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Milepzle indenfor mikrobiologi

Selman Waksman introducerede begrebet “anti-
biotika” og kan betragtes som en af leegeviden-
skabens pionerer pa baggrund af hans opdagelse
af flere antibiotika-producerende jordbakterier.
Sammen med eleven Albert Schatz opdagede og
udviklede han stoffet streptomycin, der produce-
res af aktinobakterien Streptomyces griseus.
Streptomycin var den farste effektive behandling
mod tuberkulose. Waksman's opdagelser og
kommercialiseringen af penicillin indledte dét, vi
kalder “"den gyldne @era” — en periode fra
1940’erne til 1960’erne, hvor man i stor stil opda-
gede nye antibiotiske stoffer. | perioden blev du-
sinvis stoffer opdaget og lanceret pa markedet
hvert &r. Da man naede 1980’erne var man over-
bevist om, at infektionssygdomme ikke laengere
var en trussel.

Alma Whiffen var en mykolog (svam-
pekender), som side om side med
Waksman opdagede svampemidlet
cykloheximid, der, ligesom streptomy-
cin, ogsa produceres af Streptomyces
griseus. Cykloheximid bliver normalt
anvendt i forskningslaboratorier f.eks.
til at nedbringe veekst af svampe i
bakteriekulturer og ikke til behandling
af mennesker. Det skyldes, at midlet
er toksisk (giftigt) overfor eukaryote
celler (som f.eks. humane celler).

Fotos: commons.wikimedia.org
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Ovelse 3: Find en metode til at isolere bakteriekolonier fra din

jordprave
Biologiske spargsmal:

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

2) Hvordan vil du vurdere antallet af dyrkbare bakterier i din jordprave?

3) Kan du skelne bakterier fra hinanden, nar du har opnaet enkeltkolonier pa din agar-
plade?

4) Hvad vil du gerne leere om de jordbakterier, du har isoleret?



Kapitel 4: Bakterier er ogsa, hvad de spiser

Livets byggesten:

Indtil nu har vi beskaeftiget os med strategier til at fa flest mulige bakterier ud fra en jord-
prave. Men giver dette os automatisk det starst mulige antal forskellige bakterier? Vil alle
arter nadvendigvis gro lige godt pa én bestemt type vaekstmedie? For at kunne besvare
disse spgrgsmal ma vi farst dykke lidt ned i, hvordan mikroorganismer far den energi, der
skal til for at kunne holde deres biologiske maskineri i gang.

Ligesom alle andre organismer bruger mikroorganismer energi til at producere organi-

ske molekyler. Disse molekyler har specifikke biologiske funktioner og er nadvendige for at
de kan vokse, dele sig og interagere med det omgivende miljg. Kendetegnet ved organi-
ske molekyler er kulstofatomer (C), men derudover er hydrogen (H), oxygen (O), nitrogen
(N), fosfor (P) og svovl (S) ogsa ngdvendige for dannelsen af cellens mest basale bygge-
sten, som bruges til at danne makromolekyler som DNA, RNA og proteiner. Nogle minera-
ler og salte (f.eks. natrium. magnesium, jern, kalium og calcium) er ogsa nadvendige for
cellen men i mindre grad.

Organisk molekyle Komponenter Makromolekyler
Aminosyrer C,H ON,S Proteiner
Nukleotider C,H O N,P DNA og RNA
Fedtsyrer C, H O Lipider
Sukre C, H O Kulhydrater

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

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

Bakterier klassificeres pa baggrund af deres ernzeringsform

Bakterier kan inddeles i grupper alt efter, hvordan de kan skaffe kulstof og energi til at
fremstille organiske molekyler. Nogle organismer kan producere organiske molekyler ved
at fiksere kulstof fra uorganiske kilder som f.eks. CO2 og bliver betegnet autotrofe. Eksem-
pler er planter, alger og cyanobakterier. Heterotrofe organismer far deres kulstof fra orga-
niske molekyler fra andre organismer. Eksempler herpa er dyr, protozoa, svampe og mange
bakterier og arkaeer.

Bakterier kan ogsa inddeles i grupper baseret pa deres tolerance overfor ilt. Mange (men
ikke alle) bakterier er aerobe og kan overleve kontakt med atmosfeerisk luft, der be-
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star af ca. 21% O.. Her bruger de ilt til at skaffe energi ved aerob respiration. Mod-

sat kan Oy veere giftigt for anaerobe bakterier, som kun trives i miljger fri for O>. De anae-
robe bakterier har en anden made at skaffe sig energi pa nemlig ved benyttelse af f.eks.
sulfat eller nitrat.

Energikilde

Lys (foto-) Kemiske stoffer (kemo-)
Fotoautotrofe Kemoautotrof
I((UIdlo;(ld « Planter, alger, cyanobakterier « Nitrificerende bakterier
auto- « Grenne svovibakterier og
Kulstof- lilla svovibakterier
kilde
Fotoheterotrofe Kemoheterotrof
Organisk -
(hetero-) - Gronne bakterier og lilla « Aerob respiration: de fleste
bakterier dyr, svampe og protozoa; mange
bakterier

Tabel 4-3. Organismer klassificeres pa baggrund af deres metabolisme; hvordan de skaffer energi og kulstof.
Tabel fra Bauman, Microbiology 1st ed., Figure 6.1

Vaekstmedie og vaekstbetingelser

| laboratoriet dyrkes bakterier i vaekstmedier, der indeholder essentielle naeringsstof-

fer. Vaekstmediets ingredienser kan bade vaere baseret pa ekstrakter fra dyr, planter

og svampe, men de kan ogsa vaere syntetisk fremstillet i et laboratorie. Nogle grupper af
bakterier har bestemte praeferencer, og veekstmediet kan derfor justeres til selek-

tivt at fremme veeksten af forskellige grupper af bakterier fra f.eks. en jordprgve. Derud-
over kan vaekstmedier med fordel beriges med forskellige organiske molekyler, makromo-
lekyler og vitaminer for at fremme vaeksten af bakterier med meget specifikke behov. | an-
dre tilfeelde kan det veere en fordel at anvende et meget simpelt vaekstmedie, som kun be-
star af simple sukre, salte og vand.

Fysiske parametre som lys, temperatur og tonicitet kan ogsa have stor indflydelse pa

de bakterier, man far dyrket pa sin agarplade. Sammensaetningen og koncentrationen

af ioner og molekyler i det omgivende miljg har ogsa stor indflydelse pa cellens stabilitet.
Et veekstmedie med mangel pa elektrolytter kan medfare et hypotonisk miljg, som medfga-
rer, at cellerne kan briste. Det omvendte scenarie, et hypertonisk miljg, kan derimod med-
fare, at cellerne svinder ind og der. Derudover kan mange bakterier kun overleve inden for
et snaevert pH-range.
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Nar en bakterie danner kolonier pa en agarplade, betyder det, at forholdene er tilstraekke-
lige til at den kan overleve og dele sig. Men det betyder ikke ngdvendigvis, at alle bakteri-
ens behov er opfyldt. Bakteriens evne til at udtrykke bestemte gener kan b.la. atheenge

af signaler eller stimuli fra det omgivende miljg. Disse gener bliver derfor ikke ngdvendig-
vis udtrykt, nar bakterien dyrkes i laboratoriet. Nogle forskere forsgger at udpege nogle af
disse "slukkede" gener, der koder for produktionen af potentielle nye sekundaere metabo-
litter for at fors@ge at stimulere udtrykkelsen af dem.

Den starste haemsko i forhold til at opklare det biodiverse og biosyntetiske potentiale
blandt mikrober er nok at finde den rigtige kombination af vaekstforhold og stimuli, der
promoverer vaeksten af bestemte bakterier eller stimulerer udtrykkelsen af bestemte gener.
Meget forskning peger pa, at mange bakterier er athaengige af at vaere en del af et mikro-
bielt samfund, hvor de kan udveksle signaler, genetisk materiale, naeringsstoffer og andre
stimuli. De er simpelthen afthaengige af deres "naboer” for at "taende” en bestemt biologisk
respons i cellerne. Nar det kommer til veekstforhold, er der langt flere variabler, end vi kan
teste for i et eksperiment, men jo flere mader vi isolerer og dyrker bakterier pa, des mere
kan vi laere om det, der er tilstede i vores prave. Brug din fantasi!

Referencer
Bauman, R. (2003). Microbiology (15 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.
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Livet pa bakteriernes planet

Dette billede fra et mikroskop viser lange trade (filamenter) dannet af den svovloxiderende
bakterie Beggiatoa. Denne mikroorganisme er et eksempel pa en lithotrof organisme, som
anskaffer naering ved at omsaette uorganiske stoffer som f.eks. reducerede uorganiske stof-
fer og mineraler fra sten. S&danne organismer kaldes derfor ogsa "rock eaters”. Bade bakte-
rier og arkaeer kan vaere lithotrofe, og de kan findes i meget ekstreme miljger som f.eks. hy-
drotermiske veeld. Beggiatoa var det farste eksempel pa en lithotrof bakterie, som blev op-
daget i et svovlholdigt miljg i neerheden af et hydrotermisk veeld pa bunden af havet. Beggi-
atoa oxiderer svovlforbindelser som f.eks. sulfid (S*) som energikilde og kuldioxid (CO.) som
kulstofkilde.

Foto: https://alchetron.com/Acidophile
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Qvelse 4: Valg af vaekstmedie og veekstforhold

Biologiske spgrgsmal:

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 veekstforhold sig fra bakteriernes naturlige habitat?



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 skelne mellem forskellige bakterier. Pa en agarplade kan forskelle i ko-
loniernes morfologi f.eks. observeres som forskelle i koloniernes farve, tekstur, form og

kanter.
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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.
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Figur 5-2. Jordbakterier udpladet pa 10%NB-medie. Jordbakterierne udviser forskellige morfologiske karakteristika.

Desveerre kan bakteriers morfologi ikke forteelle os noget om, hvor teet 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. Nogle bakterier udviser nemlig meget karakteristiske morfo-
logier. Lysobacter og Pseudomonas er f.eks. typisk karakteriseret ved en slimet overflade, en
uregelmaessig form samt evnen til at fluorescere ved UV-belysning. Kolonier fra sleegten
Streptomyces er ofte meget farverige og har en meget karakteristisk “pudret” overflade, der
indeholder sporer.

Vaekstfaser

Nar vi dyrker bakterier pa fast medie giver det os muligheden for at studere bakteriekolo-
niernes morfologi, men det giver os ogsa muligheden for at isolere hver enkelt koloni i en
renkultur. Dette kan f.eks. gares ved at lave en fraktioneret udstrygning af en enkelt ko-
loni pa en ny agar plade, s man ender op med enkeltliggende kolonier Dette kaldes en
renstrygning (figur 3-3C). Fra denne renkultur pa fast medie kan vi nu ga over til at

dyrke bakterien i flydende medie. Det er ngdvendigt at dyrke bakterien i flydende medie,
hvis vi f.eks. vil undersgge bakteriens vaekst, vaekstkinetik og biokemi i forskellige vaekstfa-
ser.

Modsat fast vaekstmedie, hvor bakterier er i direkte kontakt med bade hinanden og deres
substrat, er bakterier i flydende kulturer planktoniske dvs. fritsvsgmmende. Her kan bakteri-
erne bevaege sig rundt i mediet, og hvis der er tilstreekkelig omraring, vil cellerne veere li-
geligt fordelt i mediet. Mange bakterier kreever iltning for at kunne gro i en flydende kul-
tur, og derfor bliver bakterier i flydende kulturer ofte dyrket pa rysteborde. Dog skal man
vaere opmaerksom p4, at ikke alle bakterier trives i et planktonisk miljg. Mange jordbakte-
rier er ikke egnet til at vokse i flydende kulturer, sa nar de overfares fra fast veekstme-

die til flydende vaekstmedie, vil der vaere en nedgang i antallet af levende celler.
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Bakteriers vaekst kan fglges ved brug af et spektrofotometer. Her kan bakterievaeksten esti-
meres ud fra maengden af lys (med en bglgeleengde pa 600 nm), der absorberes af bakte-
riekulturen over tid, og dette angives som optisk densitet (OD). Jo mere bakterievaekst,

des mere uklar vil kulturen blive, og des hgjere vil OD-veerdien vaere. Forholdet mel-

lem OD-veerdier og koncentrationen af celler kan bruges til at bestemme bakteriers veekst-
hastighed. Nar OD-veerdier plottes som funktion af tiden, far vi en standard veekstkurve
som vist pa figur 5-3. Denne vaekstkurve er et nyttigt vaerktgj til at studere, hvor-

dan en bakteriepopulation andres over tid. Vaekstkurven viser, hvordan bakterier gennem-
gar forskellige vaekstfaser i flydende kulturer. Disse veekstfaser er vejledende i forhold til
bakteriernes fysiologiske og metaboliske tilstand.
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Figur 5-3. Standard vaekstkurve for E. coli i flydende kultur.

Nar bakterier overfares og introduceres til et nyt vaekstmedie kreever det lidt tilveenning,
hvilket betegnes som bakteriens lagfase. Det er begraenset, hvor meget bakteriepopulatio-
nen vokser i denne fase. | stedet benytter bakterien lagfasen til at opfange signa-

ler fra det nye miljg og aendre samt tilpasse sin metabolisme til de nye forhold. Nar det

er sket, begynder cellerne at dele sig hurtigt - dette kaldes den eksponentielle vaekstfase. |
denne fase er bakterierne meget metabolisk aktive, og de omsaetter naeringsstofferne fra
mediet til energi og til fremstilling af makromolekyler til dannelsen af nye celler. Sekun-
daere metabolitter (f.eks. pigment eller antibiotika) bliver normalt produceret hen

imod slutningen af den eksponentielle vaekstfase. Her er antallet af celler pa sit hgjeste,

og naeringsstofferne er ved at vaere opbrugt. Det er tidligere beskrevet, at bakterier, der til-
harer slaegten Streptomyces, indleder den sekundaere metabolisme, nar produktio-

nen af essentielle komponenter som f.eks. DNA ophgrer. Derfor er antibiotika produktio-
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nen for disse bakterier vaekstfase-afthaengig, og sammensaetningen af det pageel-

dende vaekstmedie samt tilgeengeligheden af naeringsstoffer i veekstmediet har der-

med stor betydning. | den stationaere fase er veeksten begraenset, da der dannes li-

gesa mange celler, som der dgr pga. mangel pa naeringsstoffer og akkumulerede affalds-
stoffer. Den stationaere fase kan vare fra timer til dage afhaengigt af cellernes respons pa et
miljg med begraenset naering, der i stigende omfang bliver toksisk. Med tiden oversti-

ger antallet af dgde celler antallet af levende og delende celler, og dgdsfasen indledes.

Sporedannelse

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 pa, 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 vaekstmediet.

Mange Streptomyces sendrer udtryk, nar de indleder sporedannelsen. Streptomyces har en
karakteristisk forgrenet veekstform kaldet mycelia, hvilket betyder, at cellerne vokser
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Figur 5-5. Venstre: Pellet fra en kultur af Streptomyces sp. observeret i et lysmikroskop under fasekontrast ved 40x for-
starrelse. Pa billedet ses bakteriens karakteristiske filamentase morfologi med lange mycelia filamenter. Bakteriernes spo-

rer fremstar oplyst. Hagjre: Streptomyces sp. observeret i en lysmikroskop under fasekontrast ved 400x forstgrrelse. Her ses

et naerbillede af bakteriens mycelia filamenter samt lange keeder af exosporer.
Foto (hgjre): commons.wikimedia.org
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i lange keeder. Streptomyces kan pga. denne mycelia minde en smule om svampe. Dannel-
sen af mycelia haenger ofte sammen med pabegyndelse af den sekundaere metabolisme,
og seerligt disse bakterier er kendt for at danne starstedelen af den antibiotika, vi kender i
dag. Efterfalgende medfarer denne forgrenede mycelium ogsa dannelsen og frigivel-

sen af de reproduktive sporer.

Arter af Bacillus og Clostridium kan producerer szerligt sejlivede endosporer. Nar forhol-
dende i det omgivende miljg ikke laengere er favorable, bliver endosporer frigivet, og den
oprindelige celle dgr. Sporerne er ekstremt modstandsdygtige og saerdeles tolerante over-
for varme, tarke, kulde, giftstoffer mm. Det medfarer, at de kan forblive i et sddan stadie i
lang tid - helt op til flere hundrede tusind ar.
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QDvelse 5: Isolér unikke kolonier til test for antibiotikaproduk-
tion
Biologiske spargsmal:

1) P& 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?



Kapitel 6: Mad ESKAPE-patogenerne

Infektionssygdomme i et historisk perspektiv:

Mange sygdomme som bl.a. kolera og den sorte dad er gennem historien blevet forbun-
det med miasma eller "usund luft". Derudover troede datidens samfund pa spontan ge-
nese, altsa at organismer kan opsta ud fra ikke-levende ting. Dette var sammen med mi-
asma-teorien arsag til, at det farindustrielle samfund ikke fik koblet mikroorganis-

mer med infektionssygdomme. De havde derfor ikke kunne udvikle effektive strategier
til at forebygge og kontrollere sygdomsudbrud.

| midten af 1800-tallet lykkedes det dog John Snow at aflive nogle af disse misforstael-
ser ved at koble spredningen af kolera til én bestemt kloakforurenet drikkevandspumpe i
London. Under koleraudbruddet dgde hundredvis af de mennesker, der drak af vandet
fra den pageeldende pumpe. Snows detaljerede epidemiologiske undersggelse farte for
det farste til at pumpen blev lukket, men det medfarte derudover ogsa en gget opmaerk-
somhed pa vandkvalitet, hygiejne og sanitet.

| sa mme periode aflivede Louis Pasteur, fransk kemiker og mikrobiolog, teorien om spon-
tan genese. Han paviste, at der ikke spontant opstar veekst af levende organismer i en ste-
ril vaeske, men at vaekst derimod opstar som et produkt af en forurening udefra. Denne op-
dagelse var saerlig vigtig i en tid, hvor fordeaervet mad var helt almindeligt. Pasteur blev klar
over, at lgsningen matte veere at konservere mad og drikkevarer ved at nedbringe antal-
let af bakterier ved varmebehandling. Denne proces blev efterfglgende kendt som pasteu-
risering.

Pasteurs revolutionerende arbejde farte til det vi kalder kimteorien — altsa teorien om at
visse sygdomme er forarsaget af mikroorganismer som f.eks. bakterier. Derudover blev da-
tidens forskere i samme periode opmaerksomme pa, at bakterier er til stede overalt, og at
de ogsa spiller en nyttig rolle. Geer blev bl.a. anvendt til fremstilling af vin, og bakte-

rier blev anvendt til at fermentere meelk til yoghurt.

Det var den tyske laeege Robert Koch, der saerligt bidrog til identificering af patogene (syg-
domsfremkaldende) bakterier. Koch opstillede en reekke eksperimenter med malet om at
undersgge, hvad der forarsagede tuberkulose og miltbrand. Det var i den forbindelse, at
Koch opstillede en reekke postulater, der beskriver en raekke kriterier, der skal veere op-
fyldt, farend man kan betegne en mikroorganisme som patogen:

1) Mikroben findes altid i syge mennesker, men den findes ikke i raske mennesker

2) Mikroben er isoleret fra et sygt menneske og er dyrket i en renkultur
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3) Nar mikroben fra den dyrkede renkultur introduceres i et rask menneske, vil det med-
fare samme symptomer

4) Hvis mikroben re-isoleres i renkultur fra det syge menneske vil den have samme karak-
teristika som originalen

Dette var i slutningen af 1800-tallet revolutionerende. Koch formaede at identificere Bacil-
lus anthracis og Mycobacterium tuberculosis, som forarsager hhv. miltbrand og tuberkulose.
Han modtog i 1905 Nobelprisen i fysiologi og medicin for sit arbejde. Kochs simple og lo-
giske kriterier hjaelper stadig moderne kliniske mikrobiologer med at identificere patogene
bakterier. | dag har vi faet en god forstaelse for sammenhangen mellem mikrober og syg-
domme; denne viden har gjort det muligt at forebygge og behandle infektionssygdomme i
hele verden. Ikke desto mindre er menneskeheden stadig truet af sygdomme forarsa-

get af mikroorganismer. Patogener, som vi engang troede, at vi havde besejret, dukker op
igen i resistente udgaver - og de gar det med en uhyggelig fart. Som konsekvens begyn-
der vi at Igbe tar for behandlingsmuligheder. Hospitaler er blevet hjemsted for multiresi-
stente "superbugs"”, og overforbruget af antibiotika i landbruget og i private hjem driver
den antibiotikaresistente udvikling. Maden hvorpa patogener tilegner sig resistensge-

ner er kun deltvist opklaret, og det er et vigtigt forskningsomrade i dag (lees mere om resi-
stens i kapitel 10).

Valg af test organisme

Vi isolerer en masse jordbakterier i habet om, at nogle af dem vil producere antibiotika. Vi
vurderer deres evner til potentielt at producere antibiotika ved at undersgge, om bakteri-
erne kan sla en anden bakterie (en test organisme) ihjel. Af praktiske arsager vil man

ofte veelge indledningsvist at teste alle isolater mod et par enkelte test organismer. | til-
feelde af, at et isolat udviser aktivitet, kan der efterfglgende testes mod et bredere panel
af test organismer.

Prokaryoter er forskellige i forhold til deres opbygning og deres fysiologiske karaktertraek.
Derfor vil der ogsa veere forskel pa, hvordan de bliver pavirket af et bestemt antibiotikum.
Noget antibiotika er bredspektret, hvilket betyder, at det har en effekt pa en bred vifte

af bakterier. Andet antibiotika er smalspektret og har kun en effekt pa én eller fa bakterier.
Seerligt celleveeggens opbygning spiller tit en stor rolle i forhold til, hvorvidt et antibioti-
kum har en inhiberende 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.
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ESKAPE patogenerne

Nar man skal veelge en test organisme, vil det logiske valg veere at vaelge en, der er kli-
nisk relevant. En bakterie er klinisk relevant, hvis det f.eks. er en human patogen dvs. en
sundhedsskadelig bakterie, der udger en trussel mod mennesker. Der findes i dag seks mi-
kroorganismer, som scerligt udgar en trussel - ikke fordi de udger en massiv byrde i form
af sygelighed og dadelighed, men derimod fordi de medfarer stgrstedelen af de antibioti-
karesistente infektioner, vi ser pa hospitalerne i dag. Der er tale om Enterococcus fae-
cium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Actinetobacter baumannii, Pseudomo-
nas aeruginosa og flere Enterobacter arter (ESKAPE).

Det vil veere ideelt at teste, hvorvidt jeres isolater kan sla én eller flere af disse humane pa-
togener ihjel, men det er ikke muligt i et undervisningslaboratorie pga. infektionsrisiko. Vi
kan dog drage udnytte evolutionen og teste isolaterne mod bakterier, der er me-

get teet besleegtet med ESKAPE patogenerne - men som ikke udggr en sundhedsmaes-

sig risiko. De har mange af de samme anatomiske og fysiologiske egenskaber som de-

res beslaegtede ESKAPE, men det er forsvarligt at arbejde med dem i et undervsiningslabo-
ratorie, sa leenge almindelig laboratoriesikkerhed og god laboratoriepraksis 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.

Tabellen ovenover viser de seks ESKAPE og deres "ufarlige pendant”. Derudover kan | ogsa
teste jeres isolater mod Mycobacterium smegmatis, som er teet besleegtet med den sund-
hedsskadelige Mycobacterium tuberculosis, der hvert ar forarsager millioner af dedsfald pa
verdensplan. | kan ogsa teste jeres isolater mod Saccharomyces cerevisiae for at teste, om
jeres isolater kan sla gaersvampe ihjel.
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Ikke alle bakterier er sundhedsskadelige:

Selvom vi oftest hgrer om patogene bakterier og de sygdomme, de kan med-

fare, er det vigtigt at have in mente, at vi konstant er omgivet af bakterier — ogsa de gode
af slagsen. De findes bade i og pa vores krop, i den mad vi spiser og i miljget omkring os.
Hvis du blev bedt om at undersgge hver enkelt celle i og pa din krop, ville du hurtigt op-
dage, at starstedelen af dem faktisk ikke er humane celler. Faktisk s& overstiger det hu-
mane mikrobiom (betegnelsen for alle de bakterier, der lever i og pa din krop) antal-

let af humane celler ca. 2:1. Forskning viser, at vores egne celler konstant er "badet" i meta-
bolitter fra bakterier. Der kan derfor ikke vaere nogen tvivl om, at sa mange mikrober ma
have en vaesentlig pavirkning pa vores liv og vores helbred.

Det vrimler med aktivitet i tarmen. Tarmens mikrobiom bestar af over 100 milliarder bakte-
rier pr. cm3. Dette konsortium af mikroorganismer bestar bl.a. af arter af Bacteroides, Clo-
stridium og Escherichia. Vores tarmflora er vigtig for vores sunhed, og aendringer eller for-
styrrelser i tarmfloraen kan medfgre metaboliske og fysiologiske lidelser.

Forskellige Gram-positive bakterier som f.eks. Staphylococcus eller Bacillus findes seer-

ligt pa vores hud, og de udger derfor ogsa en del af det humane mikrobiom. Her spiller
de en vigtig rolle i immunforsvarets fgrste forsvarslinje mod infektioner. Forskning har bl.a.
vist, at mus med Staphylococcus epidermidis pa deres hud udviste bedre immunre-

spons end mus uden.

Probiotika er en betegnelse for mikroorganismer (bakterier og geersvampe), der indta-

ges med malet om at opna en sundhedsfremmende effekt. Probiotika kan indtages

som tabletter, men de findes ogsa naturligt i mange fermenterede fgdevarer bl.a. i yoghurt.
Farmakologen John Cryan opstillede en reekke forsgg med malet om at undersgge den
neurologiske effekt af probiotika pa mus. Han fandt ud af, at bestemte probiotika havde en
imponerende virkning pa dyrenes angst- og stressniveau. Mus var, som fglge af behand-
ling med probiotika, mere villige til at bl.a. at beskytte dem selv, hvilket tyder pa et la-

vere niveau af angst. Andre studier indikerer, at bakterier, der lever i mave- og tarmregio-
nen hos pattedyr, har indflydelse pa sygdomme som astma, autisme, colitis, can-

cer, fedme og diabetes. Sddan nogle opdagelser er revolutionerende i forhold til den
made, vi betragter mikrober pa, og det kan med sikkerhed fare til spaendende opdagelser i
fremtiden.

Bioteknologi er anvendelsen af biologiske systemer, levende organismer og deres produk-
ter til at imgdekomme menneskets behov. Vi har i artusinder anvendt geer og bakterier

til at fermentere mad og drikkevarer samt sikre sunde afgrgder. Vi udvinder og udnyt-

ter bakterier i husholdningen savel som i forbindelse med medicinsk behandling; lipaser
og proteaser findes i bl.a. vaskepulver, og botulinumtoksinet (bedre kendt som botox) bru-
ger vi til at fjerne rynker og til behandling af enkelte sygdomme. Derudover bruger vi mi-
kroorganismer som et vaerktgj indenfor bioengineering. Vi kan udnytte bakterier og
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geer som cellefabrikker ved f.eks. at klone humane gener og fa produceret veerdifulde pro-
teiner som f.eks. insulin. Derudover kan bakterier udnyttes til at fjerne luftforure-

ning og dermed afgifte forurenede miljger som f.eks. svinestalde. S& selvom nogle bakte-
rier er skadelige overfor mennesker, dyr eller planter, sa virker listen over fordele ved mi-
kroberne dog uendelig lang.
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Figur 6-1. Elektron-mikrograf der viser Helicobacter pylori, der lever i maven. Pa billedet ses bakteriens
mange flageller, som bakterien bruger til at beveege sig ind i mucus-laget i mavens slimhinde. Foto: com-

mons.wikimedia.org

Milepzele inden for mikrobiologi

Den australske lzege og professor Barry Marshall opdagede i 1982, at mavesar skyldes
bakterier, der lever i vores mave. Man havde ellers tidligere troet, at bakterier ikke kunne
overleve i mavens sure miljg. Marshall blev i starten ikke anderkendt for sin opdagelse.
Han havde sveert ved at dyrke denne bakterie kaldet Helicobacter pylori i en kultur, og det
saede tvivl om troveerdigheden af hans opdagelse. Derfor forblev spekulationerne om ar-
sagen til mavesar. Da det omsider lykkedes Marshall at dyrke Helicobacter bakterien, drak
han en kultur med de sundhedsskadelige bakterier i et forsgg pa at overbevise folk om sin
opdagelse. Han udviklede kort efter symptomer pa mavesar. En endoskopi og en biopsi
slog fast, at bakterien faktisk var tilstede, og at indersiden af mavens slimhinde var be-
teendt. Efter behandling med antibiotika begyndte symptomerne at aftage, hvilket beviste,
at H. pylori faktisk var arsagen til mavesar. Marshall udfarte sine eksperimenter i 1980’erne
og modtog i 2005 Nobelprisen for sin opdagelse, som pa mange mader revolutionerede
vores syn pa bakterier. Hans opdagelse lzerte os, at bakterier kan gro under ekstreme for-
hold, oqg at ikke alle bakterier let kan dyrkes i kulturer.
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@velse 6: Mod ESKAPE-patogenerne

Biologiske spargsmal:

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

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

2. Hvilke ESKAPE patogener vil du gerne teste dine isolater imod?

3. Hvordan udger lige netop de ESKAPE patogener en sundhedsmaessig trussel?

4. Findes der noget antibiotika, som vi i dag kan bruge til at behandle infektioner med
netop disse ESKAPE?



Kapitel 7: Antibiotika: Opdagelse, opbyg-
ning og virkemade

Manden der opdagede antibiotika:

Alexander Fleming gjorde i 1928 en "tilfeeldig” opdagelse, som skulle vise sig at veere no-
get af et gennembrud indenfor laegevidenskaben. Han opdagede penicillin fra skimmel-
svampen Penicillium notatum - det fgrste antibiotikum til effektiv behandling af en

lang raekke infektioner. Men hvor "tilfeeldig” var denne opdagelse i grunden? Var Fleming
virkelig den farste til at observere mikrobiel bioaktivitet? Sandheden bag denne opdagelse
er nok naermere, at det var muligt for Fleming at opdage denne aktivitet, fordi han allerede
vidste, hvad han ledte efter. Med mange ars erfaring indenfor sit felt havde Fleming en so-
lid mikrobiologisk veerktgjskasse med feerdigheder, og han var dygtig til at observere og
seette spagrgsmalstegn ved sine observationer. Det gjorde det muligt for ham at forvandle
en observation i laboratoriet til et enormt medicinsk gennembrud.

Op igennem 1800-tallet blev antiseptiske midler anvendt til behandling af infektioner spe-
cielt blandt sarede soldater. Dog var disse antiseptiske midler langt fra uden bivirkninger,
da de bade gdelagde veaev og skadede immunsystemet. Behandling med sadanne midler
blev refereret til som "det antiseptiske dilemma”.

| starten af 1900-tallet begyndte Fleming sin s@gen efter et alternativ til disse antiseptiske
midler. Han sagte et stof, der selektivt kunne draebe bakterier uden at skade menneskets
egne celler. Han var ikke alene i sin sggen, og det var netop ogsa samme tanker, som la
bag Paul Erhlichs hypotese om "the magic bullet”. Erlichs hypotese udsprang fra et samar-
bejde med den tyske farveindustri, og han resonerede, at hvis bestemte farve selektivt
kunne farve bakterier, sa kunne man ogsa finde stoffer, der selektivt ville inhibere vaeksten
af dem. Erlich udviklede det fgrste syntetiserede antibiotikum, salvarsan, i 1909. Salvarsan
var effektivt i behandling af syfillis, men det blev senere opdaget, at stoffet var giftigt over-
for mennesker, hvilket ger det til et oplagt eksempel pa et antiseptisk dilemma.

Det var ikke far 1928, at Fleming gjorde en opdagelse blandt nogle stakke af gamle agar-
plader. Fleming opdagede, at en af pladerne var kontamineret. Det var ikke usaedvanligt, at
der en gang imellem blev observeret ugnsket vaekst af skimmelsvamp, men der var allige-
vel noget usaedvanligt ved netop én af pladerne. Fleming bemaerkede, at der blev dannet
inhiberingszoner omkring skimmelsvampen, nar den groede pa agarplader med stafylo-
kokker. Bakterien var altsa ikke i stand til at gro teet pa skimmelsvampen, hvilket fik Fle-

44



ming til at teenke, at skimmelsvampen var i stand til at udskille noget, der kunne sla bakte-
rien ihjel. Fleming var fascineret af sin opdagelse og paviste senere, at inhiberingszonen
var forarsaget af stoffet penicillin.

Fleming lavede mange forskellige tests mod forskellige patogene bakterier for at be-
stemme virkningen af penicillin. Penicillin inhiberede vaekst af Gram-positive bakterier, som
var involverede i skarlagensfeber, lungebetaendelse, gonoré, meningitis og halsbeteendelse
uden at have nogen skadelig effekt pa eukaryote celler. Det levede dermed op til de krav,
som Fleming ar forinden havde stillet til et potentielt mirakelmiddel. Fleming var dog ikke i
stand til at oprense stoffet, hvilket ikke gjorde det muligt at teste det in vivo. Han kunne
simpelthen ikke teste penicillin pa mennesker uden at skulle udsaette dem for alle de andre
stoffer, som skimmelsvampen ogsa producerede.

Arbejdet med penicillin blev dermed lagt pa hylden i 10 ar indtil Howard Florey og Ernst
Chain faldt over Flemings opdagelse. Deres kemiske viden gjorde det muligt at oprense
stoffet og teste dets effekt in vivo, og resultaterne viste, at stoffet var egnet til behandling.
Penicillin kom pa markedet tids nok til at blive anvendt som behandling i Anden Verdens-
krig, hvilket kraftigt reducerede andelen af soldater, der dgde som fglge af infektion. Det
kollektive samarbejde om opdagelsen af det fgrste naturlige antibiotikum penicillin farte til
at Fleming, Florey og Chain i 1945 vandt Nobelprisen i fysiologi og medicin.
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Milepaele inden for mikrobiologi

Opdagelsen af penicillin startede en verdensomspaendende s@gen efter varianter (stam-
mer) af Penicillum svampen, som kunne producere store mangder af stoffet i flydende
kultur. Mary Hunt (ogsa kendt som “Moldy Mary” fra det engelske "“mold” som betyder
skimmelsvamp) var en amerikansk laborant fra Dr. Kenneth Rapers laboratorie i lllinois.
Hun gennemsggte frugt og grent pa lokale markeder i jagten pa Penicillum stammer. Fra
overfladen af en cantaloupe-melon isolerede hun en stamme, som producerede den hidtil
hgjeste koncentration af penicillin. Dyrkningen af denne stamme blev optimeret, hvilket
gjorde det muligt at masseproducere penicillin, som blev sendt afsted til frontlinjen under
Anden Verdenskrig.

Foto: http://www.peoriahistoricalsociety.org/!/Exhibits-PenicillinMoldyMary
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Milepeele inden for mikrobiologi

Det er veerd at have in mente, at Fleming ikke var den farste til at gere denne slags ob-
servationer. Skrifter fra det gamle Egypten beskriver brugen af muggent brgd til behand-
ling af sar, mens Biblen naevner helbredende egenskaber ved brug af planten isop. Det
var pa netop denne plante, at den svenske naturalist Westling isolerede Penicillium nota-
tum flere tusind ar senere. Selvom Fleming introducerede os for navnet “penicillin” er en
gruppe arkaeologer sidenhen bragt i vildrede over fundet af en salve fra Romersk tid med
indgraveringen "PENICILLE". | alle disse ar har folk udforsket disse skimmelsvampe for de-
res helbredende egenskaber uden at forstad den kemi og biologi, som ligger bag. Mange
videnskabsmaend forsggte tilbage i 1800-tallet at finde arsagen til svampenes inhibe-
rende virkning. Joseph Lister blev opmaerksom pa Penicillum svampens inhiberende virk-
ning pa bakterier hele 10 ar fgr Fleming blev fadt - og 10 ar senere forklarede en anden
videnskabsman denne inhibering med "udskillelsen af et specifikt stof” men uden yderli-
gere at forklare, hvad der blev udskilt, og hvilket stof der var tale om. Den franske viden-
skabsmand Ernest Duchesne behandlede og kurrerede endda mus for tyfus ved at inji-
cere dem med svampekulturer. Ikke desto mindre var der ikke nogle af disse videnskabs-
maend, der formaede at identificere stoffet eller drage nogle konklusioner ud fra deres
forskning.

Denne historie understreger, at bag enhver opdagelse ligger en organiseret laborato-
rielogbog samt en portion held og vedholdenhed.
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Antibiotikas opbygning

Penicillin var seerpraeget, da det selektivt slog bakterier ihjel modsat de antiseptiske virke-
midler, der bade slog bakterier og humane celler ned. | 1942 opfandt Selman Waksman
begrebet "antibiotika” til at beskrive sma molekyler produceret af mikrober, der kan enten
kan haemme eller eliminere vaeksten af andre mikrober. “Sma molekyler” henviser til det
faktum, at antibiotika er mindre end de makromolekyler, som cellen bestar af. Forskellige
typer af antibiotika varierer meget i deres struktur, og de opdeles derfor i forskellige klas-
ser. Et eksempel pa en af disse klasser er B-lactam-antibiotika som f.eks. penicillin. Denne
type antibiotika er karakteriseret ved en saerlig ringstruktur, som gar det muligt for stof-
ferne at inhibere cellevaegsdannelsen, som er ngdvendig for en bakteries overlevelse. En af
de nyere opdagelser er antibiotikaklassen Abyssomicin, som blev opdaget i Japan 2004.
Denne klasse har meget passende faet sit navn efter at den blev opdaget cirka 300 meter
under havets overflade (abyss = afgrund). Denne klasse kendetegnes ved polycykliske stof-
fer produceret af saerlige havbakterier kaldet Verrucosispora. Abyssomicin C inhiberer vaek-
sten af vancomycin- og methicillinresistente Staphylococcus aureus ved at blokere for dan-
nelsen af folsyre.

Oprindeligt blev begrebet antibiotika kun brugt om antimikrobielle stoffer, der naturligt
produceres af mikroorganismer. Dette inkluderer kendte stoffer som penicillin, streptomy-
cin og kloramfenikol, som alle oprindeligt er isoleret fra mikroorganismer. Disse naturlige
stoffer udgar ca. 60-80% af alle antimikrobielle stoffer, vi benytter i dag; resten er kemisk
fremstillede stoffer, som er fremstillet med stor inspiration fra stoffer produceret af mikro-
organismer. Derfor bliver begrebet antibiotika i dag brugt bade om stoffer produceret af
mikroorganismer og stoffer produceret af kemikere.
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Ampicillin, et semi-syntetisk produkt af penicillin

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 ha&emme cellevaegssyntesen.
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Antibiotika — biosyntese

Seerligt bakterier tilhgrende gruppen Streptomyces har gennem tiden veeret gode kilder til
antibiotika, og ca. 60% af den antibiotika, vi bruger til behandling af infektioner i dag,
kommer fra denne type bakterier. Denne type bakterier viser fortsat sit vaerd, som vi leerer
dem bedre at kende. Forskning har vist, at disse bakterier ofte har evnerne rent genetisk til
at producere op mod 20 forskellige slags antimikrobielle stoffer. Det er bare ikke altid, at
disse stoffer bliver produceret, nar vi undersgger bakterierne i laboratoriet. Det betyder, at
der er et keempestort uudnyttet potentiale, og rigtige mange forskere brugere meget tid
pa at prave at forstd, hvorfor disse stoffer ikke bliver produceret - og ikke mindst hvordan
vi kan lgse gdden og fa bakterierne i gang med at producere stofferne. Nogle forskere me-
ner, at viigennem tiden faktisk kun har opdaget 0,1-10% af de stoffer, som bakterier rent
faktisk producerer. Det er netop grunden til at Tiny Earth er sa speendende — det er netop
dette skattekammer, vi jagter!

Der er en meget interessant sammenhang mellem et antibiotikas kemiske struktur, og ma-
den det bliver dannet pa i bakterier. Modsat mange proteiner, som oversaettes/translateres
fra mRNA til det faerdige produkt, sa er antibiotika ikke direkte kodet i bakteriens DNA. An-
tibiotika produceres nemlig ved en kompleks biosyntese, hvilket er en kaedereaktion forar-
saget af forskellige enzymer inde i cellen. Her kan cellens enzymer f.eks. veere involveret i
at samle og modificere aminosyrer, sukre og fedtsyrer til de stoffer, vi kender som antibio-
tika. Maden hvorpa disse stoffer er "bygget” hjaelper os med at klassificere dem baseret pa
deres kemiske egenskaber.

Mikroorganisme
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Figur 7-2. Antibiotika dannes i cellen ved en kompleks biosyntese. Enzymerne involveret i processen er kodet i bakteriens
genom.
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Figur 7-3. Penicillin biosyntese. Penicillin er produktet af tre aminosyrer, som modificeres og samles i en enzym-katalyse-
ret reaktion. Foto: commons.wikipedia.org

Hvorfor antibiotika draeber bakterier (og ikke os)

Antibiotika bliver opdelt i grupper alt efter, hvordan de — pa et cellulzert niveau - haemmer
eller draeber andre mikroorganismer. Det kaldes stoffets virkemade. Dét, at antibiotika vir-
ker selektivt mod bakterier, betyder, at de enten meget selektivt kun traenger ind i bakte-
rieceller, eller at de simpelthen ikke genkender eukaryote celler og derfor ikke pavirker
dem.

Cellevaeggen er et unikt komponent, som kun findes i bakterier. Cellevaeggen bestar af
peptidoglycan, som er et makromolekyle, der er opbygget af aminosyrer og komplekse
sukre. Denne celleveeg beskytter bakterier mod belastninger fra det omgivende miljg,
mens den ogsa er med til at opretholde bakteriens karakteristiske form. Gram-positive
bakterier har et tykt peptidoglycan-lag, hvorimod Gram-negative bakterier i stedet har et
tyndt peptidoglycan-lag, der befinder sig mellem den indre cytoplasmiske membran og en
ydre membran bestaende af bl.a. fosforlipider og lipopolysaccharider.

Noget antibiotika som f.eks. penicillin og vancomycin inhiberer dannelsen af celleveeggen
ved at blokere for de enzymer, der er ansvarlige for at samle peptidoglycan-enheder til en
feerdig celleveeg. For at en bakterie kan vokse, kraever det konstant vedligeholdelse af cel-
leveeggen, sa nar et antibiotikum saetter en stopper for denne vedligeholdelse, sa kan cel-
len ikke overleve.
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Figur 7-4. Eksempler pa cellulaere processer (targets) som antibiotika ofte heemmer. Fzelles for processerne er, at de er
livsngdvendige for cellen.

Vi finder ogsa nogle unikke komponenter i bakteriens DNA-metabolisme. Enzymet DNA-
gyrase findes i bade prokaryoter og eukaryoter, og den eukaryotiske variant har mange
strukturelle ligheder med den prokaryotiske variant. Noget antibiotika som f.eks. cipro-
floxacin udnytter alligevel en lille forskel, som gar det muligt kun at inhibere i den proka-
ryotiske variant. DNA-gyrasen spiller en rolle i DNA-replikationen, hvor den hjaelper til med
at holde DNA-molekylet i skak, sa det er muligt for resten af maskineriet at beveege sig
ned over DNA-strengen. Pa samme vis inhiberer rifampicin RNA-polymerasen, som er ngg-
lespilleren i transkription af DNA-koden. RNA-polymerasen i hhv. prokaryoter og euka-
ryoter er lige ngjagtigt sa forskellige, at rifampicin kun inhiberer bakteriers transkription.

Translation (protein syntesen) er endnu en celluleer proces, der ofte er offer for et antibioti-
kums inhiberende virkning. Bade eukaryoter og prokaryoter er dybt afhaengige af at kunne
syntetisere proteiner baseret pa en RNA template, og generelt ligner mekanismen meget
hinanden. Dog er der nogle forskelle i ribosomet, som medfgrer, at noget antibiotika kun
haemmer bakteriers proteinsyntese. Nogle typer antibiotika kan binde til eukaryote riboso-
mer, men typisk binder de meget svagt sammenlignet med deres binding til prokaryote ri-
bosomer. Antibiotika som haemmer proteinsyntesen binder ofte til én ud af tre dele af ri-
bosomets aktive site; E-site, P-site eller A-site. Makrolider, som f.eks. erythromycini, og
aminoglycosider er eksempler pa antibiotika, der heemmer proteinsyntesen ved hhv. at for-
hindre ribosomal translokation og ved at aendre formen pa ribosomet, hvilket forhindrer
codon-anticodon hydrogenbindinger.
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Antibiotikaresistens

Antibiotika er effektivt, fordi de udnytter de celluleere og molekyleere forskelle mellem bak-
terier og eukaryote celler og heemmer livsngdvendige processer i bakterier. Mange bakte-

rier har udviklet mekanismer til at modsta effekten af antibiotika. Der er generelt to mader,
hvorpa bakterier kan udvikle resistens:

1) Bakterier kan udvikle resistens gennem random mutationer i normale gener
2) Bakterier kan udvikle resistens ved at modtage et resistensgen fra en anden bakterie
ofte via konjugation

Resistensudviklingen er en af nutidens starste trusler mod vores sundhed, og selvom vi
ikke fuldt ud kan undga udviklingen af resistens, kan vi sagtens arbejde hardere for at re-
gulere brugen af antibiotika, mens vi forsat leder efter nye stoffer (mere om antibiotikaresi-
stens i kapitel 10).
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@velse 7: Design en metode til at identificere antibiotikaprodu-
cerende isolater

Biologiske spargsmal:

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

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?



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 det farste skal man
selvfglgelig sikre sig, at stoffet ikke er giftigt overfor mennesker. Derudover skal stof-

fet helst kunne bibeholde dets aktivitet, hvis det anvendes peroralt (f.eks i pilleform), da
det er den mest simple administrationsvej sammenlignet med f.eks. intravengs behandling.
For at kunne undersgge, om stoffet lever op til disse krav, kraever det, at man farst far iso-
leret det aktive stof i ren form dvs. far det adskilt fra alt andet. Vi lzerte allerede fra Alexan-
der Flemings arbejde, at dette kan vaere en vanskelig proces. Det kraever dyrt udstyr at ad-
skille ét enkelt stof fra alle de andre stoffer, som organismen producerer, og

det kan tage op til maneder eller ar selv for garvede kemikere. Derfor er der stor veerdi i at
prove at fa indikeret tidligt i processen, om stoffet er nyt eller allerede kendt. En af de ma-
der, man kan gare dette pa, er ved at sage lidt dybere indsigt i den bakterie, der produce-
rer stoffet - leere den lidt bedre at kende sa at sige. Acremonium chrysogenum er f.eks.
kendt for at producere stoffet cephalosporin C (et B-lactam-antibiotika). | tilfaelde af, at
man isolerer en bakterie, der er naert besleegtet med Acremonium, vil det veere oplagt at
undersgge, om de aktive stoffer deler nogle af de samme egenskaber som cephalospori-
ner. P& samme made vil man kunne prioritere fagrst at undersgge de antibiotikaproduce-
rende bakterier fra ens jordprave, der tilhgrer en slaegt eller en art, der ikke umiddel-

bart forbindes med produktionen af kendt antibiotika. S& er sandsynligheden nemlig starre
for at finde et nyt stof.

Klassificering af mikrober

Begrebet taksonomi bruges indenfor biologien til at navngive og inddele levende organis-
mer i grupper baseret pa delte karaktertraek. Grupper med delte fysiske egenskaber vil ofte
(men ikke altid) ogsa dele en evolutionaer historie. Disse grupper er opbygget hierarkisk
og inkluderer ofte syv taksonomiske niveauer; Domaene, rige, klasse, orden, familie, sleegt
og art. Historisk set har forskere altid klassificeret mikroorganismer pa baggrund af deres
feenotype f.eks. morfologiske karakteristika samt ved brug af biokemiske tests,

der f.eks. kan rgbe tilstedevaerelsen af bestemte enzymer. | slutningen af det 20. arhund-
rede fik vi dog adgang til en helt ny veerktgjskasse, da vi pludselig fik adgang til teknolo-
gier, der tilladte sammenligning af DNA sekvenser mellem organismer dvs. sammenligning
af organismers genotype. Da DNA er det genetiske arvemateriale, kan det indenfor fyloge-
nien bruges som en model for evolutionaere haendelser ved at studere DNA sekvensvaria-
tion og nedarvning gennem generationer. Det er netop ogsa mutationer (arvelige andrin-
ger i DNA-sekvensen), der danner grundlag for Darwins definition af evolutionen.
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Selvom det i dag er muligt at sammenligne hele genomer er sddan en sammenligning om-
fattende, da bakteriers genomer kan vaere op til flere millioner basepar. Derfor veelger for-
skere ofte at sa mmenligne bestemte “markgar gener”, som findes i alle mikroorganis-

mer og som er rimelig konserverede. At et gen er konserveret betyder, at det udvik-

ler sig langsomt rent evolutionaert. Dette er tilfaeldet 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. Det er derfor vigtigt at huske pa, at den bedste
taksonomiske identifikation involverer mange forskellige teknikker og analyser. Vi diskute-
rer i dette kapitel morfologisk og molekyleer taksonomisk klassificering, hvorimod bioke-
misk klassificering beskrives i detaljer i kapitel 11.

Molekylzer fylogeni

16S rRNA genet blev farst beskrevet som et veerktgj til at sammenligne bakterier i 1977 af
Carl Woese og George Fox. Pa davaerende tidspunkt havde man udelukkende klassificeret
mikrober pa baggrund af deres morfologiske egenskaber, hvilket faktisk er en sveer op-
gave, da bakterier har langt faerre anatomiske egenskaber sammenlignet med deres bioke-
miske egenskaber. Woese var ogsa specielt interesseret i bakteriers sleegtskab, og da han
var frustreret over manglende veerktgjer til dette formal, forsggte han sammen med Fox at
finde en helt ny made at anskue problemstillingen pa. Ideen med at bruge DNA sekvenser
var revolutionerende. En ting, som gar DNA saerligt vaerdifuldt som sammenligningsgrund-
lag, er det faktum, at DNA er alle levende organismers arvemateriale. Derudover deler alle
levende organismer homologe versioner af SSU generne, som rent evolutionaert aendrer
sig meget meget lidt, hvilket gar det til god og stabil platform til at studere evolution. For
farste gang nogensinde havde forskere nu en enkelt markar, som de kunne bruge til at
sammenligne slaegtskabet mellem alle levende vaesner. Dette forarsagede drastiske aen-
dringer i det vi kalder for “Livets trae”. Ved sammenligning af 16S rRNA gen sekvenser og
18S rRNA gen sekvenser stod det pludselig klart, at alt liv er organiseret i tre domaener;
Archaea, Bacteria og Eucarya. Den videnskabelige verden blev sldet bagover,da det pludse-
lig stod klart, at arkaeer — som rent morfologisk ligner bakterier — er ligesa forskellige fra
bakterier, som eukaryoter er. Det er desuden tankevaekkende, at alle bakterier og arkaeer
samt de fleste eukaryoter (med undtagelse af planter, dyr og svampe) er mikroskopiske
starrelser. Vi lever virkelig pa en mikrobiel planet!

Fylogenetiske treeer er forgreningsdiagrammer, der ofte er baseret alene pa genoty-

pisk data, og som netop skildrer evolutionaere haendelser mellem organismer. Vi kalder
dette for molekyleer fylogeni. Forgreningspunkter i et fylogenetisk tree skildrer faelles stam-
former, og grenleengden beskriver slaegtsskabsforholdet mellem organismer - altsa

hvor taet beslaegtet organismer er ved nedarvning. Mange af de organismer, der histo-
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risk set er blevet klassificeret pa baggrund af faenotypisk data, er i dag blevet reklassifice-
ret pa baggrund af genotypisk data, sa der er bedre sammenhang mellem taksonomi
og fylogeni.

Bacteria Eucarya

Spirokaeter
Proteobakterier

Gronne X
trad-bakterier Methanosarcina
Methanobacterium Slimsvampe

Dyr
Entamoebae Y

Methanococcus

Halophiles

Gram-positive Svampe

Cyanobakterier

T. celer Planter

Thermoproteus

Planktomyceter

Pyrodicticum Ciliater

Flagellater

Cytofage bakterier Trichomonader

Mikrosporidia

Thermotoga

Diplomonader

Aquifex

Figur 8-1. Livets Tree.

Der findes andre markargener end 16S rRNA genet, men det er typisk dét gen, man bru-
ger, nar man skal identificere et ukendt isolat. 16S rRNA genet bestar af ni variable omra-
der og otte konserverede omrader. De konserverede omrader af genet er meget ens

i alle bakterier (hvilket ggr det muligt at designe universielle primere til genet), hvor-
imod de ni variable omrader er artsspecifikke og kan betragtes som bakteriens signa-
tur. Dette gar 16S rRNA genet til en rigtig god fylogenetisk markgr.

Hvor SSU sekvenser tidligere blev anvendt til at forsta, hvor teet beslaegtet forskellige orga-
nismer er, bliver 16S rRNA gen analyse i dag iseer anvendt til at identificere ukendte isola-
ter. Det kan lade sig gare, fordi vi har databaser som f.eks. Genbank, der giver os ad-

gang til en samling af flere millioner kendte 16S rRNA gen sekvenser. Dette udnytter vi, nar
vi skal prgve at identificere ukendte isolater pa baggrund af deres 16S rRNA gen sekvens.
Efter sekventering af et ukendt isolat kan vi uploade sekvensen pa GenBanks hjemme-
side, og ved hjeelp af algoritmer som BLAST (Basic Local Allignment Search Tool) kan vi fa
en hurtig sammenligning mellem vores sekvens og databasen. Et match med databasen
kan derfor hjaelpe os med at identificere vores bakterie.
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16S rRNA gen sekvens data

DNA-sekvensteknologier har udviklet sig meget de sidste artier; der er i dag flere forskel-
lige mader at anskaffe sig en DNA sekvens af enten et gen eller et helt genom. Feelles for
alle metoderne er, at det er ngdvendigt at fa dannet rigtig mange kopier af den DNA-se-
kvens, man gerne vil undersgge (vi kalder den template DNA — som en skabelon). Polyme-
rase kaede reaktion (kaldet PCR efter det engelske navn Polymerase Chain Reaction) er den
teknik, der oftest benyttes, nar man skal amplificere (kopiere) en template DNA-sekvens. Vi
kan designe PCR primere, der er komplementaere til konserverede steder pa 16S rRNA ge-
net. Husk p3, at det konserverede omrader af genet ofte er ens i alle bakterier, og derfor
kan vi bruge de samme primere til at amplificere en bred vifte af forskellige organismer.
Kopierne vil ogsa indeholder 16S rRNA genets variable omrader, som er artsspecifikke, og
det er disse signaturomrader, som gar det muligt for os at bestemme, hvad det er for en
bakterie, vi har isoleret.

Lm._.j_._._L
1492R
1 500 1000 1500

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.
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Morfologisk karakterisering af isolater

Som tidligere naevnt er 16S rRNA sekvens data saerligt brugbart til indledningsvist at tildele
en ukendt organisme en taksonomisk klassificering. Men man kan styrke identifikationen
ved at bruge flere metoder. Herunder praesenterer vi mikroskopi, som en metode til at
identificere vaesentlige morfologiske egenskaber. Biokemiske (metabolske) tests kan ogsa
hjeelpe med at identificere en organisme, men disse vil blive diskuteret i kapitel 11.

Mikrober i mikroskopet

Det 17. arhundredes pionererne indenfor mikroskopi var ogsa pionerer indenfor biologien.
Deres udvikling af kraftige linser gjorde det muligt for dem at fa et naergdende syn pa den
mikroskopiske verden.

Robert Hooke var en engelsk videnskabsmand og arkitekt. Han var manden bag den vi-
denskabelige bestseller “"Micrographia” fra 1665, der skildrer Hookes observationer fra mi-
kroskopet i form af deltaljerede tegninger af en flues gje samt planteceller i et stykke kork.
Hooke introducerede begrebet “celle”, da korkcellernes veegge mindede ham om rum-
mene (engelsk: cells) i et kloster.

Hooke inspirerede holleenderen Antonie van Leeuwenhoek, som ofte omtales som "mikro-
biologiens fader”. Leeuwenhoek blev kendt for sit skarpe syn og sine feerdigheder i forbin-
delse med fremstilling af linser. Efter at have lzest "Micrographia” kombinerede han sine
egne feerdigheder med sin nye viden fra Hookes veerk til at fremstille et enkeltlinse-mikro-
skop, som muligvis har haft en meget kraftig forstarrelse mellem 200x og 500x. Han var
meget hemmelighedsfuld omkring sine teknikker, og feerre end 10 af hans mikroskoper
findes stadig i dag. Leeuwenhoek var sa avanceret en opfinder, at det tog videnskabs-
maend mere end 150 ar at udvikle mikroskoper, der var lige sa kraftige som hans. Han var
den farste til at observere og dokumentere encellede organismer som bakterier og proti-
ster — han kaldte dem "wee animalcules”. Han observerede plak fra sine egne taender og
konstaterede, at det indeholdte hundredevis af bakterier med forskellige former. Leeuwen-
hoek sendte hyppigt breve til Royal Society i London med detaljerede beskrivelser af sine
fund — nogle sa detaljeret, at vi i dag ved, hvilke arter hans observerede i sit mikroskop.

Mikroskopi har udviklet sig meget siden de farste visualiseringer af mikroskopisk liv. Dog
er vi stadig den dag i dag begraenset til kun at kunne skelne mellem objekter, der er starre
end 0,2 ym ved brug af et lysmikroskop. Mere avancerede teknikker som elektronmikro-
skopi kan skelne mellem mindre objekter som f.eks. virus eller celluleere komponenter.
Denne teknik kan producere billeder med en ufattelig detaljegrad af objekter helt ned til
0,005 pm.
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Farvning af bakteriers cellevaeg

Ved at farve bakterier forbedrer det vores evne til at se forskellige formerne pa celler. Bak-
terier kan have mange forskellige former, men den mest udbredte form er kugleformet -
ogsa kaldet cocci (flertal) eller coccus (ental) - og stavformet - ogsa kaldet bacilli (flertal)
eller bacillus (ental). Farven binder til komponenter i cellen, som ellers ville vaere transpa-
rente under mikroskopets lys. Bakteriers cellevaegge er opbygget af et net af kulhydrater,
lipider og proteiner. Den strukturelle komponent er en kryds-linket polymer af sukre og
aminosyrer kaldet peptidoglycan. Peptidoglycanlaget beskytter bakterien og giver dem de-
res karakteristiske form. En af de mest klassiske farvningsteknikker kaldes Gram-farvning.
Gram-farvning blev udviklet i slutningen af 1800-tallet som en hjeelp til at visualisere bak-
terier i biopsier, og det er siden blevet et veerdifuldt veerktgj til at differentiere mellem de
to dominerende cellevaegsopbygninger.

Ved Gramfarvning benytter man to typer farvestof, krystalviolet farve og safranin, som hhv.
er violet og pink. | Gram-positive bakterier er peptidoglycanlaget meget tykt (>20 nano-
meter) og udger det yderste cellevaegskomponent. Gram-positive celler kan holde pa rig-
tig meget krystalviolet farve i dette lag. Nar den krystalviolette farve danner et kompleks
med jod, er cellerne bedre til at modsta udvaskning af farven end Gram-negative bakterier.
Dette medfgrer, at Gram-positive celler forbliver violette selv efter farvning med safranin.
Gram-negative bakterier har derimod et tyndere peptidoglycanlag (10 nanometer) og har
derudover ogsa en ekstra ydre membran. Pa grund af det tynde peptidoglycanlag er den
krystalviolette farve mere tilbgjelig til at blive vasket helt veek i Gram-negative celler. Disse
celler vil derefter blive farvet pink, nar safranin anvendes som den anden farve.
Mikrobiologer kan udvinde meget information om isolaters fysiologi ved at kunne diffe-
rentiere mellem Gram-positive celler og Gram-negative celler under et mikroskop. Derud-
over medfgrer Gram-farvning en hurtig og bred gruppering, som kan hjaelpe med at klassi-
ficere en bakterie. Gram-positive og Gram-negative bakterier udger de to starste grupper
af bakterier.
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Milepzele inden for mikrobiologi

PLATE XXIV

Leeuwenhoek’s farste skildring af “wee animalcules”, som han observerede i mikrosko-

pet. Dette betragtes som den farste illustration af en bakterie.
Foto: University of California Museum of Paleontology

Maleri af Antonie van Leeuwenhoek af Jan Verkolje.

Foto: https://en.wikipedia.org/wiki/Antonie_van_Leeuwenhoek
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Qvelse 8: Indledende identificering af antibiotikaproducerende
bakterier

Biologiske spargsmal:

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?



Kapitel 9: | sidste ende handler det hele
om kemi

Ekstraktion af sekundzere metabolitter eller naturstoffer

Nar en bakterie dyrkes i en kultur, producerer den enormt mange forskellige metabolitter.
Det farste skridt, ndr man skal undersgge et potentielt nyt antibiotikum, er at fa adskilt det
aktive stof fra alle de andre "kontaminanter” i kulturen. Oprensningsprocessen indebaerer
ofte en lang raekke forskellige separationssteps, hvor det gnskede stof separeres fra andre
stoffer baseret pa stoffets fysiske eller kemiske egenskaber. Mange metoder separerer for-
skellige stoffer ved at udnytte stoffers polaritet og interaktion med forskellige solventer.
Kontaminanter, der kemisk minder meget om det aktive stof, er typisk de sveereste at
fijerne. Et eksempel er enantiomerer, hvilket er betegnelsen for to molekyler, der har den
samme kemiske formel og det samme bindingsmgnster, men som har forskellig stereo-
kemi. De er spejlbilleder af hinanden. Kun ét molekyle er aktivt, men det deler starstedelen
af sine kemiske egenskaber med sit “inaktive” spejlbillede, hvilket besvaerligger oprensnin-
gen.

Hvad er organiske molekyler

Organisk kemi startede som en betegnelse for “livets kemi”. Det var dengang man troede,
at dette var forskelligt fra kemien i et laboratorie. Siden er organisk kemi blevet betegnel-
sen for den gren indenfor kemien, der beskaeftiger sig med molekyler, der indeholder kul-
stof. Organiske forbindelser finder vi i alt fra fede og medicin til breendstof og plast. Derfor
spiller organisk kemi en meget vigtig rolle i vores daglige liv.

De organiske molekyler, vi mgder pa vores vej, stammer enten fra levende ting, fra dannel-
sen af rdolie for millioner af ar siden eller fra laboratorier, hvor syntesekemikere kan frem-
stille organiske molekyler ud fra simple byggesten. | gamle dage forbandt man organiske
molekyler fra naturen med aeteriske olier, som kunne udvindes af planter ved destillation
eller syreekstraktion. Eksempler pa disse er mentol — et smagsstof fra mynte; cis-jasmone —
en duft fra jasmin blomsten; og kinin — et af de aktive stoffer (mod malaria) som udvindes
af barken fra cinchona treeer. De fleste organiske stoffer er farvelgse, men nogle er farvede
og kaldes pigmenter. Indigo er et pigment, som saerligt bruges til at farve cowboybukser
bld, og karoten er pigmentet, der giver gulergdder deres karakteristiske farve.

Organiske molekyler findes i mange former; krystaller, olier, voks, vaesker eller gas. Kendte
eksempler er f.eks. sukkerkrystaller, men ogsa petroleum, der er en blanding af farvelgse,
flygtige og braendbare organiske forbindelser heriblandt benzin.
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Hvad er sekundaere metabolitter

De makromolekyler, som er fzlles for alle levende vaesner (nukleinsyrer, proteiner, lipider,
og kulhydrater), er produkter af livsnadvendige processer kaldet den primaere metabo-
lisme. Derudover har mange celler evnerne til at udfgre mere specialiserede kemiske pro-
cesser. Disse processer — og stofferne der produceres — er ikke livsngdvendige for cellen,
men de menes at kunne give cellen en fordel i dens miljg f.eks. en kompetetiv fordel eller
mulighed for kommunikation med andre celler. Disse stoffer kaldes sekundaere metabolit-
ter, og vi har allerede stiftet bekendtskab med et par stykker i forbindelse med vores nye
viden om antibiotika. Starstedelen af den antibiotika, vi kender i dag, produceres nemlig
som sekundaere metabolitter i slutningen af en kulturs eksponentielle vaekstfase.

Sekundzere metabolitter kan variere meget i deres stagrrelse og kompleksitet. De kan ran-
gere fra meget sma molekyler som f.eks. penicillin G til meget store polyetherforbindelser
som brevetoxin, som produceres af alger i det, der betegnes for "radt tidevand”, og som er
giftigt bade for fisk og de efterfalgende led i fadekaeden.

Milepaele inden for mikrobiologi

Dorothy Crowfoot Hodgkin var en britisk kemiker, som arbejdede med teknikken rgntgen-
krystallografi — en teknik til at bestemme 3D strukturen af et biomolekyle. Hun Igste struk-
turen af penicillin og viste, at penicillin indeholder en -lactamring. Hodgkin Igste ogsa
strukturen af vitamin B1,, hvilket gav hende Nobelprisen i kemi i 1964. Det britiske Royal
Society fejrede deres 350-ars jubileeum ved at lancere en raekke frimaerker med minder
gennem tiden — et af dem var med et billede af Hodgkin og hendes vitamin Bq..

Foto: http://www.paleophilatelie.eu/description/stamps/uk_2010.html
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Hvordan isolerer eller ekstraherer vi sekundaere metabolitter?

Vi har behov for en reekke separationsteknikker for at kunne isolere det antimikrobielle
stof. Disse separationsteknikker baseres ofte pa fysiske eller kemiske egenskaber ved stof-
fet som f.eks. starrelse, polaritet, oplaselighed eller affinitet. Der findes rigtig mange mu-
lige separationsteknikker — nogle er forholdsvis billige og simple og kan anvendes i stor-
skala, mens andre kraever dyre instrumenter og er meget tidskreevende. Hvert enkelt step i
processen pavirker ofte valget af det neeste step, fordi vi leerer mere og mere om stoffets
egenskaber. Som udgangspunkt er det ofte en god ide at starte med en geengs metode,
der far har vist sig at vaere god til isolering af sekundaere metabolitter og frasortering af
mediekomponenter og primaere metabolitter.

Ekstraktion med organiske solventer

Vi er omgivet af eksempler pa kemisk separation af stoffer. | en salatdressing vil olie og ed-
dike f.eks. ikke blandes. De vil i stedet danner to lag med forskellig densitet og forskellige
kemiske egenskaber. Disse to veesker fales ogsd meget forskellig pa vores hud. Olie vil
saettes sig fast pa huden, hvorimod eddike let vil kunne vaskes af. Dette sammenspil er et
resultat af en kemisk egenskab kendt som polaritet.

Polaritet definerer fordelingen af elektrondensitet og ladning i et molekyle. Det kommer
sig af, at nogle atomer i en binding har en tendens til at holde bedre fast pa deres delte
elektroner end andre pga. elektronegativitet. Disse forskelle medfarer, at nogle molekyler
far "poler” med delvist modsatte ladninger; vi kalder molekylerne polaere molekyler. Vand
er et godt eksempel pa et polaert molekyle. Hvert vandmolekyle har en delvist negativ lad-
ning pa oxygenatomer og delvise positive ladninger pa hydrogenatomerne. Atomer i mo-
lekyler, der pa samme vis fremviser denne fordeling af elektrondensitet (som f.eks. andre
vandmolekyler eller vandoplaselige molekyler), vil blive tiltrukket af andre atomer med
modsat ladning i andre polaere molekyler. Disse bindinger er svage sammenlignet med
kovalente bindinger, men de er steerke nok til at tiltraekke poleere molekyler i en prgve og
gere dem oplgselige.

Mindre polaere stoffer som f.eks. ethylacetat (CH3-COO-CH>-CHs eller EtOAC) vil adskille sig
fra vand pga. forskelle i polaritet. Selvom EtOAc i sin struktur har en "pol” med en car-
bonylgruppe (C=0), er den ikke steerk nok til at associere med vand pga. methyl (CHs) og
ethyl (CH3CHz) grupperne. Triglycerider som f.eks. vegetabilske olier deler ogsa denne
egenskab. Andre molekyler som f.eks. detergenter har amfipatiske egenskaber og bestar
dermed af en hydrofil og en hydrofob del. Det gar det nemt for dem at blande sig med
begge typer molekyler, hvilket gar det muligt f.eks. at fjerne fedt fra opvasken med vand.

Stoffer produceret af bakterier daekker hele polaritetsskalaen — nogle vil vaere amfipatiske,
mens andre vil vaere hydrofile eller hydrofobe. Det fleste primaere metabolitter som sukre,
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Figur 9-1. Oversigt over stoffers oplgselighed

aminosyrer og peptider har hydrofile egenskaber, fordi celler er fyldt med vand. Vand er
"universal-solventet” i celler, som holder metabolitter og ioniske forbindelser i oplgsning,
sa de kan bruges af cellen. Det farste step i oprensningen af aktive stoffer vil derfor vaere
at fjerne de fleste af cellens komponenter og se, om aktiviteten er bibeholdt. Mange sma
molekyler, deriblandt antibiotika, vil have bade hydrofile og hydrofobe omrader. Hvis vi
kan ekstrahere de gnskede molekyler i et mindre polaert solvent som f.eks. EtOAc, vil det
blive separeret bade fra andre molekyler fra cellen samt de vandoplgselige naerringstoffer
fra mediet. Andre solventer som methanol (CH3-OH eller MeOH) ekstraherer et starre
spektrum af stoffer pga. evnen til at ggre bade polaere og upolzere stoffer oplaselige - der-
iblandt ogsa vandoplgselige stoffer, som komplicerer isoleringen af det aktive stof.

EtOAc og MeOH er bare to ud af en lang raekke organiske solventer, der bruges til kemisk

ekstraktion. Fordi forskellige solventer oplaser forskellige typer stoffer, kan oplaseligheden
ragbe noget om stoffets egenskaber, og derfor er det et godt udgangspunkt for en oprens-
ningsstrategi.
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Figur 9-2. Venstre: Molekylestruktur af ethylacetat. Dette organiske stof er upoleert og bliver ofte anvendt til ekstraktion af
andre upoleere organiske stoffer. Hgjre: Molekylestruktur af methanol. Dette stof indeholder en poleer hydroxygruppe
(-OH), som giver molekylet hydrofile egenskaber. Methylgruppen (-CHs) er derimod en anelse hydrofob, hvilket ger det
muligt for molekylet at oplgse bade polaere og upolzere stoffer i varierende grad.

Fra isolat til molekyle

Det vil helt sikkert tage leengere end et skoleforlgb at oprense rent antibiotika. Men derfor
er det stadig veerd at tage et hurtigt kig pa den proces, der hjelper os med at identificere
et stof.

Organiske ekstrakter fra cellekulturer er typisk en kompleks blanding af forskellige stoffer.
Denne blanding skal reduceres til kun at indeholde ét enkelt stof — nemlig det aktive stof.
Et rent stof er nadvendigt for at vi kan Igse strukturen af stoffet. Det kraever tre ting, for vi
kan isolere det biologisk aktive molekyle via bioassay-guided isolering. Det kraever et bio-
logisk aktivitetsassay, oprensningsteknikker samt metoder til at bestemme den kemiske
struktur af stoffet.

Et biologisk assay bruges til at holde gje med, hvor i processen det biologiske stof befinder
sig. Nar det rene stof er isoleret, kan vi lgse den kemiske struktur ved at benytte teknikker,
som kan identificere molekylet baseret pa unikke karaktertraek.

En bioassay-guided isolering af et stof tager typisk lang tid, og det farer ofte til isolering af
allerede kendte stoffer. Sa far et ekstrakt fares igennem hele den proces, benytter man sig
af en procedurer, der kaldes dereplikering. Denne proces har til formal tidligt at skelne
mellem kendte stoffer og ukendte stoffer. Det gor forskeren i stand til at prioritere mellem
ekstrakter og fokusere mere pa de ukendte stoffer. | dereplikationsprocessen anvendes
ofte veeskekromatografi/massespektometri (LC-MS) sammen med statistiske analyser og
biologiske assays, der kan give information om stoffets virkemade. Hvis stoffet i et ekstrakt
virker ukendt og det derfor besluttes at arbejde videre med ekstraktet, vil man benytte bio-
assay-guided isolering.
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1. Biologisk assay

Et biologisk assay udfares far oprensningens start samt efter hvert oprensningstrin,
sa aktiviteten kan faglges hele oprensningen igennem.

2. Oprensningsteknikker

Der anvendes ofte teknikker til oprensning af ekstrakter, som falder under katego-
rien vaeskekromatografi (LC - fra det engelske liquid chromatography). Automatise-
rede og brugervenlige LC-systemer findes i stort set alle kemiske forskningslabora-
torier. Disse systemer gar det hurtigt og forholdsvis billigt at oprense stoffer fra et
komplekst ekstrakt. HPLC-systemer (High Performance-LC) kan med fordel anven-
des i tilfeelde, hvor oprensning af et stof er mere kompliceret.

3. Teknikker til strukturbestemmelse

Det naeste step i processen er at lgse strukturen af det stof, der forarsager den bio-
logiske aktivitet. Rgntgenkrystallografi giver os groft sagt et billede af den tredi-
mensionelle opbygning af et molekyle, og teknikken kan bruges til at lgse struktu-
ren af krystaller. Dog skal der ofte benyttes andre teknikker til at Igse strukturen af
naturstoffer, heriblandt antibiotika, da naturstoffer ofte produceres i lav koncentra-
tion og ikke danner krystaller. Ofte forsgger man som det farste at finde molekyle-
formlen. Til dette formal kan man benytte massespektrometri (MS), som meget ngj-
agtigt kan fortaelle massen af stoffet. Den mest anvendte teknik til at Igse strukturen
er NMR-spektroskopi (nuclear magnetic resonance). Kulstofatomer og hydrogen-
atomer i et molekyle kan detekteres ved denne metode. Kulstof og hydrogen opfa-
rer sig forskelligt i det staerke magnetfelt i en NMR alt efter, hvor de sidder henne i
et molekyle. Disse forskelle kan sa sammenlignes med kulstofatomer og hydrogen-
atomer i kendte molekyler - og sa starter ellers det store puslespil med at samle alle
atomerne til en struktur.

Hvis stoffet er kendt fra litteraturen, kan strukturen forholdsvis hurtigt lgses pa
denne made. Det vil maske tage dage eller uger. Hvis stoffet er nyt og strukturen
har ligheder med molekyler, vi allerede kender fra litteraturen, kan processen tage
uger eller maneder afhaengigt af stoffets kompleksitet. | mere komplicerede tilfeelde
kan tage flere maneder, far man har en struktur f.eks. hvis stoffets opbygning er
helt unik og aldrig far set. Nar nye antimikrobielle stoffer isoleres, er det saerligt in-
teressant at kigge pa stoffernes virkemade. Hvis man isolerer et helt nyt stof, som
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tilmed har en helt ny virkemade, kan dette have enorm indflydelse for opdagelsen
af antibiotika og for fremtidig behandling af infektionssygdomme.

Referencer
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QDvelse 9: Test et organisk ekstrakt fra dit isolat for antimikro-
biel aktivitet

Biologiske spargsmal:

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

2) Hvad kan valget af organisk solvent sige om et antibiotikums kemiske egenskaber?

3) Hvordan kan vi vurdere, om det aktive stof er tilstede i ekstraktet?

4) Hvad skal vi ellers vide om den biologiske aktivitet, vi observerer?

5) Hvordan vil du fortseette dine undersggelser af dit ekstrakt?



Kapitel 10: Resistens mod antibiotika

Antibiotikaresistens

Resistensproblematikken er et resultat af udbredelsen af sundhedsskadelige organismer,
som er modstandsdygtige over for den antibiotika, vi bruger til behandling af infektioner.
Dette betyder, at man ikke laeengere kan behandle med "fgrstevalget”, men man er derimod
nadt til at bruge alternative praeparater til behandling af disse infektioner. | nogle tilfaelde
er man ngdt til at bruge antibiotika, som ellers er gremaerket de mest genstridige infektio-
ner og derfor er "vores sidste kort pd handen”. Nar denne slags antibiotika bliver givet til
patienten har infektionen muligvis spredt sig og efterladt patienten meget syg og i poten-
tiel livsfare. | de veerste tilfeelde har vi ingen kort pa handen — nogle infektioner er vi sim-
pelthen ikke leengere i stand til at behandle. ESKAPE patogenerne er som sadan ikke mere
sundhedsskadelige end mange andre patogene organismer, men de repreesenterer stor-
stedelen af de multiresistente bakterier, vi er udfordret af i dag — og dét gar dem saerligt
farlige! | dag er det ikke bakterierne men derimod bakteriernes tilegnelse af resistensgener,
som ger behandlingen af infektioner udfordrende.

Hvordan bliver bakterier resistente?

Det kan hjeelpe os med at blive klogere pa antibiotikaresistens, hvis vi kigger pa antibioti-
kas virkemade og de cellulzere 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. | dette til-
feelde vil ribosomet altsa veere target for denne type antibiotika. Enhver aendring i cellen,
som forhindrer antibiotika i at na eller interagere med sit target, vil fare til resistens.

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 bakte-
rier. Bakterier kan modtage DNA fra andre bakterier, fra det omgivende milja eller fra virus
via horisontal genoverfgrsel. Vi kalder det "horisontal” genoverfarsel for at adskille meka-
nismen fra "vertikal” genoverfarsel, som forarsages, nar en celle deler sig ved binaer fission
og dermed videregiver sine gener til to identiske datterceller. Typiske eksempler pa resi-
stensgener, der viderebringes via horisontal genoverfgrsel, er gener der koder for pumper,
der pumper antibiotika ud af cellen igen eller enzymer, som kemisk sendrer pa selve stof-
fet, sa det ikke leengere kan binde til sit target.
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Figur 10-1. Typiske resistensmekanismer; mader hvorpa cellen undgar antibiotikas virkning.

Mutationer, som opstar ved fejl i DNA-replikationen, kan ogsa fare til resistens. For at dette
kan ske, skal mutationen medfgre en strukturaendring af target, sa antibiotikummet ikke
laengere har ligesad god bindingsaffinitet, men funktionen af target skal bibeholdes. Husk
pa at antibiotika gar direkte efter strukturer eller funktioner, der er livsngdvendige for cel-
len. Kun nogle fa mutationer kan leve op til disse kriterier.

Antibiotikaresistens i miljoget

En population af resistente celler kan opsta, hvis der er et selektivt pres, det gar det favora-
belt for cellerne at bibeholde den aendring i genomet, der har gjort dem resistente. Dette
kan f.eks. veere tilfeeldet med mikrober fra patienter, der behandles med antibiotika. Mikro-
berne beholder deres resistens, for ellers ville de da af den antibiotika, som patienten be-
handles med. Antibiotika-resistente bakterier kan spredes til miljget via f.eks. affald, og
brugen af antibiotika i landbruget medfgrer endnu et selektionspres for resistente mikroor-
ganismers overlevelse. | mange ar har brugen af antibiotika i landbruget veeret meget om-
diskuteret, fordi langt det meste antibiotika blev brugt til at fremme vaeksten af svin, kvaeg
og fjerkrae og ikke til behandling af sygdomme. | Europa har brugen af antibiotiske vaekst-
fremmere veeret forbudt siden 2006, og i 2017 fulgte USA trop.

Historisk set er det relativt kort tid siden, vi begyndte at bruge antibiotika til behandling af
infektioner. Bakterier har derimod produceret antibiotika i deres naturlige habitat i artusin-
der. Vi har stadig meget at leere om antibiotika i denne kontekst og bakteriernes grunde til
at producere disse stoffer i deres naturlige miljg. Maske er antibiotika den zeldste form for
biologisk krigsfarelse? Maske udskiller bakterier antibiotika for at udrydde deres naboer i
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kampen om begraenset naering? Det forholder sig normalvis sadan i naturen, at den steer-
keste kandidat overlever. Man kunne dermed forestille sig, at de naboer, som evner at
overleve denne antibiotika, vil dele sig og videregive deres resistensgener enten i en verti-
kal eller horisontal genoverfarsel. Der er dog kun enkelte veldokumenterede studier, som
stotter denne teori. Alternativt spekuleres der i, om resistensgener faktisk beskytter mikro-
berne fra toksiner produceret af planter og insekter, og om antibiotika er en form for ven-
lig kommunikation mellem mikrober og ikke biologiske vaben. Antibiotikas rolle i naturen
er i store traek ukendt, men ved hjzelp af forskning praver vi hele tiden at blive klogere pa
netop dette emne.

Vi ved derimod med sikkerhed, at vi i en klinisk kontekst hyppigt observerer resistente mi-
kroorganismer efter behandling med antibiotika. Overraskende nok ser vi samme tendens
for stoffer, som er syntetiske og dermed produceret af kemikere i et laboratorie. Eftersom
disse stoffer er syntetiske, har de ikke en evolutionaer historie praeget af naturlig selektion
for resistens. Dette understreger virkelig, at vi skal veere forsvarlige med vores brug af anti-
biotika. Det understreger ogsa ngdvendigheden af hele tiden at finde nye stoffer.

Introduktion pa markedet

Linezolid
Daptomycin

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

Daptomycin
Linezolid

Observeret resistens

Figur 10-2. Tidslinje over introduktion af antibiotiske stoffer og observeret resistens.

Er det sandsynligt, at de mikroorganismer, der producerer antibiotika, ogsa selv er resi-
stente? Det virker logisk at teenke, at en mikrobe vil vaere resistent overfor de stoffer, den
selv producerer. Men hvor sandsynligt er det, at den er resistent overfor andre typer antibi-
otika? Og hvor udbredt er resistens i et naturligt miljg, hvor der tilsyneladende ikke er et
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selektionspres? En vigtig pointe i forhold til den hurtige spredning af antibiotikaresistens er
det faktum, at resistensgener har en tendens til at klynge sammen i det samme omrade af
bakteriens kromosom. Derfor resulterer horisontal genoverfgrsel ofte i overfgrslen af resi-
stens overfor mange typer antibiotika - selv uden selektionspres for mange af resistensge-
nerne.
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Kampen mod antibiotikaresistens

Den hastige udbredelse af antibiotikaresistens betyder, at vi er dybt afheengige af at finde nye antibiotiske
stoffer samt modificere de stoffer, vi allerede har. Dengang penicillin blev opdaget, kunne det nemt an-
vendes til behandling af hudinfektioner forarsaget af bakterien Staphylococcus aureus, men som bakterien
udviklede resistens, blev man ngdt til at finde andre alternativer. Methicillin er afledt af penicillin, men kan
modsta de enzymer, som normalt nedbryder B-lactam-antibiotika (B-lactamaser). Alligevel blev der obser-
veret resistens fa ar efter, at methicillin farste gang blev anvendt til behandling. Antallet af arlige tilfeelde
af infektioner forarsaget af methicillin-resisten S. aureus (MRSA) er steget stgdt over de sidste mange ar.
Stoffet vancomycin bliver nu ofte anvendt til behandling af multiresistente bakterier, selvom det ellers har
veeret et af vores sidste kort pa handen og derfor har veeret gemt til ngdstilfeelde. Det syntetiske stof line-
zolid anvendes endda til meget sveere infektioner, som ikke engang vancomycin kan sla ned.
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Figur 10-3. Antal arlige tilfeelde af infektioner forarsaget af methicillin-resistens Staphylococcus aureus
(MRSA) (Statens Serum Institut, 2017)
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Ovelse 10: Test om et isolat er resistent overfor antibiotika

Biologiske spargsmal:

1) Er dine antibiotika-producerende isolater resistente overfor kendt antibiotika?

2) Huvis ja, hvad forteeller det om isolatet? Hvordan kan det relatere sig til det antibio-
tika, den producerer?



Kapitel 11: "Klassisk” vs. “moderne” klas-
sificering

Biologisk klassificering

Vi mennesker saetter os selv og verden omkring os i kontekst ved at klassificere ting base-
ret pa delte karaktertraek som f.eks. fysisk fremtraeden, funktion eller oprindelse. Ved at
klassificere planter kan vi f.eks. hurtigt danne os et overblik over de planter, som er gode
for os og de planter, som er giftige. Carl Linnaeus er manden bag begrebet taksonomi og
han pionerede klassificering af organismer baseret pa delte fysiske karakteristika. Han ind-
delte omhyggeligt organismer i taksonomiske grupper og introducerede begrebet binomi-
alnomenklatur, hvilket henviser til en systematisk navngivning af alle organismer med bade
henvisning til sleegt og art. Charles Darwin var derimod fortaler for klassificering baseret pa
nedstamning og slaegtsforhold. Hvad enten vi kigger pa morfologi eller genetiske ligheder,
sa afspejler hvert klassifikationssystem forskellige manstre af evolution, tilveenning til miljg
og anvendelse.

Ligegyldigt hvilket klassifikationssystem vi bruger, er det vigtigt at kende til de kriterier, der
er med til at skelne mellem organismer. Anvendelsen af molekylaer fylogeni er blevet et
standard veerktgj til at klassificere bakterier baseret pa genetisk sleegtsskab, men det stat-
tes ofte af morfologisk og biokemisk karakterisering. Mikrobiologer kigger pa mange
egenskaber og karaktertreek, nar de skal klassificere og identificere bakterier f.eks. struktur
og funktion af vigtige biomolekyler; cellernes form, starrelse og farvning, cellernes meta-
bolisme og DNA-sekvenser.

| denne sektion vil vi gennemga nogle af de metoder, der saerligt anvendes i kliniske labo-
ratorier til biokemisk karakterisering og identificering af patogene bakterier isoleret fra pa-
tienter. Metoderne anvendes ogsa i forskningslaboratorier til at fastsla taksonomiske og
fylogenetiske forhold, fordi man ved brug af flere metoder kan opna en bedre forstaelse
for delte karaktertraek, evolutionaer historik og tilveenning til miljget.

Kliniske laboratorier og diagnose

Nar patienter skal diagnosticeres og behandles for en infektion skal identifikationen af de
patogene bakterier ga hurtigt og veere trovaerdig. Klassiske metoder er baseret pa grund-
laeggende mikrobiologiske principper omkring bakteriernes respons pa specifikke sendrin-
ger i deres milj@. F.eks. kan forskellige veekstmedier pavirke, hvordan bakterien vokser og
hvilke stoffer, den producerer. Man anvender to typer veekstmedie til at undersgge dette;
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et selektivt medie, som fremmer vaekst af nogle bakterier, men ikke andre, og et differenti-
eringsmedie, som gar at vi visuelt kan skelne mellem forskellige typer bakterier.

Pa hospitaler bruger man ofte et selektivt medie til at identificere humane patogene bakte-
rier. Bakterier kan f.eks. isoleres fra kropsvaesker (f.eks. blod eller urin), bylder, eller andre
inficerede omrader pa kroppen. Disse prgver udplades pa forskellige typer specialiseret
vaekstmedie, som har forskellige formal. For at identificere methicillin-resistente bakterier,
kan der anvendes et selektivt vaekstmedie, der indeholder methicillin. Dette veekstmedie vil
tillade resistente bakterier at danne kolonier, mens det vil heemme vaeksten af falsomme
bakterier. Eksempler pa selektive medier kan ogsa veere veekstmedier, der mangler en es-
sentiel aminosyre, og dermed vil heemme vaeksten af de bakterier, der ikke er i stand til at
syntetisere dette naeringsstof selv. Differentieringsmedie kan derimod hjaelpe med at
skelne mellem forskellige grupper af bakterier pga. eendringer i bakteriens eller mediets
fremtoning — ofte et produkt af forskelle i bakteriers biokemiske processer.

Specialiseret medie og enzymologi

Gramfarvning (beskrevet i kapitel 8) gar det muligt for os at opdele bakterier i to store
grupper: Gram-positive bakterier og Gram-negative bakterier. Andre test kan ggre det
samme og endda bidrage med endnu mere information om mikrobens biokemi. MacCon-
key Agar er et specialiseret veekstmedie, som kan skelne mellem forskellige Gram-negative
bakterier — saerligt dem, der findes i mavetarmkanalen pa mennesker. Dette vaekstmedie
indeholder krystalviolet farve og galdesalte, som @delaegger Gram-positive bakteriers cel-
leveeg og pa den made inhiberer veeksten af Gram-positive bakterier. Mange Gram-nega-
tive bakterier som f.eks. E. coli findes i vores mavetarmkanal som en del af vores naturlige
tarmflora. Andre Gram-negative bakterier som f.eks. Salmonella og Shigella er berygtede
patogene bakterier, som kan medfgre madforgiftning og gare os dgdeligt syge. Brugen af
MacConkey agar gar det muligt for os at skelne mellem disse bakterier, fordi vi kan ud-
traekke information om bakteriernes evne til at fermentere kulhydrater. Der er tilsat en pH-
indikator til veekstmediet, som gar det muligt visuelt at se, om en bakterie producerer syre
(et biprodukt af bakteriens fermentering). Hvis en bakterie producerer syre, vil farven pa
mediet omkring bakterien skifte fra den oprindelige farve til rgd/pink. E. coli fermenterer
laktose fra veekstmediet og vil dermed udskille syre og fa agaren til at fremsta r@d/pink. De
farlige bakterier Shigella og Salmonella fermenterer derimod ikke laktose, og de vil derfor
opretholde en neutral pH, som ikke forarsager et farveskift. MacConkey agar er dermed
bade selektivt og differentierende, og dette vaekstmedie giver os bade information om
bakteriens cellevaegsopbygning og bakteriens evne til at fermentere laktose.

Triple Sugar Iron (TSI) test er et anden metode, der kan skelne mellem tarmbakterier base-
ret pa deres evne til at anvende forskellige stoffer i deres metabolisme. TSI mediet bruger
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vi til at klassificere bakterier baseret pa deres evne til at fermentere sukre (glukose, sukrose
og laktose) til H2S (hydrogensulfid, et biprodukt af anaerob digestion) samt deres evne til
at gro hhv. med og uden tilstedeveerelsen af ilt. | denne metode er vaekstmediet stabt i rgr
i stedet for petriskale. Bakterier prikkes ned i agar-rgret, hvor de vil begynde at bruge
sukre under aerobe forhold i overfladen og under anaerobe forhold nederst i rgret. En pH
indikator eendrer mediets farve fra radt til gult, hvis der produceres syre (et biprodukt af
fermenteringen). Escherichia og Klebsiella er kendte for at fermentere laktose, og de vil
f.eks. blive ved med at seenke pH-vaerdien laenge efter at glukosen og sukrosen er opbrugt.
Siden de begge er fakultativt anaerobe, vil de fermentere sukre bdde med og uden tilste-
deveerelsen af ilt, hvilket vil fa hele rgret til at fremstd gult. Citrobacter og Salmonella fer-
menterer derimod kun sukre under anaerobe forhold og frigiver H>S. Derfor vil det kun
vaere bunden af rgret, der vil vaere gul, og der vil dannes sort preecipitat fra reaktionen
mellem HzS og jern i mediet.

Pa samme vis kan vi ved hjeelp af en stivelses-test skelne mellem de bakterier, der kan hy-
drolysere stivelse (en forgrenet polymer opbygget af glukoseenheder) og de, der ikke kan.
| denne metode dyrkes bakterierne pa vaekstmedie tilsat stivelse. Nar kolonierne er vokset
frem, overhaeldes agarpladen med en oplgsning med jod, som normalt er rgd, men som
bliver bla, nar den danner komplekser med stivelse. P4 den made er denne oplgsning en
effektiv indikator for tilstedeveerelsen af stivelse. En bakterie, der kan hydrolysere stivelse
som f.eks. Bacillus subtilis, vil udskille amylaser, som nedbryder stivelsen i mediet omkring

kolonien. Nar agarpladen sa overheeldes med jodoplasningen, vil omradet omkring koloni
erne fremsta rgdt, fordi alt stivelsen er blevet nedbrudt af den amalyse-positive bakterie.
Resten af pladen vil fremsta bla, fordi der stadig er stivelse i mediet. Streptococcus og
Staphylococcus er begge ikke i stand til at hydrolysere stivelse, og de kan derfor bruges
som kontroller.

Ved at teste en bakteries evne til at bruge forskellige stoffer i sin metabolisme, kan vi indi-
rekte screene efter tilstedeveaerelsen af bestemte enzymer, som er unikke for bestemte tak-
sonomiske grupper. Bakterier er udstyret til at kunne overleve i forskellige miljger med for-
skellige energi- og kulstofkilder. De er ogsa udstyret til at kunne handtere forskellige me-
kaniske, kemiske og miljgmaessige forhold, som truer deres eksistens. F.eks. brintoverilte
(H202) er en staerk oxidant, som let kan sla falsomme celler ihjel. Brintoverilte bliver derfor
brugt af mange organismer som en forsvarsmekanisme mod patogene bakterier. Mange
bakterier har dog udviklet en evne til at modvirke brintoverilte med enzymet katalase.
Staphylococcus, som dem der findes pa vores hud, eller Bacillus, som typisk findes i jord, er
begge katalase-positive og producerer dermed dette enzym. En bakterie testes positiv for
tilstedeveerelsen af katalase ved farst at udsaette bakterien for en 3% brintoverilteoplas-
ning og derefter observere, om der dannes bobler. Nar katalase reagerer med brintoverilte,
dannes der nemlig vand og ilt.
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2H>0> + katalase = 2H,0 + O

Nar man arbejder med generelt velstuderede bakterier, kan disse biokemiske tests give os
meget information og give os en ide om bakteriens identitet. | klinisk sammenhaeng kan
sundhedspersonalet bruge disse tests til at komme med kvalificerede bud pa en sleegt og
dermed ogsa foresla en behandling for patienten. Hvis man gerne vil identificere bakterien
pa art-niveau (eller hvis det ikke tyder pa at veere en velkendt og velstuderet bakterie) er
det normalvis ngdvendigt at anvende sekventeringsteknologier.

Klassisk eller moderne fremgangsmade

De sidste to artier er sekventeringsteknologier blevet hurtigere, mere troveerdige og billi-
gere, hvilket eksponentielt har gget andelen af tilgeengelige genomer i online databaser
som f.eks. GenBank. 16S rRNA gen sekventering er derfor blevet en meget udbredt me-
tode til at identificere bakterier pa slaegtsniveau - og mere specifikke primere kan hjeelpe
os med at identificere bakterier pa arts- eller stammeniveau. Hvis vi ved, at vores bakterie
har en 16S rRNA gensekvens med mere end 97% lighed med kendt art, sa ved vi ogsa,
hvilken faenotype, vi kan forvente. Som beskrevet i kapitel 8, sd kombinerer forskere typisk
morfologiske, biokemiske og molekylaere analyser, nar de skal identificere en ukendt orga-
nisme. Resultaterne vil nogle gange ikke stemme helt overens, hvilket kan veere en indika-
tion pa, at vi har en ny art eller en ny variant af en kendt slaegt. Koblingen af en bakteries
fylogenetiske baggrund, morfologi og biokemiske egenskaber er med til at tegne et udfar-
ligt billede af organismen og hjaelper os med at fa indsigt i dens celluleere og molekyleere
processer.
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@velse 11: Biokemisk karakterisering af isolater

Biologiske spargsmal:

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? Sag i litteraturen!



Kapitel 12: Bakterier i kontekst

De gode vs. de onde bakterier

Mange forbinder bakterier med sundhedsskadelige organismer, som vi skal passe pa og
udrydde med gode hygiejneprocedurer. Modsat har fadevareindustrien lanceret "gode
bakterier” eller probiotika som “levende og aktive kulturer” i yoghurt. Denne tvedeling har
medfart en opfattelse af, at bakterier generelt ikke er til at stole pa, men at nogle kan veere
fordelagtige, hvis de kommer fra den rigtige emballage. Opdelingen i enten “gode” eller
"onde” bakterier er dog misvisende. Sandheden er, at langt de fleste bakterier er harmlgse
og helt essentielle for vores Jordklodes gkosystemer. Den dag vi bliver fadt, flytter bakteri-
erne ind pa vores hud og i vores tarmsystem. Her forstaerker de vores immunsystem og
beriger os med naeringsstoffer, som ellers ikke ville vaere tilgeengeligt for os. Nyere forsk-
ning indikerer, at tarmbakterier spiller en rolle i forbindelse med at beskytte os mod syg-
domme som f.eks. autisme, astma, diabetes, depression og fedme. Den indbyrdes af-
haengighed mellem bakterier og andre organismer er ikke tilfeldig, men det er derimod et
produkt af en lang feelles historie preeget af co-evolution og sammenspil mellem forskel-
lige arter.

Symbiotiske forhold

Forhold definerer den made, vi mennesker interagerer med hinanden. De definerer, hvor-
dan vi kommunikerer, hvordan vi har det med hinanden, de aftaler vi laver og de forpligtel-
ser vi har overfor hinanden. De kan vare i kort tid, eller de kan vare hele livet. Som sociale
og levende veesner er vi grundleeggende forbundet og afhaengige af hinanden.

Symbiose er betegnelsen for et langvarigt og taet forhold mellem to eller flere arter. Lige-
som alle andre forhold kan symbiose have mange forskellige formal for de involverede
parter f.eks. at modtage essentiel naering, tilbyde husly og beskyttelse eller udbrede sit af-
kom. Symbiotiske forhold kan veere forskellige, i forhold til om de er fordelagtige eller ska-
delige for en art versus den anden art. | den ene ende af skalaen findes mutualistiske (gen-
sidige) forhold, hvor begge arter drager nytte af hinanden. Et eksempel er planteaedere,
der er athaengige af bakterier i tarmen for at kunne nedbryde cellulose — bakterierne far til
gengeeld et levested og er konstant forsynet med fgde. | den modsatte ende af skalaen fin-
des parasitiske forhold, som er til fordel for den ene part men til ulempe for den anden
part. Bakterier, der har en observerbar eller malbar effekt pa deres veert, kan enten veere
mutualistiske, parasitiske eller et sted midt imellem.
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Bosiddende pa eller i en anden organisme

Symbiotiske forhold er ikke kun defineret af deres effekt (fordelagtig eller skadelig), men
de er ogsa defineret af, hvor arterne befinder sig i forhold til hinanden. Arterne i et symbi-
otisk forhold betegnes symbionter. Ectosymbionter lever pa overfladen af deres veert, hvor-
imod endosymbionter lever i veertens vaev eller celler.

De fleste forskere er nu enige om, at eukaryote celler er et produkt af en form for endo-
symbiose. Da Lynn Margulis publicerede en videnskabelig artikel, der understgttede endo-
symbiontteorien, var mange forskere skeptiske og hurtige til at afvise ideen om, at mito-
kondrier og grenkorn engang fra “fritlevende prokaryote celler” opslugt af tidlige euka-
ryote celler. | dag er der molekyleert og genetisk bevis for at disse organeller muligvis
stammer fra hhv. a-proteobakterier og cyanobakterier. Dermed var symbiose muligvis en
af vigtigste evolutionaere haendelser i forbindelse med udviklingen af komplekse celler.

s

Figur 12-1. Venstre: En uldlus tapper saft fra en plante. Hgjre: En bladskaerermyre daekket af ectosymbionterne Strepto-
myces. Blaedskeerermyrer anvender de antibiotiske stoffer produceret af Streptomyces bakterierne til at holde deres

"svampe-farme” fri for parasitter. Foto: https://schaechter.asmblog.org/schaechter/2011/09/a-bug-in-a-bug-in-a-bug.html, https://science-
blogs.com/notrocketscience/2009/11/leafcutter_ants_rely_on_bacteria_to_fertilise_their_fungus_g.php

Nogle symbiotiske forhold vil pad den lange bane irreversibelt aendre veertens fysiologi, bio-
kemi og genetik. Det humane genom og genomet for E. coli har hhv. 21.000 og 4000 ge-
ner, der koder for proteiner. Det er er enormt store genomer, hvis man sammenligner med
genomer fra bakterier, der er meget athaengige af andre medlemmer i et tre-parts symbio-
tisk forhold. Bakterien Candidatur Tremblaya princeps indeholder kun 121 protein-kodende
gener, hvilket er et uhgrt lavt antal for en levende organisme. Tremblaya er en endosymbi-
ont, der lever pa uldlus. Uldlusen og Tremplaya indgar i et mutualistisk forhold, hvor Trem-
blaya syntetiserer vitaminer og aminosyrer fra den plantesaft, som uldlusen indtager. Der-
udover er Tremblaya ogsa selv afthaengig af en endosymbiont nemlig y-proteobakterien
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Moranella. Moranellas genom er vaesentligt starre end Tremblayas og dermed kan den syn-
tetisere de livsngdvendige proteiner, som ikke er kodet i Tremblayas minimalistiske genom.

Streptomyces har nogle af de stgrste bakterielle genomer, og de er kendt for deres produk-
tion af antibiotiske stoffer. Disse bakterier er ogsa involverede i symbiotiske forhold netop
pga. deres bioaktivitet mod patogener. Blaedskeerermyrer er afthaengige af antibiotika-pro-
ducerende Streptomyces for at beskytte deres fade mod at blive inficeret. Myrerne fungerer
som sma landmaend, der dyrker svampen Leucoagaricus for at bruge den som fade. Men
denne svamp er tilbgjelig til at blive inficeret med en anden svamp kaldet Escovopsis. Strep-
tomyces bakterierne lever pa myrernes exoskelet som en ectosymbiont og producerer anti-
biotika, som specifikt inhiberer Escovopsis. Dette beskytter myrernes svampe-farm og der-
med deres neeringsressource, samtidig med at de antibiotika-producerende bakterier far et
levested.

Planter og mikrober

Alle vegne oplever vi, at planter interagerer med mikrober, der enten lever i jorden, pa de-
res overflade eller endda i plantens vaev. Enkelte af disse forhold er parasitiske og kan veere
arsag til enorme tab i landbruget. Arter af den eukaryote mikroorganisme Pythium angri-
ber spidserne pa planters radder. Neesten alle planter bliver pavirket af Pythium, som, un-
der de rette forhold, kan brede sig meget hurtigt og vaere meget gdelaeggende. Mikrobio-
logiske sprgjtemidler baseret pa f.eks. bakterier bliver med vilje anvendt til at forebygge
eller bekeempe sadanne plantesygdomme. Pa den made udnytter vi bakterier til at opret-
holde balance og til at sikre vores afgrader.

Bakterier har i artusinder vaeret brugt til at forbedre vores afgrader. Kvaelstofgas (N2) udger
ca. 80% af Jordens atmosfaere. Kveaelstof er en essentiet del af aminosyrer og nukleotider,
men kvaelstofgas er utilgaengeligt for langt starstedelen af alle levende vaesner pga. den
stabile tripelbinding mellem N-atomerne. Det er enzymet nitrogenase, der via processen
kvaelstoffiksering kan omdanne N> fra atmosfaeren til NH4s* (ammonium), og gener, der ko-
der for nitrogenaser, er kun fundet i bakterier og arkaeer. Kvaelstoffiksering er en essentiel
del af kvaelstofkredslgbet. Ammonium og den deprotonerede form ammoniak (NH3) kan
optages af mange organismer som f.eks. planter og bruges til at danne essentielle biologi-
ske molekyler.

Planter fra aerteblomstfamilien (f.eks. b@nner, jordngdder og eerter) er rige pa proteiner, og
de har derfor et stort behov for kveelstof. Disse planter har udviklet en seerligt teknik til at

anskaffe deres kveelstof, de huser nemlig mange kveelstoffikserende bakterier kaldet knold-
bakterier (Rhizobia) i sma rod-knolde. Planten udskiller signalstoffer, som inviterer bakteri-
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erne til plantens rodhar (elongerede celler pa rodens overflade). Sa snart der opstar kon-
takt mellem plante og bakterie, sa vikles bakterien ind i rodharet, sa bakterien indpakkes i
rodcellen. Som bakterien koloniserer plantecellen, mister den sin cellevaeg og bliver en
kveelstoffikserende bakteroid. Disse rod-knolde beskytter bakterierne mod ilt, hvilket er
ngdvendigt for kveelstoffikseringen. Men cellen har behov for ilt til andre processer, derfor
producerer planten et protein kaldet leghaemoglobin, som binder ilt og transporterer det
til cellerne udenom nitrogenaserne.

Nitrogen in
atmosphere (N3)

/4
\ 4,11

R Lo =
’Ni‘j}?, A DERitrifying
e L AT hcteria

Nitrogen-fixing
bacteria in

root nodules Ry Nitrates (NO3™)
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Figur 12-2. lllustration af kvaelstofkredslgbet. Bakterier spiller en essentiel rolle i kveelstofkredslgbet ved at fiksere kvael-
stof (omdanne det fra N, til ammonium) og dermed gare det brugbart for planter og dyr. Foto: commons.wikimedia.org

Mikroberne og os

Mikrober udger ikke kun stgrstedelen af cellerne og DNA'et i og pa vores krop, men de
spiller ogsa en stor rolle i forbindelse med vores fordgjelse, immunitet og sikkert ogsa vo-
res opfarsel. Hvad enten vi far dem fra ting, vi rgrer ved, fra yoghurt, fra hinanden eller fra
andre arter, sa er det ikke helt sa simpelt at opdele dem i "gode” og "darlige” bakterier.
Projektet “The Human Microbiome Project” er et amerikansk initiativ, som vil forsgge at ka-
rakterisere alle mikroorganismer, der udger det humane mikrobiom. Atikler forsgger at ud-
fordre det traditionelle syn pa bakterier ved at opfordre os til at “pleje” vores mikrobielle
flora med "gode” bakterier-fremmende diseter og endda mikrobielle transplantationer.
Dog kan bakterier, som beriger vores naering og forebygger koloniseringen af patogene
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bakterier i vores tarm, vaere meget teet besleegtet med de bakterier, der forarsager madfor-
giftning og kan fare til omfattende tilbagekaldelser af produkter. Dette er et resultat af, at
bakterier, ligesom alle andre organismer, lever i en bestemt tilstand i netop den kontekst,
de er i. Mikrober i et konsortium, eller en samling af symbiotiske arter i et mikrobielt sam-
fund, holdes i skak af nabo-organismer, men de udviser meget forskellig faenotyper i isola-
tion. Dette er udfordrende, ndr man studerer mikrober uden for deres kontekst — bade hvis
der er tale om en raekke abiotiske faktorer eller indersiden af en uldlus.

Afsluttende bemaerkning

Indenfor mikrobiologien har der veeret et skifte fra at studere mikrober i renkulturer til at
studere blandede mikrobielle samfund og andre former for mikrobielle associationer. Vi
ser, at bakterier er pavirket af deres kontekst — bade mikroberne omkring dem og det fysi-
ske miljg — og vi kan leere meget mere om deres biologi ved at observere deres respons pa
denne kontekst sammenlignet med at studere dem i isolation. Bakterier har meget ander-
ledes vaekstforhold i laboratoriet sammenlignet med i jorden — og de ser ogsa meget an-
derledes ud. Derudover vil langt de fleste (99%) ikke gro i laboratoriet; vi forstar simpelt-
hen ikke kompleksiteten af deres behov godt nok til at designe nogle vaekstforhold, der
behager dem.

| vores aktivitetsassays forventede vi kun én form for interaktion: antagonisme, som resul-
terer i en helt klar inhiberingszone. Men du vil maske se, at din test organisme eller dine
isolater i nogle tilfeelde ser lidt anderledes ud eller vokser lidt anderledes, nar de er i teet
kontakt med hinanden. Maske gger den ene organisme den andens vaekst eller maske
samarbejder de om at skaffe ressourcer fra mediet. Denne slags interaktioner kunne veere
omdrejningspunkt for et helt andet mikrobiologisk skoleforlgb — nogle forskere vier endda
hele deres arbejdsliv til at blive klogere pa disse interaktioner. Bare sgg pa "microbial com-
munities” eller "mixed-species” eller "biofilm” pa nettet og du vil finde et veeld af ny og in-
teressant forskning pa omradet.

Det er vigtigt at forsta, at jeres fremgangsmade til at studere og forsta jeres jordbakterier
har vaeret meget malrettet. Men mulighederne indenfor forskning er bestemt ligesa talrige
og forskelligartede som bakterierne er. Hav det altid in mente, at hver bakterie indeholder
et veeld af informationer og der bliver flere og flere, jo mere vi studerer dem bade i kon-
tekst med andre organismer og andre variabler. | har allerede efter dette forlab opbygget
et solid grundlag til at kunne diskutere mikrober, lzere mere om dem i litteraturen og de-
signe flere fremtidige eksperimenter. Det du har laert om dine isolater indtil videre er et
produkt af dine interaktioner med organismerne, og pa mange mader er du blevet deres
kontekst. Det er essensen af forskning. Vores erfaringer efterlader et permanent aftryk pa
den verden, vi lever i og med dette forskningsprojekt, har du nu efterladt dit.
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Qvelse 12: Vurdér dine isolaters aktivitet mod eukaryote celler,
deres potentiale i biologisk kontrol og deres gkologiske forhold
med andre organismer

Biologiske spargsmal:

1) Hvordan vil du undersgge, om fundne antibiotiske stoffer kan bruges til at behandle
bakterieinfektioner i mennesker?

2) Hvordan vil du undersgge, om antibiotika-producerende bakterier interagerer med
planter og andre organismer?

3) Hvordan vil du undersgge, om det er muligt at bruge antibiotika-producerende
bakterier til biologisk kontrol som f.eks. sprgjtemidler pa vores afgrader?



