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Mikrobiologi er den gren af biologi
der beskeeftiger sig med mikroorganis-
mer altsd de organismer der er for sma
til at kunne ses med det blotte gje. Alle
prokaryoter er mikroorganismer, men
der findes ogsa mange eukaryote mi-
kroorganismer som fx gaersvampe, se
figur 104.

Mikrobiologi

— et historisk overblik

[ og med at mikroorganismer ikke kan
ses med det blotte gje, blev de forst op-
daget relativt sent i forhold til man-
ge andre organismer. [ 1674 lykkedes
det for Antonie van Leeuwenhoek ved
hjeelp af et hjemmelavet mikroskop at
se og beskrive individuelle mikroorga-
nismer, se figur 105. I lgbet af en tidrig
periode beskrev han bl.a. seedceller og
bakterier.

Barselsfeber og handhygiejne

Vi skal helt op til midten af 1800-tallet
for bakteriers drsag til mange sygdom-
me blev anerkendt.

Et af de store helbredsproblemer i den
periode var den sakaldte barselsfeber
der hvert dr kostede et stort antal med-
re livet. Risikoen for at dg af barselstfe-
ber var markant hgjere pa flere fodeaf-
delinger end den historisk havde veeret
ved hjemmefodsler, men man kendte
péd davaerende tidspunkt ikke arsagen
til den hojere dedelighed.

Et indirekte, men vigtigt skridt pa ve-
jen til lesning af problemet kom fra
den ungarske laege [gnaz Semmelweis.
Semmelweis var ansat pa et hospital i
Wien fra 1846-1849. Hospitalet havde
siden 1833 haft to forskellige fadeaf-
delinger. I starten blev de to fodeafde-
linger drevet pd samme made, men det
@ndrede sig i 1841 hvorefter den for-

ste atdeling blev tilset af leegestuderen-
de, mens den anden blev tilset af jor-
demorstuderende.

Semmelweis var optaget af at forsta ar-
sagerne til sygdommen, og han under-
sogte bl.a. forskellen i dedelighed i de
to forskellige klinikker pa hospitalet i
Wien for og efter 1841, se figur 106 side
98. Semmelweis beskriver en situation
hvor en mandlig kollega dor af barsels-
teberlignende symptomer efter at ha-
ve skaret sig i fingeren under en obduk-
tion. Denne episode leder ham til ide-
en om at sygdommen md skyldes et
ukendt stof, der kan overfares fra dedt
vaev til levende mennesker. Semmel-
weis kaldte det giftigt ligstof. I mod-
setning til de jordemorstuderende ud-
forte de leegestuderende ogsa obdukti-
oner af lig.

Semmelweis’ hypotese var at de syg-
domsfremkaldende partikler blev over-
tfort via de leegestuderendes haender fra
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Figur 104. Fotos af alminde-
lig bagegeer (Saccharomyces
cerevisiae).

a. Geer kebt i supermarked.
b. Kolonier af geerceller pa
YEPD-agar.

c. Enkelte geerceller set i lys-
mikroskop.

Linse

Figur 105. Kopi af Leeuwen-
hoeks hjemmelavede mikro-
skop. Mikroskopet er ganske
lille og handholdt. Objektet
anbringes foran linsen, og
man ser gennem linsen fra
den anden side.

Mikrobiologi




Dadsfald af barselsfeber (%)
184 __ Forste klinik
16 4 — Anden klinik
14 _
12 -
10 -
8 -
6
4 |
2

lig til de kvinder, de hjalp pa fedeatde-
lingen. Derfor indforte Semmelweis i
1847 en regel om at de leegestuderen-
de altid skulle vaske deres heender i en
klorkalk-oplegsning for de tilsd kvinder-
ne pa fodeafdelingen. Dgdeligheden
i den forste fodeklinik faldt umiddel-

0

T T T T T T
1830 1832 1834 1836 1838 1840 1842 1844 1846

T o
1848 Ar

Figur 106. Antal dedsfald pga. barselsfeber i % af antal fedsler pa de to forskel-
lige fedeklinikker pa hospitalet i Wien i perioden fra 1833 til 1847. Semmelweis
blev ansat i 1846. Fra 1841 blev den farste klinik tilset af leegestuderende mens
den anden klinik blev tilset af jordemorstuderende.

Dadsfald af barselsfeber (%)

bart derefter til et niveau svarende til
den anden fgdeklinik pd hospitalet, se
figur 107.

Semmelweis’ data ser ud til at vise en
sammenhang mellem indfersel af bed-
re handhygiejne og risikoen for at kvin-
der dor af barselsfeber, og data ser der-
for ud til at understotte hans hypote-
se. Semmelweis’ ideer passede dog ik-
ke med tidens geengse forstaelse af syg-
dom, og da han ikke kunne fremvise
det sygdomstremkaldende stof og der-
for heller ikke redegore tilfredsstillen-
de for en mulig drsagssammenhaeng,
modte hans ideer stor modstand blandt
hans kollegaer. Vigtigheden af hand-
vask og hygiejne blev derfor ikke i for-
ste omgang alment accepteret.

I dag bruges forskellige desinfek-
tionsmidler rutinemaessigt pa alle
hospitaler, prov eventuelt selv at un-
dersoge effekten af hdndsprit eller an-
dre desinfektionsmidler. Semmelweis
stoppede pa hospitalet i marts 1849,
og forst mange ar senere, efter Sem-
melweis’ dod i 18635, blev mikroorga-

Figur 107. Antal dedsfald pga. barselsfeber
20 i % af antal fedsler pa den forste fadeklinik
18 - pa hospitalet i Wien i perioden fra januar
1845 til marts 1849. Semmelweis indferte
16 1 det nye reglement for handvask i maj 1847.
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nismers sygdomsfremkaldende rol-
le og hygiejnens vigtighed anerkendt
af leegevidenskaben. Blandt de man-
ge videnskabsfolk der bidrog til den-
ne erkendelse, var iseer Robert Koch og
Louis Pasteur.

Pasteurisering,

kimfald og vaccination

Louis Pasteur var en af datidens storste
videnskabsmend. Han var medvirken-
de til at afkraefte teorien om spontan
genese ved at vise at bakterieveekstien
steriliseret vaeske kan opsta pa grund af
kimfald fra luften, se figur 108 og lees
mere i Biologi i udvikling C-bog side
13.

Pasteur arbejdede ogsa med forskel-
lige geeringsprocesser og opfandt en
metode til at behandle mad og drik-
kevarer sd man mindsker risikoen for
skadelig bakterievaekst. Metoden kal-
des i dag for pasteurisering og bestar i
at man opvarmer fgdevaren, typisk til
mellem 60 og 80 °C1i kortere eller leen-
gere tid. Derved drabes de fleste ska-
delige mikroorganismer uden at fode-
varens smag og ernaringsverdi for-
ringes, hvilket typisk vil veere tilfel-
det ved en kogning. Pasteurisering er
en vasentlig arsag til at mange typer
mad og drikkevarer har en relativ lang
holdbarhed, se figur 109. Pasteurs ar-
bejde var med til at fremme ideen om
at mikroorganismer er arsag til mange
forskellige sygdomme, og han var ogsé
en af de forste der arbejdede med ud-

20 min.

30 min. 40 min.

vikling af vacciner til bl.a. miltbrand
og rabies (hundegalskab), laes mere om
vacciner i kapitlet Immunsystemet si-
de 53f.

Sygdomsfremkaldende bakterier

Robert Koch er ophavsmand til Kochs

postulater. De fire postulater lyderien

let moderniseret udgave:

* Mikroorganismen skal findesirige-
lige maengder i alle organismer der
lider af sygdommen, men ikke i ra-
ske organismer.

* Mikroorganismen skal kunne isole-
res fra den syge organisme og dyrkes
i renkultur.

* Mikroorganismen fra den dyrke-
de renkultur ber forarsage sygdom
nar den introduceres i en rask
organisme.

e Mikroorganismen skal kunne gen-
isoleres fra den syge testvaert og vae-
re identisk med den originale mi-
kroorganisme.

Postulaterne forklarer hvordan man
kan péavise en arsagssammenhang
mellem infektion med en mikroorga-
nisme og en bestemt sygdom. Vi ken-
der flere eksempler pa infektionssyg-
domme hvor et eller flere af postula-
terne ikke rigtigt passer, men hvor vi
alligevel accepterer at der er en arsags-
sammenheang. I forhold til det forste
postulat ved vi, at man kan vere baerer
af en mikroorganisme uden at denne
fordrsager sygdom, mens mikroorga-
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50 min. 60 min.

Figur 108. Resultater fra kim-
faldsforseg i et klasselokale. Er
der en sammenhang mellem
den tid agarpladen har veeret
udsat for luften i lokalet og
antallet af kolonier?

Figur 109. &I og meelk er
eksempler pa drikkevarer der
ofte er pasteuriseret.
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Figur 110. Kolonier af den
kolerafremkaldende bakterie

(Vibrio cholerae) pa henholds-
vis blodagar og TCBS-agar.

Mikrobiologi

nismen i andre situationer vil resulte-
reisygdom. Der er ogsd mange mikro-
organismer vi ikke er i stand til at dyr-
ke i renkultur, og flere forskellige typer
af bakterier kender vi kun fordi vi har
fundet deres DNA. Laes mere om hvor-
dan man isolerer og dyrker bakterier i
renkultur pa side 101f.
Udfordringerne til trods fungerer po-
stulaterne alligevel som vigtige over-
ordnede principper inden for mikro-
biologi og infektionsbiologi. Kochs
laboratorie er ogsa kendt for at have
udviklet faste dyrkningsmedier til bak-
terier, og det er her de forste agarba-
serede dyrkningsmedier bliver lavet,
se figur 110. Agarpladen blev hurtigt
et vigtigt veerktogj og var medvirken-
de til at Robert Koch og hans kollega-
er kunne isolere og rendyrke de forskel-
lige bakterier der fordrsager miltbrand,
tuberkulose og kolera, og demonstre-
re deres sygdomsfremkaldende egen-
skaber.

Der er bakterier alle vegne

Da de fleste bakterier primeert forme-
rer sig aseksuelt, er det biologiske arts-
begreb ikke sarlig godt til at definere
hvorndr to bakterier tilhgrer samme

art. Mange meget forskellige bakterier
kan udveksle gener med hinanden fx
ved hjealp af plasmider, og artsbarrie-
ren er derfor ikke pad samme made be-
graensende for genoverfersel som den
er hos de fleste planter og dyr. Bakte-
riearter er derfor i stedet typisk bestemt
ud fra genetisk lighed og fysiologiske
egenskaber.

Bakterier er ekstremt talrige pa jorden.
Der er pd nuverende tidspunkt kun
beskrevet ca. 13.000 forskellige arter,
men vived at der er mange flere. Typisk
kreeves det at man eri stand til at isole-
re og dyrke en bakterie i en renkultur,
for man kan beskrive den pa tilfreds-
stillende vis. Der er mange bakterier vi
endnu ikke har fundet ud af at dyrke i
renkultur, og derfor kender vi dem som
neevnt kun ud fra deres DNA. DNA-stu-
dier af jordprever har vist at der mulig-
vis findes mellem fa hundrede og flere
hundrede tusinde forskellige bakterie-
arter pr. gram jord, men tallene er sta-
dig meget usikre.

Bakterier er vigtige for vores helbred
De fleste ved at bakterier kan medfore
sygdom, men nogle bakterier er ogsa
gavnlige for vores helbred. En gennem-
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snitlig menneskekrop indeholder ca.
10 gange sd mange bakterier som men-
neskeceller. Bakterierne findes normalt
pé kroppens indre og ydre overflader,
heraf langt de fleste i vores tarmsystem,
men der findes ogsa mange bakterier pa
vores hud og slimhinder. Finder man
bakterieriblod eller vaev er der tale om
en infektion, hvor bakterierne har gen-
nembrudt kroppens ydre forsvarsbarri-
ere, og dem vil immunforsvaret derfor
forsoge at bekeempe.

Der forskes meget i hvordan bakteri-
er pavirker vores helbred. Der findes
firmaer der tilbyder at lave DNA-ana-
lyser af den bakterielle mangfoldig-
hed i ens affering. De senere ar er fle-
re begyndt at eksperimentere med at
lave faecestransplantationer. Ved en
feecestransplantation overfores tarm-
bakterier fra en rask til en syg person i

—>

Indsamling
af prove

(

Udspredning af
preven pa et

eller flere forskellige
medier

De enkelte kolonier
er genetisk identiske,
og bakterier derfra
kan nu bruges til
forskellige analyser

Bakteriekoloni
udveelges til
videre analyse

\

Biokemiske analyser
og undersggelser af
bakterier i mikroskop

hébet om at bakterierne fra den raske
persons tarmsystem kan have en gavn-
lig effekt pd den syge. Flere forseg har
vist lovende resultater, men der er sta-
dig mange uafklarede sporgsmadl inden
for dette forskningsomrade.

Identifikation af bakterier

I dag benyttes DNA-undersogelser of-
te til at identificere bakterier, men det
tungerer bedst hvis den bakterie man
undersgger, allerede er kendt og be-
skrevet med mere traditionelle me-
toder. Figur 111 viser en oversigt over
hvordan en man kan identificere en
bestemt bakterie fra en preve. Forst
isolerer og dyrker man den i renkul-
tur, og derefter undersgger man bak-
terierne og bakteriekoloniens form og
tarve. Desuden undersgger man den
med en rakke biokemiske tests og en
reekke forskellige farveteknikker.

Udspredning af
udvalgt bakterie
pa ny agarplade
sa der kan dannes
renkulturer

Bakterie X

—>

Identifikation
af bakterie
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Figur 111. Bakterier kan dyrkes
i renkultur og kan derefter
identificeres ud fra forskellige
diagnostiske tests.
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Figur 112. Bakteriekoloniers
form er et vigtigt kendetegn.
Desuden er farve og ter eller
fugtig overflade ogsa vigtige
karakteristika.

Figur 113. E. coli-bakterier far
et karakteristisk udseende
udstreget pa EMB-agar. Den-
ne agar selekterer for gram-
negative bakterier, heriblandt
E. coli.

Figur 114. To forskellige
bakterier udstreget pa en
agarplade med MacConkey-
agar. MacConkey-agar kan
bruges til at skelne mellem
bakterier der kan fermentere
laktose, og dem der ikke kan.

| det forste tilfeelde fremstér
mediet redligt, og i det andet
tilfeelde fremstar det gulbrunt.
Farven skyldes en pH-indikator
i mediet.

[[0¥1 Mikrobiologi

Konveks Flad

Cirkulaer Uregelmaessig

Renkulturer og veekstmedier

Et af de vigtigste redskaber inden for
mikrobiologi er isolering og dyrkning
af renkulturer. Ved hjelp af pladeud-
spredningsmetoden som er vist i figur
111 side 101, kan man sprede en pro-
ve med bakterier ud over en agarplade.
Efter opformering i en passende peri-
ode kan man se og arbejde videre med

Konkav Udflydende

Tradet

de enkelte kolonier. Hver koloni bestar
ofte af millioner af identiske bakteri-
er, ogsd kaldet kloner, der er skabt ved
hjeelp af ukennet formering. Hvis man
veelger en af kolonierne og udspreder
bakterierne derfra pa en ny plade, kan
man skabe en renkultur pa den pageel-
dende plade. Hvis prgven indeholder
for mange bakterier til at man far indi-
viduelle kolonier pa pladen, kan man
med fordel fortynde preven for ud-
spredning, laes mere pa side 109ff om
seriefortyndinger og bestemmelse af
bakteriekoncentration i prover.

Koloniernes storrelse, form, farve og
overflade kan bruges til at adskille for-
skellige typer bakterier fra hinanden.
Figur 112 viser eksempler pa de mest
almindelige kendetegn ved kolonier.

Ved at dyrke renkulturer pd forskellige
neringsmedier kan man ogsa adskil-
le mange bakterier fra hinanden. Det
kan fx vaere naringsmedier der inde-
holder antibiotika eller andre stoffer,
som man ved at nogle, men ikke alle
bakterier kan vokse i naerheden af, se
figur 113. Det kan ogsé veere neerings-
medier der mangler et eller flere nea-
ringsstoffer, som gor at kun nogle bak-
terier kan vokse pa mediet. Sidst, men
ikke mindst, kan det vere narings-
medier hvor bestemte bakterier dan-

© 2017 Frank Grenlund Jergensen og Nucleus Forlag ApS
Mikrobiologi - Biologi i udvikling B-niveau - ISBN 978-87-90363-94-9



® e % o 3 “
. > &
Kokker Diplokokker Streptokokker Stafylokokker
Stavformede Stavformede Keeder
baciller med flageller af baciller Skrueformede Seglformede

ner meget genkendelige kolonier eller
skaber en seerlig farvereaktion i mediet,
fordi de enten kan eller ikke kan om-
danne et af naringsstofferne i medi-
et, se figur 114.

Mikroskopi af bakterier

Ser man pd bakterierne i et lysmikro-
skop ved stor forstorrelse, eller ved
hjaelp af et elektronmikroskop som
kan lave endnu stgrre forstarrelse, sa
kan man se bakteriernes grundlaeggen-
de form og hvordan de organiserer sig.
De fleste bakterier er enten kuglefor-
mede (kokker), stavformede (baciller) el-
ler har forskellige former for buet eller
snoet form. Kokker og baciller indde-
les ydermere efter hvordan de organi-
serer sig. Figur 115 viser de mest almin-
delige former og organisationsformer,
mens figur 116 viser elektronmikrosko-
pifotos af udvalgte bakterier.

Forskellige farveteknikker er ogsé brug-
bare til at adskille bakteriearter fra hin-
anden. En af disse metoder kaldes for
gramfarvning. Gramfarvning er en
metode til at adskille bakterier pa bag-
grund af den overordnede opbygning
af deres cellevaeg, sd de enten fremstar
lilla (grampositive) eller rgde (gram-
negative), ndr man ser pa dem i et lys-
mikroskop.

Biokemiske forskelle pa bakterier

Bakteriearter er tilpasset forskellige ni-
cherinaturen og er derfor i stand til at
udfere forskellige biokemiske reaktio-
ner. Det afgarende er ofte om bakteri-
erne danner et bestemt enzym i et be-
stemt miljo eller ej, og dette kan udnyt-
tes til at adskille forskellige bakterier
fra hinanden. Nogle bakterier er fx ob-
ligat aerobe og kan altsa ikke leve uden
oxygen, mens andre er obligat anaerobe
og kan kun leve og dyrkes i oxygenfrie

© 2017 Frank Grenlund Jergensen og Nucleus Forlag ApS
Mikrobiologi - Biologi i udvikling B-niveau - ISBN 978-87-90363-94-9

Figur 115. Ved mikroskopering
af bakterier kan deres form

0g organisering undersages
naermere.

Figur 116. Farvede elektron-
mikroskopifotos af henholds-
vis E. coli-bakterie og sporer
fra miltbrandbakterier.
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Escherichia coli

Mikroskopi og farvning

Bakterieform og lejring

Enkeltstaende stavformede (bacille)

Bakterie

Bacillus cereus

Enkeltstaende eller korte

Staphylococcus epidermis

Grupper af kokker

keeder af stavformede (bacille)

Beveegelighed Beveegelig Beveegelig
Gramfarvning Negativ (red) Positiv (lilla)
Flagel Ja Ja
Enzymtest

Katalaseaktivitet Positiv Positiv
Oxidaseaktivitet Negativ Negativ
Substratspecificitet

Fermentering af laktose Positiv Negativ
Fermentering af manitol Positiv Negativ

Figur 117. Udvalgte karak-
teristika for tre forskellige
bakterier der kan bruges til
identifikation. Koloniernes
form afhaenger af agartypen.
Det er ikke vist her, selvom det
0gsa bruges i identifikation.

L¢Z} Mikrobiologi

miljeer. Mange bakterier er fakultativt
anaerobe og kan derfor bdde leve med
oguden oxygen, men de udferer typisk
forskellige biokemiske processeride to
miljoer. P4 grund af bakteriernes evne
til at danne forskellige enzymer kan de
omdanne forskellige substrater, og det-
te bruges ogsa til at adskille bakterier-
ne. Figur 117 viser et eksempel pa hvor-
dan en kombination af de forskellige
metoder kan benyttes til at identifice-
re menneskelige tarmbakterier.

PCR-baserede metoder

Ved hjalp af PCR-teknikken kan man
opformere 16sRNA-genet fra bakterier
- lees om teknikken i Biologi i udvik-
ling C-bog side 203 ff. Dette gen koder
for en del af ribosomets opbygning,
og pa grund af dets afgerende betyd-
ning for organismernes livsfunktioner
udvikler genet sig tilpas langsomt til
at man kan bruge det til at sammen-

Ikke beveegelig
Positiv (lilla)

Nej

Positiv

Negativ

Positiv

Negativ

ligne og adskille selv meget fjernt be-
slegtede bakteriers DNA fra hinan-
den. Man kan udvinde og opformere
DNA fra fx en vandpreve eller jordpre-
ve og se hvor mange forskellige bakte-
riers 16sSRNA man kan finde. Denne
type DNA-prgve kaldes ogsé for eDNA,
det star for environmental DNA. Ndr
man analyserer eDNA-prover, finder
man selviplgelig 16sRNA fra mange
kendte bakterier, og disse er nemme
at identificere, men man finder ogsa
16sRNA fra ukendte bakterier, sa dis-
se bakteriearter kendes pd nuveren-
de tidspunkt alene ud fra deres DNA
i miljoet.

Mikrobiel veekst

De fleste mikroorganismer er i stand til
at formere sig ved ukgnnet formering.
For bakterier betyder det at en bakte-
rie under de rette omsteendigheder kan
dele sig og blive til to genetisk identi-
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ske bakterier, der sd hver iseer igen kan
dele sig. Denne type formering min-
der overfladisk lidt om mitotiske celle-
delinger hos eukaryoter. Der er dog fle-
re vaesentlige forskelle. En af dem er at
eukaryote celler normalt er diploide og
har flere stavformede kromosomer der
torst skal kopieres ved DNA-replikati-
on og dernast fordeles korrekt mellem
de to datterceller, laes mere om mitosen
i Biologi i udvikling C-bog side 174ff.
Bakterier er normalt haploide og har
et enkelt cirkuleert kromosom. Kromo-
somet kopieres med start i det sdkald-
te replikationsstartsted. Nar kromoso-
met er blevet kopieret, adskilles de to
identiske kromosomer i hver sin ende
af cellen der sa deles pa midten og dan-
ner to nye bakterier, se figur 118.

Veekstfaktorer og veeksthastighed
Hvor hurtigt en mikroorganisme kan
dele sig, athaenger af mange forskelli-
ge faktorer som fx temperatur, pH og
koncentrationen af ngdvendige nae-
ringsstoffer. Forskellige mikroorganis-
mer har ved optimale vaekstbetingelser
meget forskellige vaeksthastigheder der
bl.a. athanger af deres evne til at pro-
ducere ngdvendige enzymer og opta-
ge naeringsstoffer fra mediet. Da opta-
gelsen af neeringsstoffer normalt fore-
gar ved diffusion, sa har sterrelsen af
cellerne ogsd stor betydning. Mindre
celler har normalt en storre overflade i
forhold til deres volumen end store cel-
ler, men formen er ogsa vigtig. Jo storre
overflade/volumen-forholdet er, jo me-
re effektiv er diffusionen igennem cel-
lemembranen. Det er en af flere grunde
til at bakterier som Escherichia coli nor-
malt har vaesentlig hojere vaekstrater
end fx geerceller, der er meget storre.

Optagelseshastigheden af neringsstof-
ter og hastigheden af cellens biokemi-
ske reaktioner afhenger direkte af tem-
peraturen. Ved hgjere temperaturer be-
vaeger molekyler sig hurtigere, og der-
for sker diffusionen ogsa hurtigere. Ha-
stigheden pa enzymatiske reaktioner
afheenger bl.a. af hvor hurtigt substrat
og enzym binder til hinanden, og den-
ne hastighed er ligeledes afhangig af
molekylernes bevagelseshastighed.
Dvs. at mikroorganismernes vakst
0gsa stiger med oget temperatur, dog
kun til et punkt. Alle mikroorganismer
har et temperaturoptimum hvor deres
vaksthastighed er hojst mulig, ved
hgjere temperatur denaturerer mikro-

Bakterie med ringformet kromosom

Kromosomet er kopieret og
delingsprocessen er begyndt

Delingsprocessen er afsluttet
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Figur 118. Bakterier deler sig
ved en proces hvor bakterie-
kromosomet kopieres og cel-
len vokser og deler sig i to.
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Vaekstrate

B Mesofile bakterier

B Termofile bakterier

Temperatur-
minimum

organismernes enzymer nemlig, og
derved dor mikroorganismerne. For-
skellige mikroorganismer er tilpasset
liveti forskellige miljoer og dermed og-
sa forskellige temperaturer. Mikroorga-
nismer der er tilknyttet os, har typisk

Temperaturoptimum
—

Temperatur-

maksimum

0 10 20 30

T T T T T
50 60 70 80 920

Temperatur (°C)

Figur 119. Bakteriers veekst afhaenger af temperaturen og deres genetiske dis-
positioner. Bakterier der lever bedst omkring vores kropstemperatur, kaldes for
mesofile bakterier. Termofile bakterier lever bedst ved hejere temperaturer.
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Figur 120. Bakterier i madvarer. Antal danskere diagnosticeret med salmonella-
eller campylobacter-infektion i perioden fra 2001-2016.
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et temperaturoptimum ved 37 °C eller
lidt derover, og de dyrkes derfor ogsa
bedst i et varmeskab ved ca. 37 grader.
Figur 119 viser hvordan veaksthastig-
heden af forskellige bakteriegrupper
afheenger af temperaturen.

Fodevaresikkerhed

Mad og drikkevarer er hyppige kilder
til bakterielle infektioner og dermed
til sygdom hos mennesker. Derfor er
det vigtigt at vi kender til god kakken-
hygiejne og behandler og opbevarer
fodevarer pd hensigtsmaessige mader.
Der er bakterier alle vegne, ogsa pa vo-
res haender, og det er meget let at kom-
me til at overfore bakterier til en mad-
vare under tilberedning. Hvis denne
madvare derefter giver bakterien gode
vaekstbetingelser - fx hvis den opbeva-
res for varmt - sd kan fa bakterier i lo-
bet af nogle timer bliver til mange og
fordrsage alvorlig sygdom.

Bakteriers afhaengighed af tempera-
tur forklarer hvorfor vi skal opbevare
mange typer fedevarer pa kol, da det
begraenser vaksten af ugnskede bak-
terier. Ligeledes finder vi her forklarin-
gen pa hvorfor det er vigtigt at fx fersk
kyllingekod skal opvarmes tilstraekke-
ligt hele vejen igennem under tilbered-
ning. De hgje temperaturer vil draeebe
mange patogene bakterier som fx Sal-
monella og Campylobacter hvis de skul-
le veere til stede, se figur 120.

Eksponentiel vaekst

Under de rette omsteendigheder kan en
bakterie som E. coli dele sig ca. hvert ty-
vende minut. Det betyder, at antallet
af bakterier i en prove potentielt kan
fordobles hvert tyvende minut. Selv-
om man kun starter med en enkelt bak-
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terie, kan der i lgbet af 7-8 timer en-
de med at vaere flere millioner. Denne
type udvikling hvor antallet af indivi-
der @ndres med en fast faktor i en gi-
ven tidsperiode, kaldes for eksponen-
tiel udvikling eller eksponentiel vaekst.
Generelt kan en eksponentiel udvik-
ling veere bdde aftagende og voksende,
men i forhold til bakteriel vaekst er det
primeert relevant at tale om voksende
eksponentielle udviklinger. Eksponen-
tiel vaekst af bakterier kan kun fortsaet-
te indtil en abiotisk eller biotisk faktor
begrenser vaeksten. For bakterier vil
det typisk ske efter nogle timer eller da-
ge, athaengigt af omsteendighederne.

Eksponentiel vakst hos bakterier kan
beskrives med det matematisk udtryk
der er vistiligning (1):

(1)y=b-a*

I dette udtryk er y antallet af bakteri-
er til tidspunktet x. Begyndelsesveer-
dien b er antal bakterier fra start (x =
0), og a er en konstant der kaldes for
fremskrivningsfaktoren. Fremskriv-
ningsfaktoren viser hvor mange gan-
ge y stiger, hvis x stiger med 1. Frem-
skrivningsfaktoren a kan ogsa skrives
som a =1 +r, hvor r kaldes for funkti-
onens vaekstrate. Vaeekstraten r angiver
hvor stor en procentdel y vokser med,
hvis x stiger med 1. Bemaerk at fordi vi
her taler om et voksende antal bakte-
rier,erb>00ga> 1.

Nogle gange ser man ligninger for eks-
ponentiel veekst pa formen vist i lig-
ning (2):

(2)y=b-et*

Ved at sammenligne ovennavnte to
ligninger med hinanden kan man ved
hjeelp af en potensregneregel vise at
fremskrivningsfaktoren a i ligning (1)
er lig med e¥i ligning (2).

Antal bakterier fordobles

i hver generation

Hvis vi kender generationstiden for
en bakterie og antager at alle bakteri-
er deler sig samtidigt, kan vi omskri-
ve udtrykket i ligning (1) til et udtryk
som funktion af antal generationer.
Ved ubegraenset vaekst deler bakterier-
ne sig med en konstant rate, og derfor
fordobles antallet af bakterier i hver ge-
neration. Derfor mé fremskrivnings-
faktoren a veere 2, nar vi regner tiden i
antal generationer. Hvis vi kalder an-
tallet af bakterier i forste generation
N, og antal generationer siden start
for t, sd kan antallet af bakterier efter
et bestemt antal generationer (N,) ifol-
ge den eksponentielle vaeekstmodel be-
stemmes til at veere:

B)N,=N, - 2!

I dette tilfaelde er det klart at fordob-
lingstiden er preecis en generation, da
det jo var premissen for udledningen
af dette funktionsudtryk. Tabellen i fi-
gur 121 viser hvordan antallet af bak-
terier stiger i lobet af 20 generationer,
hvis man starter med en enkelt bakte-
rie i generation O.

Figur 121. Antallet af bakterier fordobles for
hver generation ved ubegraenset vaekst.
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Figur 122. Data fra et veekstforseg med E. coli-bakterier med eksponentiel
regression og tilknyttet residualplot. Kan der veere en biologisk forklaring pa
at sidste malepunkt ser ud til at ligge veesentligt under den eksponentielle

model?
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Bakteriers generationstid

Hvis vi onsker at bestemme en bakte-
ries generationstid ud fra forsegsda-
ta, kan det gores med eksponentiel re-
gression. Figur 122 viser et eksempel pd
regression udfert pa data fra et forsog
med E. coli-bakterier. Vi starter med at
beregne fremskrivningsfaktoren a, ud
fra regressionsligningen.
a=ek=e0922=1020405

Viberegner nu veekstraten r.
r=a-1=1,020405-1=0,020405=2%

Hvilket vil sige, at antallet af E. coli-
bakterier i dette forseg i gennemsnit
er steget ca. 2% pr. minut.

En bakteries generationstid er det sam-
me som fordoblingstiden, og fra mate-
matik ved vi at man kan finde fordob-
lingstiden (T,) for en eksponentiel ud-
vikling vha. folgende udtryk:

_1log(2)
BT 10g)

Generationstiden males i den enhed
der er brugt i data, sd i dette eksempel
males den i minutter, og vi far altsa at
generationstiden for E. coli-bakterier-
ne i det viste forsog er:

log(2)

= =< = 34,3 i tt
2 log(1,020405) fminutter

som svarer til 34 minutter og 18 sekun-
der.

Som navnt kan eksponentiel veaekst
ikke fortseatte evigt, og vaeksten af en-
hver population vil pa et tidspunkt bli-
ve begranset. Bakterier folger derfor
typisk et bestemt menster ndr de ko-
loniserer et nyt miljo. Dette monster
kaldes for den mikrobielle vaekstkurve.
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Den mikrobielle vaekstkurve

Det generelle forlgb af den mikrobielle
veekstkurve er vistifigur 123. Den forste
fase kaldes for nolefasen og er en perio-
de hvor bakterierne danner de ngdven-
dige enzymer og tilpasser deres livspro-
cesser til det givne miljo. Denne perio-
de kan vare kortere eller leengere tid og
er generelt kendetegnet ved at antallet
af bakterier er nogenlunde konstant.
P4 et tidspunkt begynder bakterierne
at vokse i antal, og populationen be-
finder signu i den eksponentielle fase.

[ den eksponentielle fase deler bakteri-
erne sig hurtigere, og der dannes flere
nye bakterier end der der med en no-
genlunde konstant veekstrate. Antallet
af bakterier fglger derfor i denne perio-
de en eksponentiel veekstfunktion ind-
til veeksten bliver begraenset. Vaeeksten
begraenses typisk af mangel pé ressour-
cer eller plads.

Den efterfoglgende fase kaldes for den
stationcere fase og er kendetegnet ved at
populationssterrelsen forbliver nogen-
lunde konstant, da antallet af nydanne-
de bakterier svarer til antallet af bakte-
rier der der. I denne fase opbruger bak-
terierne typisk de sidste neeringsstoffer
og udskiller forskellige affaldsstoffer. Pa
et tidspunkt er forholdene ikke leenge-
re gode nok til at bakterierne kan op-
retholde deres ngdvendige livsproces-
ser, og populationen bevager sig deref-
ter over i den sidste fase hvor populati-
onen falder i storrelse.

Den sidste fase kaldes for dodsfasen og
er karakteriseret ved at antallet af bak-
terier der dor, overstiger antallet af
nye, og derved falder antallet af leven-
de bakterier. Nogle typer bakterier er i

Antal bakterier i preven
A

Nolefase | Eksponentiel Stationaer fase

fase

Dgdsfase Fa celler

Levende
celler

Dede celler

stand til at gd i en slags dvaletilstand i
stedet for at do og kan forblive i denne
tilstand i meget lang tid indtil miljefor-
holdene eventuelt igen bliver gunstige.

Afhaengigt af dyrkningsforholdene kan
man pdvirke hvor leenge bakterierne
vil befinde sig i de forskellige faser.
Hvis man ser pa kolonier pa en agarpla-
de, gennemgéar hver koloni den mikro-
bielle vaekstkurve, og ved at tage bak-
terier fra en koloni og udplade dem pa
nye agarplader kan man genstarte en
ny nelefase efterfulgt af de andre fa-
ser. Ved dyrkning af bakterier i seerlige
geringstanke er det muligt lobende at
regulere pa de abiotiske faktorer, fx ved
at tilfore naeringsstoffer og fjerne af-
faldsstoffer fra naeringsmediet. Derved
kan man opretholde en population af
mikroorganismer i en stationeer fase
i meget lang tid. Dette kan vare nyt-
tigt hvis mikroorganismen i denne fase
producerer stoffer, man ensker, som fx
enzymer eller hormonet insulin.

Koncentrationsbestemmelse

af bakterier

Man kan bestemme koncentrationen
af bakterier i en prove pa flere forskel-
lige mdder. I flere af metoderne er det
en fordel forst at lave en seriel fortyn-
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Figur 123. Den mikrobielle
vaekstkurves fire faser.
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Fortyndings
-faktor: 1:10

Figur 124. En faktor 10
fortyndingsraekke laves ved
hele tiden at overfare 1 mL af
en opblandet prove til 9 mL
vaeske.

Figur 125. Et teellekammer
kan bruges til at beregne
koncentrationen af bakterier
i en prove.
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1:100

T mL

1:1000 1:10.000 1:100.000

dingsrakke af en prove. Princippetien
fortyndingsrakke er visti figur 124. Tre
nyttige, men meget forskellige meto-
der til koncentrationsbestemmelse er
beskrevet i de efterfglgende afsnit.

Optceelling i tcellekammer

Et teellekammer er egentlig blot et ob-
jektglas til mikroskopi hvorpa der er
indridset et meget preecist opteellings-
net med felter med en kendt volumen.
Tellekammeret tilfores en prove, og
derefter taeller man antallet af bakteri-
eriet antal felter. Hvis der er for mange
eller f4 bakterier i teellekammeret til at
man kan fa et praecist mal, md man vael-
ge en anden fortynding af proven. Ud
fra antal bakterier, den samlede volu-
men af de undersogte felter og fortyn-
dingsfaktoren kan den samlede kon-
centration af bakterier i proven bereg-
nes, se figur 125. Typisk laves flere for-
skellige taellinger hvorefter man bereg-
ner et gennemsnit af malingerne.

Koncentrationsberegning
Felterne har en hgjde pa 0,1 mm.

Felt 5 har derfor en volumen pa:

V=0,1 mm - (0,25 mm)2 = 0,00625 mm?3

Der er 22 bakterier i felt 5.
Bakteriekoncentrationen bliver derfor:
Konc. = 22 bakterier ~3.520 bakterier

"7 0,00625mm’ mm’

Der gar 1000 mm3 pa 1 mL, det giver:

3.520.00023kterier _ 3,52.106%61"6
m
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Antal kolonier ved pladeudspredning

Ved pladeudspredningsmetoden la-
ver man en pladeudspredning af fle-
re forskellige fortyndinger af proven
indtil man finder en fortynding, der gi-
ver et passende antal kolonier der er let
at teelle. Der mé dog ikke veere sa fa at
det giver for stor usikkerhed p& malin-
gen. Hver koloni stammer fra en bak-
terie fra den paforte prove, og nar man
kender den tilforte volumen af proven
og fortyndingsfaktoren kan man deref-
ter regne sig frem til, hvor mange bak-
terier der er i proven, se figur 126. Som
med taellekammermetoden laves der
typisk flere mélinger hvorefter man ta-

T mL T mL

Fortyndingsfaktor: 1:10 1:100

TmL

ger et gennemsnit af malingerne. Pla-
deudspredningsmetoden kan kun give
brugbare malinger hvis man er i stand
til at dyrke bakterierne pa det valgte
medie.

Absorptions- og turbiditetsmdlinger
Hvis man egnsker at fglge vaeksten i en
flydende kultur at mikroorganismer,
kan man enten benytte et spektrofo-
tometer eller en turbiditetsmaler. Det
grundlaeggende princip i de to me-
toder er meget ens, men apparaterne
der benyttes, er lidt forskellige og ma-
ler lidt forskellige ting.

T mL

T mL

1:1000 1:10.000 1:100.000

Koncentrationsbestemmelse

For det mest preecise resultat veelges normalt en plade med mellem 30 og 300 kolonier. Her

opnas dette ved fortyndingsfaktoren 1:10.000, hvor der er 38 synlige kolonier.

Husk at en koloni stammer fra en bakterie i den oprindelige preve. Koncentrationen findes
ved at dividere antallet af kolonier med fortyndingsfaktoren.

38 bakterier
1
10.000

Koncentration = =380.000

mL

bakterier
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Figur 126. Pladeudspredning
af en seriel fortyndingsraekke
kan bruges til at beregne

koncentrationen af bakterier i

en prove.
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Figur 127. Et spektrofotometer
maler absorbans af lys ved en
bestemt bglgelaengde. Flere
mikroorganismer i preven
giver en storre absorbans.

Li¥4 Mikrobiologi

Apparatet isolerer
en bestemt
bolgeleengde

P
e —

Forskellige beglge-
leengder spredes

Lyskilde

Et spektrofotometer maler absorban-
sen af lys ved en bestemt balgeleengde.
Da der er en sammenhang mellem an-
tallet af mikroorganismer i prgven og
hvor meget lys der bliver absorberet,
kan man lebende maéle pad veeksten i en
flydende kultur ved at udtage prover,
se figur 127. For at kalibrere malinger-
ne benyttes typisk pladeudspredning
eller teellekammermetoden pa enkel-
te malinger.

Turbiditetsmalinger maler ikke absor-
bansen af lys, men derimod sprednin-
gen af det lys der sendes ind i proven.
Jo flere mikroorganismer i prgven ly-
set kan ramme, jo mere spredes lyset,
ogved at méle hvor meget lys der ram-
mer en detektor, fas et mal der korrele-
rer med antallet af mikroorganismer
i proven. Som ved spektrofotometer-
metoden er det nodvendigt at kalibre-
re malingerne med fx pladeudspred-
ning eller taellekammermetoden hvis
man gnsker en absolut koncentration
og ikke blot relative malinger. I begge
metoder kan det vaere hensigtsmaessigt
at benytte en fortyndingsraekke for at

Preven absorberer
noget af lyset

Prevens absorbansniveau vises

fa preecise malinger, og ogsa her er det
ofte en god idé at lave flere parallelle
forseg og sd tage et gennemsnit.

Industriel anvendelse

af mikroorganismer
Mikroorganismer benyttes til mange
ting i industrien. Som navnt i kapit-
let Anvendt bioteknologi kan de bl.a.
bruges til produktion af alkohol, me-
jeriprodukter og antibiotika. Mange
forskellige enzymer produceres og ud-
vindes fra gaeringstanke med mikro-
organismer. I nogle tilfaelde er det en-
zymer som mikroorganismen natur-
ligt producerer. Man har typisk foraed-
let mikroorganismen sa den produce-
rer stgrre maengder end normalt. I an-
dre tilfaelde er mikroorganismen blevet
gensplejset og har faet indsat et gen
der gor, at den laver et gnsket produkt
som fx et enzym. Dette kan fx gores
ved hjeelp af plasmid-transformation
med rekombinante plasmider der in-
deholder det gnskede gen, se figur 128.
Efter man har gensplejset bakterien til
at producere det gnskede produkt, vil
man typisk optimere produktionspro-
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cesserne pa forskellig vis. Det kan bl.a.
veere ved at optimere pd temperatur,
pH og neringsmediet. Bakterier mute-
rer og der vil derfor opsta variationien
population af bakterier. Nogle bakteri-
er vil over tid miste evnen til at produ-
cere det gnskede produkt pa grund af
mutationer, mens andre bakterier ma-
ske ved et tilfeelde far en o@get produkti-
on. Ved lgbende at screene og udveel-
ge de bedst egnede bakterier kan man
over tid foraedle sin produktionsstam-
me og optimere produktionen.

Da der er flere forskelle pa pro- og euka-
ryoters generelle genstruktur og pro-
teinsyntese, er det nogle gange en for-
del at producere de gnskede stoffer i en
eukaryot organisme som fx geer. Hor-
monet insulin er et eksempel pa det-
te. Folk der lider af diabetes 1, kan ik-
ke selv producere det livsngdvendige
hormon insulin i tilstraekkelige meeng-
der og skal derfor have det tilfort ude-
fra. Da menneskets immunforsvar rea-
gerer pd fremmede proteiner, er det ik-
ke uproblematisk at tilfgre insulin fra
fx svin eller koer som man ellers gjorde
for mange ar siden. I dag kan man pro-
ducere human insulin i gensplejsede
garceller hvilket bl.a. sker pd den dan-
ske virksomhed Novo Nordisk.

Figur 128. Plasmid-transformation af
bakterie.
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med samme
restriktionsenzym

Organisme med gnsket
donor-gen der skal
overfores til bakterie

DNA-ligase samler
plasmid og donor-gen
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man gnsker at gensplejse plasmid

Plasmider tilfores
glasset med bakterier
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transformationsvaeske
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Isbad K

Transformeret
bakterie

- >

De transformerede bakterier

producerer det gnskede produkt
via proteinsyntese. Produktet kan
udvindes og benyttes industrielt
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bakterierne udsaettes for
varmechokbehandling
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