Generel bakteriologi

Mikroorganismer kan placeres i den evolutiongere sammenhang ved
bestemmelse af basesekvenser i ribosomalt RNA, nsermere bestemt 18S
rRNAhos eukaryoter og 16S rRNA hos prokaryoter. Tre hovedgrene kan her-
efter defineres.

» Eukaryoter: Dyr, planter, flagellater etc.

* Archaebacteria: Kendetegnet ved encellede organismer, der kraever
ekstreme levevilkar, fx hgje saltkoncentrationer, temperatur >100°C eller
meget lav pH.

» Eubacteria: Gram-positive og Gram-negative bakterier, Mycoplasma etc.

Archaebacteria og eubacteria kan under ét kaldes prokaryoter.

1. Den eukaryote og prokaryote celle er forskellige pa en del omrader, se
Fig. 1. Den eukaryote celle er ca. 1000 gange stagrre end den prokaryote og har
en tilsvarende stgrre mangde arvemateriale. Prokaryotens arvemateriale er
dobbeltstrenget ringformet DNA. Det sammenhangende DNA er den pro-
karyote celles kromosom. DNA er organiseret i lgkker, som sé igen er snoet
omkring et centrum. | dette centrum findes desuden RNA, histonlignende
proteiner, RNA-polymerase og to topoisomeraser til foldningZudfoldning,
lukning/oplukning af det ringformede DNA. Tilsammen kaldes det for cel-
lens nukleoid. Der er ikke nogen kernemembran rundt om arvematerialet,
hvilket adskiller prokaryoter fra eukaryoter.

Prokaryoter har en cellevaeg, bortset fra Mycoplasma, hvilket den eukary-
ote celle ikke har. Desuden er de ribosomale systemer anderledes. Riboso-
merne findes dels frit, dels som polysomer langs med mRNA-molekyler.
Ribosomerne har en sedimentationskoefficient pa 70S (S = Svedberg units)
delt i to subunits pa 50S, med RNA-kaederne 23S og 5S, og 30S med RNA-
keederne 5S og 16S. | modsetning hertil har humane ribosomer en sedimen-
tationskoefficient pa 80S, og de adskiller sig desuden fra prokaryote cellers
ribosomer savel funktionelt som i den kemiske strukturelle opbygning af de
enkelte subunits. Disse forskelle mellem ribosomerne er baggrunden for
antibakteriel kemoterapis selektive virkning. Prokaryoter har heller ikke
organeller i cytoplasma.
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Figur 1. Eubacterias opbygning.

2. Eubacterias opbygning beskrevet i detaljer fglger her:

a. Endosporer dannes kun af nogle bakterier - de sporedannende. De vigtig-
ste er af sleegten Clostridium og Bacillus. Endosporer er DNA omgivet af en
flerlaget struktur, som ggr dem meget resistente over for ydre fysiske og
kemiske pavirkninger. De dannes som et respons pa ugunstige veekstbetin-
gelser, som fx ved nedsat substrattilbud, og frigives nar »moderbakterien«
autolyserer. Sporen kan veere placeret forskelligt i bakteriecellen og veere tyk-
kere eller tyndere end denne, alt efter hvad der er karakteristisk for den
enkelte art. Nar vaekstbetingelserne atter bliver gunstige, udvikler sporen sig
til bakterie.

b.Cytoplasmamembranen svarer til den eukaryote celles plasmamembran
og er opbygget pa samme made. Dog mangler den steroler, herfra undtaget
Mycoplasma, der til gengeeld ingen cellevaeg har. Membranen er 5-7 nm tyk
og har en lang raekke funktioner knyttet til sig.

Den fungerer som permeabilitetsbarriere for selektiv passiv og aktiv trans-
port.

Desuden foregar der elektrontransport og oxidativ fosforylering analogt
til den indre mitochondriemembran i den eukaryote celle og ekskretion af
hydrolytiske exoenzymer til nedbrydning af store molekyler, sd de kan opta-
ges af cellen.
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Sidst men ikke mindst er der »sites« og enzymer til syntese og samling af
celleveegskomponenter, samt nogle af de proteiner, der deltager i DNA-repli-
kationen. Membranen varetager saledes funktioner, der i den eukaryote celle
varetages af mitochondrier, Golgi-apparat og endoplasmatisk reticulum.

c. Celleveeggen omgiver cytoplasmamembranen. Den tjener til at sikre det
osmotiske tryk i bakterien. Forskelle i cellevaeggens struktur gar det muligt
at opdele bakterier i Gram-positive og Gram-negative, se Fig. 2. Syrefaste
stave er en undergruppe af de Gram-positive stave. Celleveeggen i savel
Gram-positive som Gram-negative bakterier indeholder en kompleks poly-
mer kaldet peptidoglycan. Peptidoglycanen er bundet sammen af steerke
peptidbroer og ligger lagvis i keeder. Det er celleveeggens lag af peptido-
glycan, der betinger dens store styrke.

I Gram-positive bakterier udger peptidoglycan op til 50% af cellevaeggen,
og der kan ses helt op til 40 lag, hvilket ngdvendigggres af et osmotisk tryk
pa op til 25 atm. Herudover indeholder Gram-positive bakteriers cellevaeg
varierende mangder af teichosyre, lipoteichosyre og teichuronsyre. Disse
repraesenterer nogle af de vigtigste antigener i Gram-positive bakterier. Visse
bakteriearter indeholder desuden andre molekyler, fx det polysaccharid, der
inddeler Streptococcus og Enterococcus serologisk, eller proteiner som M-pro-
teinet hos Streptococcus pyogenes og protein A hos Staphylococcus aureus.

Gram-negative bakteriers osmotiske tryk er mindre, ned til 5 atm., men
celleveeggen er opbygget lidt mere komplekst. Vaeggen indeholder kun 20%
peptidoglycan, som tilsyneladende kun ligger i et enkelt lag. Uden om dette
lag findes LipoProteiner, LP, som forbinder peptidoglycanlaget med den
ydre membran. Denne membran er analog til cellemembranen. Yderst pa
membranen ligger et lag LipoPolySaccharid, LPS. Polysacchariddelen
repreesenterer det diagnostisk vigtige overfladeantigen, O-antigenet, hos
Enterobacteriaceae.

Bakterierne kan miste celleveeggen som resultat af hydrolyse eller heem-
ning af peptidoglycansyntesen under antibiotikabehandling. Dette vil som
regel medfgre at bakterien lyserer, men i et isoosmotisk miljg kan de af og til
overleve. Gram-positive bakterier, der har mistet deres cellevag, betegnes
protoplaster, mens tilsvarende Gram-negative bakterier betegnes sphero-
plaster. Kan bakterierne fortsat formere sig, betegnes de L-former. L-former
kan, nar den antibiotiske behandling ophgarer, generhverve cellevaeggen.

Den syrefaste celleveeg minder i sin opbygning om den Gram-positive,
men til forskel har den et lag af mycolsyrer yderst, der ggr vaeggen resistent
over for mange kemikalier, fx syre, deraf navnet.
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Figur 2. Celleveeggen i Gram-positive og Gram-negative bakterier.

d.Kapsel og slimlag. Nogle bakteriearter, som fx Streptococcus pneumoniae,
og nogle stammer af Haemophilus influenzae, har yderst en kapsel. Andre bak-
terier kan have en mindre velafgraenset men tykkere kapsel, som sa betegnes
slimlag. De bestar af hgjmolekylaert polysaccharid og er med til at forgge
bakteriernes adhasionsevne til omgivelserne. Desuden beskyttes bakteri-
erne mod fagocytose. Dette er begge vigtige virulensfaktorer. Kapslen og
slimlaget besidder desuden antigene egenskaber, K-antigen, der udnyttes
ved udvikling af vacciner.

e. Fimbriae eller pili findes hos mange forskellige bakterier. Det er harlig-
nende proteinfilamenter, der kan sidde pa hele bakteriens overflade. Der fin-
des to typer. Den ene er almindelige pili, der har betydning for adhaesionen
til overflader og dermed for bakteriens virulens; hos Streptococcus pyogenes
er fimbriae desuden med i overfladeantigenet M-protein. Desuden findes
sexpili, der er tykkere og leengere og har form som et rar. De bruges til kon-
jugation, der er overfarsel af DNA mellem bakterier (se desuden bakteriel
genetik).

f. Flagel. Nogle bakterier er i stand til at bevaege sig ved hjeelp af flageller.
Disse er lange, 12-20 um, og tynde, 12-55 nm, tradlignende udveaekster der
bestar af proteinfilamenter bestaende af flagelin. Der kan vare én eller flere,
forskelligt lokaliseret, hvilket er kendetegnet for de forskellige bakteriearter.
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Bakterien beveeger sig fremad ved hjeelp af flagellerne, sa leenge bevaegelsen
medfgrer bedre veaekstbetingelser.

I det gjeblik, disse bliver darligere, endrer den retning. Dette beveege-
menster kaldes kemotaxi og sikrer optimale veekstvilkar. Bevaegelserne kan
iagttages ved fasekontrastmikroskopi. Flagellerne har desuden antigene
egenskaber, kaldet H-antigen. Bakterien kan skifte genetisk fra ekspression
til ikke-ekspression af H-antigen og desuden mellem forskellige H-antigener
- et fenomen, der kaldes fasevariation og iser ses hos sleegten Salmonella.

3. Toksiner. Der er to grupper, exo- og endotoksiner. Exotoksiner er prote-
iner, der produceres i bakterien for sa at secerneres til omgivelserne. Endo-
toksiner er betegnelsen for LPS i den Gram-negative bakteries celleveeg. De
frigives ved autolyse eller beskadigelse af bakterien. Toksinerne kan indde-
les i syv toksingrupper efter virkning pa den eukaryote celle.

Toksiner, der virker ekstracellulert.

Toksiner, der virker p& membraner.

Toksiner, der treenger gennem cellemembraner og dreeber celler.
Toksiner, der treenger gennem cellemembraner og deregulerer celler.
Membranbeskadigende toksiner

Toksiner med usikker virkningsmade.

Celleassocierede toksiner.

OTMUO®»

De Gram-negative bakteriers LPS tilhgrer gruppe G og er opbygget af en
polysacchariddel med en stabil kerne tilknyttet op til 25 ens enheder. Bundet
til den stabile kerne er et disaccharid-difosfat kompleks med lipider. Lipi-
derne indgar som det yderste lag af bakteriens yderste membran af celle-
veeggen.

Choleratoksinet tilhgrer gruppe D og er opbygget af »subunits« A og B.
Subunit B binder sig til tarmslimhinden og fremmer optagelsen af subunit A,
der herefter pavirker adenylatcyclasen til et hgjere intracellulert niveau af
cAMP, hvilket resulterer i hypersekretion fra cellerne til tarmlumen. Toksi-
net er et exotoksin, men fordi det er associeret med diarré, betegnes det lige-
ledes enterotoksin.

4. Farvning af bakterier. Ved hjeelp af simple metoder som farvning og
direkte mikroskopi af prgvemateriale kan man hurtigt fa et fingerpeg om en
sygdoms bakterielle &tiologi. Dette bruges ved visse akutte infektionssyg-
domme, som fx meningitis. Ved mikroskopi anvendes et fugtigt eller et tart
preeparat.
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Det fugtige praeparat fremstilles ved at leegge en drabe vand pa et objekt-
glas, hvori bakterier fra fast eller flydende materiale, fx urin, opslemmes.
Draben daekkes herefter med et deekglas. Ved fasekontrastmikroskopi kan
man se de ufarvede bakterier i tydelig kontrast mod baggrunden og fa oplys-
ninger om starrelse, form, lejring, beveegelighed og eventuelle endosporer.
Almindelig lysmikroskopi af fugtigt praeparat giver kun meget sparsomme
oplysninger.

Det tarre preeparat fremstilles ved, at prgvemateriale udrgres i et tyndt lag
pa et objektglas og lufttarres. Herefter flammefikseres det over en gas-
flamme og er nu klart til farvning.

» Methylenblatfarvning: Preeparatet deekkes med methylenblat 1% i 1 min.
Herefter afskylles det med vand og terres. Farvningen er velegnet til pa-
visning af intracelluleert lejrede bakterier som fx Neisseria gonorrhoeae og
Neisseria meningitidis.

* Gram-farvning: Preeparatet deekkes med krystalviolet, pH 7 i 1 min.
Derefter afhaeldning af krystalviolet og afskylning med jod-jodkalium.
Preeparatet bejdses nu med jod-jodkalium i 1 min, der herefter afheeldes
og afskylles med 96% ethanol. Herefter vugges preeparatet i frisk ethanol
i 30 sekunder og afskylles vinkelret pa en vandhanestrale, saledes at der
sker en hurtig fortynding af ethanolen. Der udfgres nu kontrastfarvning
med karbolfuksin i 30-60 sekunder, med efterfglgende afskylning under
vandhane og tagrring. Med denne metode farves alle bakterier, undtagen
Mycobacteriaceae. De Gram-positive bakterier bliver ikke affarvet af
ethanolen og bevarer derfor den krystalviolette/blasorte farve. De
Gram-negative bakterier mister farven og farves derfor rade af karbol-
fuksinen.

» Ziehl-Neelsen farvningen bruges til farvning af Mycobacteriaceae, idet
Gram-farvningen er usikker. Preeparatet deekkes med filterpapir og
padryppes karbolfuksin. Dette opvarmes nu indtil fordampning begyn-
der. Preeparatet afkgles i 5 min ved stuetemperatur, filterpapiret fijernes
og der afskylles under vandhanen. Der affarves nu med svovlsyre sa
lenge, der afgar farve fra preeparatet. Herefter skylles under vandhanen
og affarvning fortsaettes med ethanol i 1-3 min. Herefter kontrastfarves
fx med pikrinsyre eller malakitgragnt, og praeparatet skylles og tarres.

Ved det tarre og farvede praeparat anvendes almindelig lysmikroskopi.

Markefeltsmikroskopi anvendes ved mikroskopi af visse bakterier, der er
sa tynde, at de ikke ses i mikroskoper med normal oplgsningsevne, som fx
bakterien Treponema pallidum som tilhgrer familien Spirochaetaceae. Belyses
praeparatet sdledes, at intet lys kommer direkte i objektivet, vil bakterierne
lyse op pa en mark baggrund.
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Bakteriel genetik

1. Bakteriecellens replikation foregar analogt til den eukaryote celles, semi-
konservativt. Et enzym, kaldet helicase, adskiller dobbeltstrengen til en
enkeltstreng, sa denne er tilgeengelig for replikation. Der er tre DNA-poly-
meraser med exonukleaseaktivitet, og syntesen foregar i 5’ til 3’retningen pa
»leading strand«, og i 3’ til 5’ retningen pa »lagging strand, hvilket lader sig
gere ved brug af Okazaki-fragmenter fuldsteendigt analogt til den eukaryote
celles replikation. Deling af bakteriecellen fglger ikke ngdvendigvis efter
feerdig replikation, og bakterier med op til flere kromosomer kan ses.

Transskription og translation, DNA— RNA— protein, er ikke forskellig
fra den eukaryote celles. mMRNA syntetiseres af RNA-polymerase, transpor-
teres af tRNA og translateres af rRNA til det feerdige protein.

Udover bakteriecellens kromosom forekommer der desuden autonom
replikation, transskription og translation af ekstrakromosomalt arvemateri-
ale. Det drejer sig bl.a. om plasmider, der er sma cirkuleere DNA-stykker. De
koder for egenskaber, som ikke er afggrende for bakteriens overlevelse, som
fx forskellige virulensfaktorer og enzymer, der nedbryder antibiotika.

2. Bakteriers enzymproduktion og dermed metabolisme er meget afhaengig
af omgivelserne. Ved tilstedeveerelsen af store maengder af et stof, som bak-
terien ellers selv syntetiserer, kan den nedregulere maengden af de enzymer,
der forestar syntesen af det pagaeldende stof. Enzymet betegnes repressibelt.
Dette sparer energi og betegnes metabolismekontrol. Omvendt kan et sub-
strat i rigelige mangder betyde gget syntese af de enzymer, der omsetter
det. Enzymet kaldes inducibelt. Mekanismen er enkel og kaldes genkontrol.
Pa det DNA, der koder for de respektive enzymer, er placeret en repressor. |
tilfeeldet med »store mangder af et stof«, her kaldet co-repressoren, vil det
sammen med repressoren danne en aktiv repressor, der herefter nedsatter
syntesen af det pageeldende »repressible« enzym. | tilfeelde af »substrat i
rigelige mangder«, kaldet induceren, vil det sammen med repressoren
danne en inaktiv repressor, hvilket giver gget syntese af pageeldende enzym.

Desuden findes konstitutive enzymer, der syntetiseres i konstante mang-
der, uanset forandringer i omgivelserne.

3. Der sker mutationer i bakteriernes DNA ved fejlinkorporering af nukleo-
tider. De fleste fejl bliver dog rettet af DNA-polymerasernes exonuclease-
aktivitet, saledes at fejlinkorporeringsfrekvensen kun er 1077 - 10711, Herud-
over kan der ske mutationer ved forskellige fysiske og kemiske pavirknin-
ger, som fx alkylerende stoffer, ioniserende straling og UV-belysning.
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Bakterier er desuden i besiddelse af transposoner, hvilket er sma stykker
DNA, som er i stand til at omlokalisere sig selv til et andet sted pa arvema-
terialet. Undertiden sker der det, at de - ved en fejl - tager gener med sig.
Resultatet er en mutation, og betingelsen for dens bevarelse er, at mutatio-
nen bibringer nye fordelagtige egenskaber.

Bakteriecellen kan eendre sit arvemateriale ved at optage nyt udefra. Dette
kan ske pa flere forskellige mader.

' Transformation er den proces, hvorved en bakterie optager fritliggende
arvemateriale, som fx DNA-stykker fra henfaldende bakterier.

» Konjugation er overfarsel af plasmid ved hjeelp af sexpili. Fgrst og frem
mest overfares evnen til konjugation, kaldet F-faktor. Den overfgrende
bakterie kaldes derfor F* og den modtagende for F~. Ved overfarsel af
F-faktoren kan der yderligere overfgres andre gener, hvis fx plasmidet,
som indeholder F-faktor, har faet indsat transposoner med tilhgrende
gener.

* Transduktion er overfagrsel af DNA ved hjelp af bakteriofager. Bakterio-
fager er virus, der kan inficere bakterier og overfgre DNA, enten som
plasmid eller som mindre DNA-stykker til inkorporering i veertcellens
genom. Nar der er tale om plasmid, undergar veertcellen det lytiske for-
lgb, dvs. bakterien producerer nye fager, ud fra plasmid-DNA, i store
mengder, for sa selv at ga til grunde og frigive fagerne til omgivelserne.
Ved det lysogene forlgb ses inkorporering af bakteriofagens DNA i bak-
teriens genom. DNA bliver replikeret gennem flere generationer og er
dermed stumt tilstede. Pa et tidspunkt startes fagproduktion, og bakte-
rien gar til grunde analogt til det lytiske forlgb. Nar DNA skal indszaettes i
de nye fager, medtages nogle gange naertliggende bakterielt DNA, til
tider hele gener og dermed egenskaber, der sa kan overfgres til nye bak-
terier. P& grund af fagernes forskellige opbygning kan man ved fagtyp-
ning pa bakterier udfagre epidemiologisk forskning og opsporing af smit-
tekilder. Dette er specielt relevant for Staphylococcus aureus og Salmonella.

Mutationer og overfarsel af genetisk materiale er vigtigt for bakteriernes
overlevelse. En del tilfelde vil ikke gavne bakterien, men til tider opstar en
mere levedygtig organisme under de givne omstaendigheder. P& den méade
bestar sleegten.
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Bakteriemetabolisme, energi-
produktion, biosyntese, vaekst
og dyrkning

Bakteriers metabolisme er lagt an pa at kunne overleve under skiftende
betingelser og samtidigt bevare evnen til hurtig formering, dvs. deling (se i
gvrigt bakteriel genetik). Kataboliske reaktioner tjener til nedbrydning af
neaering, i form af makromolekyler, til mindre molekyler, der s& kan indga i
forskellige centrale metaboliske reaktionsveje til dannelse af energi og
reduktionspotentiale. En del af sideprodukterne fra disse reaktioner kan sa
indga i anaboliske reaktioner med dannelse af nye makromolekyler til op-
bygning og deling af cellen.

Bakteriers produktion af energi og reduktionspotentiale er varierende. De
strikt anaerobe og fakultativt anaerobe bakterier vil under anaerobe forhold
omseette de forskellige lavmolekyleere kulstofkilder til pyruvat, som regel
via Embden-Meyerhofs glykolytiske reaktionskeede. Pyruvat vil herefter fer-
menteres (forgeeres) til slutprodukter. De strikt aerobe og fakultativt anae-
robe bakterier vil under aerobe forhold danne pyrovat som de strikt anae-
robe bakterier, men herefter vil pyrovat, analogt til den eukaryote celle,
indgd i Krebs’ tricarboxylsyre-cyklus og efterfalgende i respirationskeeden.

Ved metabolismen og energiproduktionen fremkommer der 12 forskellige
forstadier, foruden energi i form af ATP og reduktionspotentiale. ATP, reduk-
tionspotentiale og de 12 forstadier danner grundlaget for bakteriecellens bio-
syntese af byggesten som fedtsyrer, sukkere, aminosyrer og nukleotider. Af
byggestenene kan sa dannes makromolekyler i form af DNA, RNA, protein,
lipid, glykogen, LPS og peptidoglycan til bakteriecellens forskellige struk-
turer.

1. Bakterier formerer sig ved binzr deling, hvorved der sker adskillelse af de
to datterkromosomer i hver sin del adskilt af en vag. Til sidst deles skille-
veeggens peptidoglycan af mureinhydrolaser til to datterceller.

2. Tiden, fra en bakteriecelle er dannet til den har delt sig i to, kaldes genera-
tionstiden. Under optimale betingelser vil generationstiden for de hurtigste
bakterier, fx Escherichia coli, veere ca. 20 min. Generationstiden for Mycobac-
terium tuberculosis vil veere 6 timer.
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Figur 3. Veekstkurve.

3. Podes en gammel bakteriekultur pa et friskt medium, og bestemmes antal-
let af levende bakterier med bestemte tidsintervaller, fremkommer alminde-
ligvis en veekstkurve som vist Fig. 3. Man kan se, at vaeksten kan veere ind-
deltiforskellige faser. | lagfasen, »ax, tilpasser bakterien sig det nye medium.
Der sker ingen deling, men derimod induktion og repression af relevante
enzymer. Efter at have skabt mulighed for deling, vil der veere en kort over-
gang, »b«, hvor kulturens veeksthastighed accelererer for derefter at blive
konstant i den eksponentielle fase, »c«. | den eksponentielle fase deler bak-
terierne sig med deres maksimale hastighed. Efterhanden vil imidlertid ét
eller flere neeringssubstrater blive opbrugt, eller veekstheemmende, eventu-
elt toksiske metabolitter, vil ophobes, og bakteriens delingshastighed vil
falde, »d«. Den stationzere fase, »e«, indtraeder. | denne fase har bakteriekul-
turen opnéet sin maksimale starrelse. Formeringen er enten gaet i std, eller
antallet af dgde og nydannede bakterier opvejer hinanden. | dgdsfasen, »f,
vil antallet af levende celler begynde at falde pga. manglende nering
og/eller ophobning af vaekstheemmende eller toksiske metabolitter.

4. 1 en renkultur er alle bakterier efterkommere af den samme bakterie. Dette
opnas ved, at prgvematerialet - ogsa kaldet inokulum - udsas pa fast medi-
um, hvorefter de enkelte opvoksede kolonier kan overfgres isoleret til et nyt
medium som renkultur.
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5. Til bestemmelse af bakteriekoncentration kan der anvendes fysiske savel
som biologiske metoder. Fysisk kan man ved mikroskopi af et objektglas,
som er inddelt i felter med et kendt volumen prgvemateriale, bestemme kon-
centrationen af bakterier. Dette kaldes tellekammermetoden. Ved denne
metode teelles sdvel dgde som levende bakterier. Biologisk kan man fortynde
prevematerialet og herefter udsa det. Teorien er, at bakterierne er sa fortyn-
dede, at de ligger sa langt fra hinanden pa den udsaede plade, at den koloni,
de giver anledning til, er udtryk for én bakterie. Man kan sa herefter regne
tilbage og fa et udtryk for koncentrationen af levende bakterier. Man bruger
dog udtrykket CFU, (Colony Forming Units), idet man ikke kan veere sikker
pa, at kun én bakterie har givet anledning til én koloni.

6. Nar bakterier skal dyrkes, ma man vide, hvilke krav de stiller til neering.
E. coli er meget ngjsom og behgver blot glukose som kulstofkilde og nitro-
gen, fx i form af amoniumion, NH,". Desuden behgver den lidt salt og spor-
stoffer, for at kunne danne energi og byggesten. Andre bakteriesleegter, som
fx Haemophilus er mere kraesne og kraever desuden aminosyrer, puriner og
pyrimidiner. Ud fra et ngje kendskab til den enkelte bakteries evne til selv at
syntetisere, samt viden om, hvad den skal have tilfgrt, kan man producere
berigede medier, hvorpa den bakterie, man er ude efter, kan vokse.

7. De bakterier, der kraever ilt som elektronacceptor i respirationskaeden for
at kunne vokse, som fx Bordetella, kaldes aerobe. De anaerobe bakterier kan
kun benytte sig af fermentation og dreebes desuden i en iltatmosfere, fx
Bacteroides og Clostridium. Dette skyldes, at ilt i bakterierne reduceres til
hydrogen peroxid, H,0,, og superoxid, O,~, som er toksiske for bakteriecel-
lerne. Fakultativt anaerobe bakterier kan leve i bade aerobt og anaerobt
miljg, X E. coli og Klebsiella. Som de aerobe, beskyttes de fakultativt anaerobe
mod dannelsen af H,O, og O,", af enzymerne superoxiddismutase og kata-
lase, der katalyserer reaktionen:

20,”+2H* 0, + H,0, og 2H,0, 2H,0 + 20,"

Til sidst skal de mikroaerofile bakterier naevnes. De bruger ogsa ilt som elek-
tronacceptor, men kan kun overleve ved lave iltkoncentrationer, idet deres
kapacitet til fiernelse af reaktive iltradikaler er nedsat. Et eksempel herpa er
Campylobacter og Helicobacter pylori.
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v Alkalofil: bakterier, der kreever meget hgijt pH, 10-12.

» Alkalotolerant: bakterier, der taler hgjt pH, 7-9.

v Acidofil: bakterier, der kreever lavt pH, <4.

» Barofil: bakterier, der kraever hgjt tryk.

* Halofil: bakterier, der kreever en hgj saltkoncentration for at vokse.

* Halotolerant: bakterier, der kan tale en hgj saltkoncentration.

v Psychrofil: bakterier, der kan vokse ved lave temperaturer, 0-20°C.

' Mesofil: bakterier, der kan vokse ved lidt hgjere temperaturer, 21-41°C.
» Termofil: bakterier, der kan vokse ved hgje temperaturer, 42-110°C.

9. Ved dyrkning af aerobe bakterier er det yderst vigtigt, at de far tilfart ilt.
Typisk udsas bakterien pa fast eller flydende medium og stilles i varmeskab
med atmosfeerisk luft.

Mikroaerofil dyrkning foregar i beholdere, hvorfrailten er delvis fiernet og
erstattet med fx Ns.

Ved anaerob dyrkning skal ilt veere fjernet, hvilket gagres muligt i et iltteet
kammer. Luften i et sddan kammer vil typisk veere 75% N,, 20% H, og 5%
CO,. Brinten bruges til iltfiernelse ved katalyse. Man kan ogsa tilsatte thio-
glycolat til binding af ilt i et reagensglas med halvflydende agar.

10. Den proces, hvor ilt optreeder som den terminale elektronacceptor i respi-
rationskaeden med samtidig dannelse af energi i form af ATP kaldes for respi-
ration. Tilstedeveerelsen af ilt er derfor en betingelse for overlevelse for de
bakterier, der benytter sig af respiration. Ved fermentation er der ikke elek-
tronudveksling som led i dannelsen af ATP. Her foregar dannelsen af ATP
udfra ADP, der bliver enzymatisk fosforyleret af et i forvejen fosforyleret
metabolisk intermedizrprodukt. Da fermentation ikke ger brug af oxida-
tion/reduktion, skal processen veere »elektrisk neutral«. Fermentation af fx
glukose (CgH1,04) via glykolyse bliver til to molekyler laktat (C;HgO3). Bak-
terier, der fermenterer, har derfor ikke brug for ilt.

11. Ved dyrkning skelner man mellem naturlige og syntetiske substra-
ter/medier. Naturlige medier er fx bouillon eller blodbestanddele, og bouil-
lon kan s& veere beriget med fx serum. Syntetiske medier er veldefinerede
kemiske sammensatninger.

12a. Flydende medier egner sig til hurtig opformering af bakterier, hvorefter
de kan dyrkes og isoleres pa faste medier, som fx en blodagarplade, hvor
man ved udstrygning foretager en fortynding. Herefter kan renkulturer
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fremstilles til videre identifikation. Halvflydende medier, typisk i et rea-
gensglas, egner sig til at undersgge en bakteriecelles beveaegelighed og ilt-
krav. Er der kun veekst i substratets overflade, er bakterierne aerobe, er der
kun veekst i bunden, er de anaerobe, og er der veekst i hele stikkanalen, er de
fakultativt anaerobe. Alt afheengig af om vaeksten er spredt eller samlet i
omradet omkring stikkanalen, kan bakteriernes bevaegelighed afgares.

b.Selektive substrater er tilsat forskellige stoffer, som kun heemmer visse
bakteriers vaekst men ikke andres. P4 denne made kan prgvemateriale, der
indeholder mange forskellige slags bakterier, undersgges selektivt for fore-
komsten af bestemte udvalgte bakterier.

c. Et diagnostisk substrat er sammensat saledes, at bestemte bakteriearter
fremkalder karakteristiske reaktioner, som kan iagttages og som er forskel-
lig fra andre bakterier. Dette kan fx veere forskelligt farvede kolonier pa en
agaroverflade.
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Figur 4. Bakterieformer og lejringer.
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Gram-positive bakterier
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Figur 5. Bakterieinddeling.

Mycobacterium (kun svagt Gram-positiv)

Tests til identifikation af bakterier,
taxonomi og klassifikation

1. P& baggrund af forskellige biokemiske reaktioner er det i mange tilfaelde
forholdsvis enkelt at udfare identifikation af bakterier. De biokemiske reak-
tioner kan fx have et positivt eller negativt resultat, saledes at et mgnster af
positive og negative reaktioner opnas. Herefter sammenlignes med i forve-
jen kendte arters identifikationsmgnstre.

2 A. Der er ingen naturlig klassifikation af bakterier. De kan som fagr naevnt
klassificeres ud fra det sleegtskab, man genetisk kan finde i den ribosomale
RNA-keade 16S. Det har dog ingen praktisk betydning i det rutinemaessige
mikrobiologiske laboratorium. | almindelig biologisk inddeling anvendes et
stringent hierarkisk system, hvor organismerne inddeles med rigerne gverst,
fulgt af reekkerne, klasserne, ordnerne, familierne, sleegterne og arterne.
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Gram-negative bakterier
I
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Figur 6. Bakterieinddeling.

B.Til karakterisering og differentiering af bakterier i sleegter og arter anven-
des mange karakteristika. Gram-farvbarhed, morfologi, iltkrav, starrelse, til-
stedeverelsen af sporer samt biokemiske reaktioner. Til yderligere under-
inddeling af arterne i typer kan anvendes forskellige antigener som celle-
veeg, kapsel, flagel eller pili, der kan identificeres serologisk. De kriterier, der
anvendes, er ofte fremkommet ud fra praktiske mere end teoretiske overve-
jelser. Forskellige morfologiske treek er vist i Fig. 4 (se side 21). En inddeling
pa baggrund af flere forskellige karakteristika er vist i Fig. 5 og 6.

C. | det hierarkiske system star bakterieslaegten over bakteriearten. Det vil
sige, at en given bakterieslaegt kan indeholde flere bakteriearter.

D. Ved navngivning af bakterier bruges det binomiale system. Fgrst angives
sleegtsnavnet, fx Streptococcus, og derefter artsnavnet, fx pneumoniae. Det kor-
rekte binomiale bakterienavn bliver herefter Streptococcus pneumoniae. Bak-
terier kan desuden have trivialnavne. Streptococcus pneumoniae kaldes derfor
i daglig tale for pneumokok.
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Antibiotika og kemoterapeutika,
virkningsmekanismer, resistens-

udvikling, kombinationer,
resistensbestemmelse og
koncentrationsmaling

Ved antibakteriel terapi kan man skelne mellem antibiotika, der produceres
af mikroorganismer som fx penicillin, og kemoterapeutika, der produceres
syntetisk som fx sulfonamider. Denne opdeling er dog forzldet, idet alle de
antibiotika, der oprindeligt blev fremstillet af mikroorganismer, i dag kan
fremstilles syntetisk. Her vil ordet »antibiotika« dog blive brugt, selvom
udtrykket »antibakteriel kemoterapi« ville veere mere korrekt.

1. Ved valg af ételler flere antibiotika skal en reekke forhold tages i betragtning.
Dels skal mikroorganismen vere fglsom over for det givne antibiotikum, og
dette skal kunne na frem til infektionsstedet. Draebes bakterierne, er virknin-
gen baktericid, og hvis vaeksten kun ha&emmes, er effekten bakteriostatisk.

Endelig skal sygdommens sveerhedsgrad og behandlingens effekt opvejes
mod de ulemper, der er ved at bruge et antibiotikum, sdsom bivirkninger,
gkologi, herunder resistensudvikling, og gkonomi.

Den baktericide effekt opnas hos bakterier i veekst, fx ved penicillins effekt
pa den nydannede cellevaeg, sd denne ikke kan opretholde den osmotiske
gradient, og bakterien gar til grunde. Bakteriostatisk effekt opnas fx ved, at
proteinsyntesen heemmes. Dette ses ved brug af fx tetracycliner.

2. Antibiotika adskiller sig fra stoffer til desinfektion ved at veere meget
selektive i deres angrebspunkter, modsat desinfektionsmidler der er toksi-
ske over for alle slags celler. Der er mindst fire forskellige angrebspunkter for
antibiotika i bakteriecellen.

+ Celleveeggens dannelse kan haemmes ved brug af penicilliner og cefalo-
sporiner, og stofferne udmaerker sig ved at ramme en struktur, der ikke
findes tilsvarende i den eukaryote celle.

* Proteinsyntesen kan haemmes ved at ramme ribosomerne med fx amino-
glykosider eller chloramphenicol. Bakteriernes ribosomer er strukturelt
anderledes end eukaryote cellers ribosomer, og der kan derfor forega en
selektiv haeemning.
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* Nukleinsyresyntesen er et andet angrebspunkt for antibiotika, idet bakte-
riecellen gar brug af et synteseapparat, der ikke findes tilsvarende i den
eukaryote celle. Af stoffer skal nseevnes sulfonamider og trimethoprim.

» Cytoplasmamembranens funktion kan gdelaeegges med polymyxiner, s&
permeabiliteten gges og bakterien bliver instabil.

Pa grund af antibiotikas selektivitet er de i terapeutiske doser forholdsvis
atoksiske for mennesker.

3. Det, at en bakterie er fglsom for et givet antibiotikum, betyder at bakterien
haemmes eller draebes, nar der behandles med det pagaeldende antibiotikum.

4. Resistens kan inddeles i mange forskellige grupper med subgrupper efter
mekanisme. Man kan skelne mellem genetisk/ikke genetisk resistens og
naturlig/erhvervet resistens, se Tabel 1. Et eksempel pa ikke genetisk resistens,
der her desuden kan betegnes metabolisk resistens, er hos Mycobacterium
tuberculosis. De kan overleve i arevis i veev, dog holdt i skak af veertens
immunforsvar. De deler sig derfor ikke og har dermed ingen metabolisme,
der kan rammes af antibiotika. Et andet eksempel pa ikke genetisk resistens, der
her desuden kan betegnes strukturel resistens, er L-formerne, der pa grund af
deres manglende celleveeg vil veere resistente over for antibiotika, der virker
pa denne struktur.

5. Man taler om genetisk resistens, nar bakteriecellen kan danne enzymer der
gdelaegger antibiotika. Mange stammer af Staphylococcus aureus producerer
B-laktamase, et enzym der nedbryder antibiotika, der er opbygget omkring
en B-laktamring, som fx penicilliner. Andre bakterier producerer chloram-
phenicol acetyltransferase, der spalter chloramphenicol og ger dem resi-
stente over for dette. Andre eksempler er strukturaendringer i ribosomerne,
séledes at de antibiotika, der virker pa denne struktur, ikke kan binde sig til
dem. £ndringer i syntesevejen af nukleinsyrer kan ggare bakterier resistente
over for sulfonamider. Endelig vil &endringer i bakteriecellens transportme-
kanismer over cellemembranen kunne forhindre tetracyclin og andre anti-
biotika i at komme ind i cellen.

6. En bakteries resistens kan veere naturlig eller erhvervet. Naturlig resistens
er ikke betinget af forudgdende kontakt med et bestemt antibiotikum og
forekommer med vekslende hyppighed hos forskellige bakterier. Den mang-
lende celleveeg hos Mycoplasma gar dem resistente over for antibiotika, der
virker pa netop denne struktur, og man kan her tale om naturlig resistens.
Erhvervet resistens kan opsté som fglge af mutation og den selektion, som bru-
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Tabel 1. Skematisk fremstilling af resistens

Genetisk
Ikke genetisk - metabolisk
- strukturel
Naturlig
Erhvervet - kromosomal
- ekstrakromosomal

gen af antibiotika udever pa bakteriepopulationen. | enhver bakteriepopu-
lation vil der eksistere enkelte mutanter med stgrre resistens end de gvrige
bakterier. Disse mutanter vil under den antibiotiske behandling blive selek-
teret pa grund af deres overlevelsesevne.

7. Udover mutationer, som kan kaldes kromosomal resistens, kan bakteriecel-
len erhverve sig nye egenskaber ved transduktion og konjugation, kaldet
ekstrakromosomal resistens, der tidligere er omtalt under bakteriel genetik.
Overfgrsel af genet for B-laktamase foregar netop ved transduktion.

Et eksempel pa konjugation er overfarsel af den sékaldte R-faktor (R =
Resistens). R-faktoren er et plasmid som indeholder flere resistensgener paen
gang, og som dermed giver dermed anledning til multiresistens. Overfgrsel
kan ske mellem E. coli-stammer, men ogsa mellem forskellige arter som fx fra
E. coli til Pseudomonas.

Som det ses af det foregdende kan produktionen af B-laktamase hos Staphy-
lococcus aureus betegnes bade som genetisk resistens og erhvervet ekstrakromo-
somal resistens.

8. Det er vigtigt at forsta, at bakterier med mutationer i genomet eller bakte-
rier med ekstracelluleert DNA med resistensgener kun fremprovokeres pa
grund af den antibiotiske behandlings selektionstryk. Uden behandling ville
disse bakterier blive udkonkurreret af vildtypen, idet den jo netop er
udvalgt, fordi den har vist sig at overleve bedst under »normale« omstaen-
digheder. Erhvervelsen af de nye egenskaber stiller starre krav til maengden
af byggesten og energi. Populeert sagt er det tungt og besveerligt for bakte-
rien at sleebe rundt pa ekstra arvemateriale eller enzymer. Ved tilstreekkelig
tilbageholdenhed med forbruget af antibiotika kan vildtypen sa vende til-
bage. De resistente bakterier vil altsd altid veere til stede i stgrre eller mindre
grad, men far forst fodfeeste, idet man udrydder deres ellers mere levedyg-
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tige sleegtninge. Konsekvensen af ukritisk og forkert brug af antibiotika og
dermed opretholdelse af et hgjt selektionstryk medfarer:

* Hos den enkelte patient, at bakterier nar at blive resistente, ikke bare
over for det brugte antibiotikum men ogsa over for andre. Infektionen
kan herefter blusse op igen og blive mere og mere behandlingsresistent
efterndnden som man afpraver flere og flere antibiotika.

' | hospitalsmiljget, at infektioner erhvervet pa sygehus tit er multiresi-
stente. Man har pa sygehuse anbragt mange svaekkede og modtagelige
mennesker sammen, sdledes at betingelserne for stort antibiotikaforbrug
og mulighederne for spredning af bakterier er gode.

* | lokalsamfundet, hvor de praktiserende leegers ordination af antibiotika

bade kvalitativt og kvantitativt er afgegrende for resistensudvikling.

* Globalt, at der forekommer udvikling af resistente stammer inden for
mange forskellige bakteriearter. Brugen af antibiotika er ofte ukritisk og
gives til et stort antal mennesker i forbindelse med epidemier, der igen er
et resultat af darlig hygiejne.

Anvendelsen af antibiotika som veekstfremmere til dyrebeseetninger i land-
bruget kan komme til at udggre et stort resistensproblem, hvis bakterier hos
dyrene udvikler resistens, og disse bakterier senere spreder sig til menne-
sker, fx via fedevarer.

De vigtigste lokalisationer med normalflora, hvor resistensudvikling oftest
finder sted, er sveelg/tarm, hud og vagina. Der er forskellige faktorer ved
brugen af antibiotika, der bidrager til resistensudvikling, herunder:

Antibiotikas egenskaber. Ved brug af bredspektrede antibiotika er ten-
densen til resistensudvikling starre end ved brug af smalspektrede.
Bredspektrede antibiotika virker pa mange bakteriearter i normalfloraen
og selekterer derfor resistens blandt mange bakteriepopulationer. Smal-
spektret behandling pavirker kun fa bakteriestammer ud over den, man
gnsker at pavirke.

* Administrationsform af antibiotika. Peroral og lokal brug af antibiotika
har en starre mulighed for pavirkning af normalfloraen i tarmen og pa
huden end intravengs indgift. Absorptionen efter peroral indgift er usik-
ker og ved alvorlige infektioner bgr intravengs indgift foretraekkes.

* Dosering. Antibiotika skal doseres korrekt. For store doser kan resultere i

udryddelse af bakterier, som tilhgrer normalfloraen, der ellers kun er lidt

falsomme for det pageaeldende antibiotikum. For lav dosering fremmer
selektion af resistens i normalfloraen.
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Som det fremgar af ovenstaende, er grundlaget for antibiotisk behandling,
ud over en overvejelse af den kliniske indikation, at vide hvor bjgrnens hjerte
sidder, lees: Viden om resistensmgnster. Herudover skal man velge »den
gamle trofaste riffel med kikkertsigtet«, laes: Smalspektret gammelkendt
antibiotikum, lade den med den rette kaliber og skyde én gang, laes: Korrekt
dosis i kortest mulige tid. Hermed forstyrrer man skovens andre dyr mindst
muligt. Ved man ikke hvor hjertet sidder, vaelger man haglbgssen og skyder.
Bjernen bliver rasende og gar til modangreb, man skyder igen og jo flere
gange man skyder jo mere rasende bliver bjgrnen, for til sidst at sl én ihjel.

Det skal anfgres, at Danmark fortsat er et smgrhul med hensyn til resistens
hos bakterier, ikke blot i Skandinavien og Europa, men i hele verden pa
grund af en restriktiv antibiotikapolitik.

9.Ud over de toksiske bivirkninger, kan der, efter langvarig antibiotisk
behandling med et bredspektret antibiotikum, ses overveekst med resistente
bakterier, en sdkaldt biologisk bivirkning. Dette kan resultere i superinfek-
tioner, som fremkommer efter udryddelse af en stor del af normalfloraen,
hvor enkelte resistente og potentielt patogene bakterier i normalfloraen
opformeres uden konkurrence fra andre bakterier og giver anledning til
infektion.

Et godt eksempel er superinfektion med Clostridium difficile, se denne.

10. Antibiotisk monoterapi ma foretraekkes, idet det betyder smalspektret
behandling og feerre bivirkninger. Kombinationsbehandling kan dog vere
indiceret ved:

' Initialbehandling af alvorlige livstruende infektioner hvor bakteriens
resistensmgnster ikke endnu kendes, fx sepsis og meningitis.

» Samtidig infektion med flere forskellige bakterier.

» Infektion med bakterier, der hyppigt udvikler resistens.

v Infektion med visse bakterier, hvor kombinationsbehandling er doku-
menteret mere effektivt end monoterapi.

Der er visse problemer knyttet til kombinationsbehandling.
Nar fordele og ulemper ved kombinationsbehandling skal vejes, skal man
tage hensyn til eventuel synergisme og antagonisme mellem antibiotika.

» Synergisme er additiv eller supraadditiv kombinationseffekt af to anti-
biotika.

* Antagonisme er kombinationseffekten af to antibiotika er darligere end
effekten af det mest effektive alene.



