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Viborg Frost, Seren Molin, Institut for Systembiologi

Siden Alexander Fleming opdagede penicillin og dermed de moderne anti-
biotika, har vi troet, at dgdelige infektioner tilhgrte historien. Men en ud-
bredt brug af antibiotika har fart til fremkomsten af mange antibiotikare-
sistente bakterier. Bakterierne beskytter sig blandt andet mod medicinen
ved at klumpe sig sammen i slimede biofilm, som isar er et stort problem
pa hospitalerne og hos patienter med kroniske infektioner. For at kunne
bekampe biofilm ma forskerne vide mere om, hvorfor og hvordan filmen
dannes. Ny viden inden for mikrobiologien og udviklingen af nanoteknolo-
giske mikroskoper hjlper forskerne i kampen mod de ubehagelige og syg-
domsfremkaldende bakterier.

Det forste liv, der opstod pa jorden for mere end 3 milliarder ar siden, har formentlig lig-
net de organismer, vi i dag kalder bakterier. Vi kan ogsa veere temmelig sikre pa, at det
sidste liv, der vil findes pa vores klode, nar alt andet er forsvundet pd grund af klimazen-
dringer, meteorer og forurening, ogsa vil veere bakterier. Resten af jordens organismer har
derfor altid mattet leve sammen med disse primitive veesener pa godt og ondt. Bakterier
findes overalt pé jordkloden, selv i de mest ugeestfrie omrader som ved varme kilder (fi-
gur 1), pa havbunden, i det saltrige rede hav og ved de iskolde poler. Derfor er det heller
ikke overraskende, at antallet af bakterier er langt storre end nogen anden type organisme
— det anslas, at der findes 5 x 10* bakterier pé jorden! Til sammenligning er vi blot 6,6
milliarder mennesker, altsa 6,6 x 10°.
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Figur 1. Bakterier findes overalt pd jorden. Til venstre ses en kogende varm kilde. De smukke farver
stammer fra termofile (‘varmeelskende’) bakterier, der laver fotosyntese om dagen og fikserer nitrogen
om natten. De lyserade striber i gejseren pd billedet til hojre er kemotrofe bakterier, der far energi fra
de kemikalier (sulfider), som de spiser.

Bakterier kan have mange udformninger, men er oftest stavformede eller kugleformede.
Pa figur 2 ses nogle forskellige bakterieformer. De fleste stavformede bakterier har en stor-
relse pa omkring 1 mikrometer (1 pum = 1/1000 mm) i tveersnit og er et par um lange. En
terning, der har sideleengden 1 mm, vil séledes rumme omkring 500 millioner celler, hvis
de ligger tettest muligt. Oftest er taetheden dog noget lavere — for eksempel indeholder et
gram muldjord omkring 40 millioner bakterier.

Kugleformede
Kommaformet
) (V. cholerag, kolera)
Meningokokker (meningitis) B
Spiralformet
R (Helicobacter
Kolleformet pylori, mavesar)
Streptokokker Stafylokokker (cmysr,‘,:ﬁif;)r m
Figur 2. Bakterier kan have mange ud-
formninger. Pd billedet ses eksempler pd
Stavformede Proptljakkerformetl
(Borrelia burgdorferi, k ll I H
C’ borelivee) forskellige former. I parentes er angivet
Spiroketer

L eksempler pd bakterier og sygdomme, som
syfilis) i
(s de fremkalder.

Pseudomonas (cystisk fibrose)

Enkeltvis er bakterier altsd objekter i nanoskala, og hvis man vil studere dem som indivi-
der, er man derfor nedt til at anvende nanoteknologiske metoder. Dette gaelder i endnu
hgjere grad, hvis man vil have information om den enkelte bakteriecelles byggesten, som
i realiteten ofte er enkelte proteiner eller molekylere overfladestrukturer. Hidtil har dette
vaeret temmelig vanskeligt, og man har derfor veeret henvist til at undersege mange celler
pa en gang, men i de seneste ar er det ved hjalp af forskellige nanoteknologiske veerkto-
jer, sasom Atomic Force Mikroskopi og elektronmikroskopi (kapitel 2) blevet muligt at
observere et utal af detaljer vedrerende bakteriers levevis. At se bakterier efter i kortene
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er blevet en ny udfordring med meget lovende perspektiver for at forsta disse pa en gang
primitive og dog komplekse organismers livsudfoldelser. I dette kapitel forteeller vi om,
hvordan visse bakterier takket vaere deres serlige levevis og deres evne til at modsté anti-
biotikabehandling kan blive alvorlige trusler for os mennesker. Takket vaere ny viden og
nye teknikker er der dog gode muligheder for, at vi kan lgse en del af disse problemer.

Kampen vi ikke kan vinde

De fleste mennesker bliver i lobet af livet ramt af en infektionssygdom, der kreever be-
handling med antibiotika, og vi tager det for givet, at vi bliver behandlet og helbredt. Men
sadan har det ikke altid veeret. Det er faktisk kun inden for de seneste 60 ar, at antallet af
mennesker, som der af bakterielle infektioner, har veeret faldende.

Antibiotika er naturlige stoffer produceret af mikroorganismer, der bruger dem som ke-
miske vaben mod konkurrerende mikroorganismer. Antibiotika har sammen med vacci-
nationer vearet et af det tyvende arhundredes store opdagelser og har veeret med til at oge
middellevealderen med 20 ar i de industrialiserede lande. Mange har den opfattelse, at
bakterielle infektioner i dag er ufarlige og noget, som vi nemt behandler, men i de seneste
ar er leegerne stodt pa et voksende antal modstandsdygtige bakterier. I det folgende afsnit
forklarer vi, hvorfor dette sker, og gennemgar de mekanismer, som gor bakterierne mod-
standsdygtige.

Uden penicillin Med penicillin

Figur 3. Penicillins virkning. Uden penicillin W samarbejder det gule og orange proteinkompleks om
at danne cellevaeggen. Penicillin blokerer dannelse af ny cellevaeg ved at cendre formen pd det gule
protein.

Hvordan virker antibiotika?

Antibiotika virker ved at heemme specifikke biokemiske processer i bakterier. Deres virk-
ningsmekanismer kan inddeles i fire kategorier: Blokering af dannelse af celleveeg (figur 3),
hamning af nukleinsyresyntesen — det vil sige dannelsen af ny DNA og RNA - haemning af
proteinsyntesen samt dannelsen af folinsyre. Folinsyre, der er et vitamin, er npdvendig for
bakteriernes evne til at danne nye celler (figur 4).

Da de biokemiske processer, der heemmes, kun findes i bakterierne, er antibiotika mere
eller mindre uskadelige for mennesker. Som man kan se af denne korte beskrivelse af an-
tibiotika, ser det ud til, at vi har mange effektive vaben mod infektioner af bakterier.
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Cellevaeg dannelse:

Figur 4. Oversigt over biokemiske Ce"evag

Penicillin
processer, som antibiotika haem- Cephalosporin
il de biok isk Cellemembran Carbapenem
mer. Til venstre ses de biokemiske Daptomycin
processer i cellen. Til hojre ses, Glycopeptider

Dannelse af arvemasse (DNA):
Fluorokinoloner

Dannelse af RNA og protein:
Rifampin

Makrolider

) Klorafenikol

Proteinsyntese Tetracyclin

Aminoglycosider

hvilke antibiotika der pavirker
hvilke biokemiske processer.

Dannelse af Folsyre:
Sulfonamider
Trimethoprim

Bakterierne slar igen

Kort efter at penicillin var blevet kendt og alment benyttet i 1950erne, dukkede der flere
gadefulde sygdomstilfeelde op, hvor behandlingen med dette antibiotikum ikke virkede.
Man opdagede, at Staphylococcus aureus (stafylokokker) ikke var folsomme over for
penicillin. Resultatet var, at en epidemi spredtes pa hospitaler over hele verden. Hvordan
kunne dette ske?

Naturlig udveelgelse er noglen til, hvordan bakterier hurtigt tilpasser sig nye betingelser.
Bakterier formerer sig hurtigt og gennemgar derfor mange cellegenerationer hver dag. I
nogle celler opstar der smé forandringer (mutationer) i deres arvemasse. Hvis en sadan
mutation forandrer den biokemiske reaktionsvej, som et antibiotikum heemmer, kan det
bevirke, at bakterien bliver modstandsdygtig. Hvis bakteriekolonien efterfolgende udsaet-
tes for antibiotika, far de forandrede celler i kolonien en fordel sammenlignet med de
oprindelige celler — de kan formere sig videre trods tilstedeveerelsen af antibiotikum i
modseetning til alle de mange ikke-muterede celler (figur 5). Den naturlige udveaelgelse vil
hurtigt f4 den forandrede bakterie til at sprede sig. Det paradoksale er altsa, at vi har brug
for antibiotika for at helbrede infektionssygdomme, men jo mere de bruges, desto flere
muterede og resistente bakterier opstar der.

‘ Figur 5. Undersogelse af antibiotikaresistens.

Bakteriers antibiotikaresistens kan undersoges
ved at tilsette antibiotika til et veekstmedie

(agar). Kun bakterier med resistens over for
det tilsatte antibiotikum, vokser. Pd billedet er
de hvide pletter bakteriekolonier med antibio-
tikaresistens.

Forskellige typer resistens

Den eksakte mekanisme for, hvordan en bakterie mister sin folsomhed over for antibio-
tika, athaenger af hvilken bakterie og antibiotika, der benyttes. Ofte forandrer mutationer i
bakteriens gener den biokemiske proces, som antibiotikummet heemmer, og derved mis-

ter det sin virkning, men der findes ogsd andre veje til udvikling af antibiotikaresistens.
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For eksempel kan cellemembranen forandre sig, sa den bliver mindre gennemtreengelig
for antibiotika. Dette sker ofte samtidigt med, at bakterien producerer molekylere pump-
er, der hurtigt kan pumpe antibiotika ud af cellen. Bakterierne kan ogsa danne enzymer,
der enten nedbryder antibiotikummet eller aendrer det, sa det ikke virker (figur 6). Mod-
standsdygtige bakterier kan give deres resistens videre til andre bakterier ved at sprede
de gener, som koder for enzymerne. Pa den made opstar der lynhurtigt en omfattende
modstandsdygtighed i en bakteriekoloni. Endelig er der en ny resistensmekanisme, som
vi forst i de seneste ar har faet gjnene op for: Bakterier kan opna midlertidig resistens ved
at leve i multicelle-samfund - i de sékaldte biofilm.

Resistensmekanismer

Antibiotika a a Antibiotika
(f.eks. Penicillin) Kloramfenikol

Enzymer der

Enzymer modificerer antibiotika

der nedbryder antibiotika

Plasmid med .
resistens arvemasse “‘ A_ L
, Antibiotika
& Tetracyklin,
fluoroquinolon

Kromosom

Mutationer der forhindrer
antibiotika i at haamme de
biokemiske processer

Pumper der transporterer
antibiotika ud af cellen

Figur 6. Resistensmekanismer. Skematisk tegning af de forandringer, der kan opstd i bakterier, og som

gor dem resistente over for antibiotika.

Biofilm

I mange ar troede bade forskere og leeger, at bakterier udelukkende levede som enkelt-
celler, uatheengige af hinanden. Imidlertid opdagede man, at bakterier beskytter sig selv
imod mange ubehagelige pavirkninger udefra ved at klumpe sig sammen. Bakterier, der
lever p& denne made, danner en sdkaldt biofilm - altsa klumper af bakterier i en tynd sli-
met film. Eksempler pa biofilm fra hverdagen er belegninger eller slimede overflader pa
teender, fordervede madvarer, akvarier, vandlase, badebroer og pa bunden af skibe (figur
7). Bakterier er en uundgaelig og livsnodvendig del af vores krop. For hver menneskecelle
er der 10 bakterier eller ca. 1 kg i alt, hvis man kunne tage dem alle ud af kroppen og veje
dem. Storstedelen af disse bakterier findes pa huden eller i fordejelseskanalen, fortrinsvis
i tyktarmen, hvor de er med til at nedbryde kostfibre og holder andre skadelige bakterier
borte. Men ogsa resten af kroppen er beboet af bakterier, for eksempel i neese og svelg, pa
teenderne og alle andre steder, hvor der er lunt og fugtigt. Som regel er bakterierne klum-
pet sammen i biofilm og helt uskadelige eller som beskrevet ligefrem gavnlige.
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Figur 7. Biofilm vokser alle vegne, hvor der er
fugtigt og lunt, som i vandldsen under kokken-
vasken (venstre) og i akvarier (midten). De er
samtidig et alvorligt problem hos patienter med
eksempelvis indopererede katetre. Pd billedet
yderst til hojre, ses et kateter udtaget fra bug-
spytkirtlen. Patienten dede af blodforgiftning
fordrsaget af biofilmbakterierne.

Desveerre er bakterier ikke altid ufarlige. Vi kan stadig rammes af infektionssygdomme,
og iseer biofilminfektioner er et stort problem. Bakterier er op til tusind gange bedre be-
skyttet, nar de sidder i en biofilm, og er derfor sveere at udrydde med antibiotika. De mod-
standsdygtige biofilm finder man blandt andet hos patienter med kroniske sar, langvarige
lungeinfektioner og hos patienter med implantater, for eksempel hjerteklapper og katetre
(figur 7). De ansvarlige bakterier — for eksempel Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
og stafylokokker (figur 8) — er meget svaere at udrydde, da bakterier i biofilm som sagt er
godt beskyttet bade mod antibiotika og ogsa mod kroppens eget immunforsvar.

Figur 8. Biofilm med stafylokokker
(elektronmikroskop).

De senere ars nye viden om bakteriers antibiotikaresistens i forbindelse med biofilm har
stimuleret interessen for at forstd, hvad der er sa specielt ved at vokse i en biofilm. I det
folgende afsnit kan du laese om det alvorlige problem med biofilm i lungerne hos patienter
med cystisk fibrose, og om hvordan forstaelsen af biofilmdannelsen hjalper leegerne med
at behandle patienterne.

Pseudomonas aeruginosa, den klatrende bakterie

Pseudomonas aeruginosa (figur 9) er en bakterie, der har faet stor opmeerksomhed blandt
forskere i hele verden. Bakterien er blandt andet kendt for sin rolle i udvikling af biofilm
i lungerne hos patienter med den arvelige sygdom cystisk fibrose. Det slimlag, som nor-
malt deekker cellerne i luftvejene og er med til at rense lungerne, er hos patienter med
cystisk fibrose meget sejt og tyktflydende. Patienterne har sveert ved at hoste det tykke slim
op, som derfor er et ideelt sted for Pseudomonas-bakterier, der uforstyrret kan kolonisere
slimhinderne og danne biofilm.
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Figur 9. Pseudomonas aeruginosa (brune)
(elektronmikroskop).

*i'\_.‘.,_\.\_

Kroppens kamp for at fjerne bakterierne medferer et konstant bombardement fra immun-
forsvaret pa de inficerende bakterier. Desveerre beskytter biofilmen bakterierne imod dis-
se angreb, og da de i hej grad ogsa er modstandsdygtige over for antibiotikabehandling,
har de gode chancer for at blive i lungerne. Resultatet er, at lungevaevet gradvist bliver
nedbrudt pa grund af immunforsvarets kamp mod bakterierne. Efter nogle ér vil evnen
til at optage ilt i lungerne vaere kraftigt nedsat, og det medferer bade nedsat livskvalitet og
oftest en tidlig ded.

Dannelsen af en biofilm

P aeruginosa lever som to forskellige typer celler, nar den etablerer sig som biofilm i labo-
ratoriet, nemlig en bevagelig og en ikke-beveegelig celletype. Netop samspillet mellem
disse to typer af celler har stor betydning for, hvordan P. aeruginosa biofilmen udvikler
sig.

Dannelsen af biofilm sker i flere faser: Nar en vaeske strommer over en overflade, binder
molekyler fra vaesken sig til overfladen og danner derved en ’kemisk film’ Da den kemi-
ske film ofte bestar af stoffer, som bakterier kan udnytte som fodekilde eller som ’klae-
bemolekyler’, tiltraekker og binder den kemiske film bakterier fra veesken. I forste omgang
binder bakteriecellerne sig kun lost til overfladen, men pa et tidspunkt binder de sig per-
manent. De celler, der nu sidder fast, deler sig og danner ganske sma kolonier bestdende
af op til tusindvis af ubevaegelige celler. Mikrokolonierne udvikler sig s& laenge, der er
neering i det omgivende milje.

Andre celler pa overfladen beveger sig rundt, idet de har nogle meget tynde ‘nanohar’ pa
celleoverfladen kaldet flageller, der gor dem i stand til at 'kravle’ (figur 10). Efter et stykke
tid er hele overfladen daekket.

0.0 pm 20 4.0

Figur 10. P. aeruginosa-bakterier med flageller.

Nanoteknologiske Horisonter 167



Pé et tidspunkt begynder den beveegelige population at kravle op oven pa mikrokolonier-
ne af ikke-beveegelige bakterier. Til sidst ses den modne biofilm, som nu bestar af padde-
hatlignende mikrokolonier med en stilk af den ikke-beveagelige celletype og oven pa en
hat af den bevegelige cellepopulation (figur 11). Imellem paddehattene dannes der et net
af kanaler, som tilfgrer bakterierne naering og ilt.

Figur 11. Dannelsen af paddehattelignende strukturer i biofilmen. De bld omrdder er ikke-beveegelige
bakterier, som de beveaegelige (gule) bakterier kravler op oven pd, formentlig fordi der er flere neerings-
stoffer og ilt pa toppen.

Grunden til, at de bevaegelige celler klatrer op pa toppen af de dannede mikrokolonier, er
sandsynligvis, at de her har bedre levevilkar end nede i bunden af biofilmen, da der er en
hgjere koncentration af ilt og neeringsstoffer pa toppen. Nar paddehatten er fuldt udviklet,
lgsriver enkelte celler eller hele omréader af biofilmen sig, formentligt pa grund af lokale
omréder med manglende ilt eller nzeringsstoffer. De lasrevne celler etablerer sig og danner
nye biofilm andre steder. Hele processen er beskrevet skematisk i figur 12.

1) Reversibel 2) Permanent vedhaftning 3) Celledeling
vedhaftning

~ - “
ey S- — - ‘e — s -

-

-

=\, - e - -y

4) Biofilm modning 5) Ligevaegtstilstand

Figur 12. De fem stadier i biofilmdannelsen. Bakterierne starter med at binde sig lost til overfladen
(trin 1), men pd et tidspunkt cendrer de deres vedheeftning til at blive permanent (trin 2). Samtidig med
vedheeftningen deler cellerne sig, og klumpen af bakterier vokser (trin 3) og modnes til en fuldt udviklet
struktur (trin 4). Til sidst opnds ligeveegtstilstand mellem voksende bakterier, de, der scetter sig fast, og
de der slipper taget i biofilmstrukturen (trin 5).
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Forsgg har vist, at det med en behandling, der kombinerer to antibiotika, faktisk er muligt
at ramme bade den centrale del af paddehatten, altsé stilken, og selve paddehatten. For-
klaringen er, at nogle antibiotika virker pa langsomt voksende celler, som findes i stilken,
mens andre er effektive mod aktivt og hurtigt voksende celler, som sidder i toppen af
paddehatten. Opdagelsen af, at antibiotika-cocktails er meget effektive mod biofilm (figur
13), er saledes et godt eksempel p4, at de grundleeggende undersegelser af biofilm i labo-
ratoriet er vigtige for at give os nye vaben til bekempelse af alvorlige infektioner. Der er
dog desverre altid nogle enkelte celler, der overlever kombinationsbehandlingen, enten
fordi de er resistente, eller fordi de ikke befinder sig i neerheden af de kanaler, hvorigen-
nem medicinen bliver transporteret. Efter antibiotikabehandlingen vil de overlevende
bakterier kunne danne en ny biofilm, hvilket desverre betyder, at en patient aldrig slipper
helt af med infektionen. Derfor er det ogsa sa vigtigt at blive ved med at studere bakterier

i biofilm, sa vi kan leere mere om mekanismerne.

Figur 13. Kombinationsbehandling. Det kan veere nodvendigt at kombinere flere typer antibiotika for
at sld alle bakterierne i en biofilm ihjel. Antibiotikas virkning undersoges med ‘Live-dead’ farvning,
hvor cellerne farves med to fluorescerende farvestoffer. Gront binder til DNA i alle celler, mens rodt kun
farver dede celler. Sdledes kan man skelne mellem dode (rode) og levende (gronne) celler. Til venstre
ses en behandling med ciprofloxacin, hvor kun fa celler er dode (rode). I midten ses en behandling med
colistin, hvor cellerne i de nederste lag i biofilmen er dode. En kombinationsbehandling med de to anti-

biotika (til hojre) slar alle celler ihjel.

Bakterieinfektioner under luppen

Nar man studerer bakterier i biofilm, kraever det helt andre metoder, end nér bakterierne
svemmer frit rundt i en suppe af naringsstoffer. Som tidligere neevnt er bakterieceller i
en biofilm mere modstandsdygtige over for antibiotika end celler, der svemmer rundt i
vaeske. Samtidig reagerer cellerne i en biofilm ogsé forskelligt pa antibiotikabehandling-
en, som beskrevet ovenfor. Ved at anvende forskellige fluorescerende farvestoffer er det
muligt at se i et mikroskop, hvilke bakterier, der er blevet slaet ihjel af behandlingen, og
hvilke der stadig er levende (figur 13). Metoden kan bruges til at afgere, hvor i biofilmen
et antibiotikum virker, og hvis man sammenligner sadanne observationer med andre un-
dersogelser af cellernes opforsel, kan man finde ud af, hvorfor s mange bakterier i en
biofilm ikke er folsomme over for antibiotika. I det folgende afsnit beskrives det, hvordan
forskerne ved hjeelp af mikroskopi og farvningsmetoder har afslgret, hvordan den farlige
bakterie Listeria monocytogenes danner biofilm.
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Listeria monocytogenes
er en hardfer bakterie, der:

- vokser ved temperaturer
mellem 1 og 45° C og derfor
0gsa pa kel

- vokser ved hgje saltkoncen-
trationer

- vokser med og uden til-
stedevaerelse af ilt

- taler udterring og frysning

Kilde: Danmarks Fiskeri-
undersggelser

Bakterien forarsager Liste-
riose, som er en alvorlig
sygdom, der is@&r rammer
ldre og personer med nedsat
immunforsvar, som har spist

Listeria monocytogenes — nar bakterier gar i doden for hinanden
Listeria monocytogenes er en lille, men meget hardfor organisme. Bakteri-
en er udbredt i naturen, men findes ogsé i mange fodevarer, hvor den er
arsagen til alvorlige madforgiftninger. Listeria findes primeert i oste- og
melkeprodukter, men ogsa i andre typer af fodevarer som eksempelvis
leverpostej, kodpaleg og fisk. Endelig findes den i tarmen hos 10 % af
befolkningen.

Bakterien vokser gerne i mad, der indeholder meget salt, men mere pro-
blematisk er det, at bakterien ogsa vokser ved keleskabstemperatur til for-
skel fra mange andre bakterier. Dens ultimative forsvarsmekanisme er dog
nok, at den bliver siddende fast pa overflader, selv under renggring. Det
skyldes formentlig, at den ud over at kunne klistre til overflader, ogsa kan
Kklistre til andre nabobakterier: Den danner altsd biofilm og eger derved sin
forsvarsevne.

Overforslen af Listeria sker ved darlig hygiejne i forbindelse med fremstil-
ling eller tilberedning af madvarer. Der er heldigvis ikke mange tilfelde
af infektioner med Listeria om aret, men til gengeeld kan konsekvenserne
ved smitte veere meget alvorlige, da man kan udvikle blodforgiftning eller

fgdevarer med et hgjt

N . . s 0 am 0 af el
e e meningitis, og gravide kvinder risikerer at abortere. Op til 30 % af infek

tionerne har dedelig udgang. I de senere ar er der i gennemsnit registreret
40 tilfeelde af smitte om aret her i Danmark, men desveerre ser det ud til, at
antallet af tilfaelde er stigende, og i 2006 blev der registreret 53 tilfeelde.

For at bekaempe Listeria monocytogenes er forskerne nedt til at opklare, hvordan bakteri-
erne sidder fast pa overflader og danner de steerke bindinger til hinanden. Nar man ved
mere om dette, kan man maske finde metoder til at oplese biofilmen og dermed gore
bakterierne sarbare over for rengering.

Fra andre bakterier ved man, at det normalt er sukkerstoffer, proteiner og DNA, der udger
det skelet, som holder sammen pa biofilm. DNA klistrer godt til overflader, men det kan
ogsé klistre godt til bakterieceller og er derfor en vigtig bestanddel af biofilmen. Ved at
fierne DNA eller nogle af de andre molekyler er det muligt, at man kan edelagge struk-
turen i filmen sd meget, at bakterierne helt slipper taget i hinanden.

Ved hjalp af mikroskopi og farvningsmetoder kan man se, at der er DNA i Listeria-biofil-
men (figur 14). Men hvor kommer dette DNA fra? Ved sammenligning af DNA fra biofilm
med DNA isoleret direkte fra bakterierne kan vi se, at biofilmens DNA kommer fra dede
Listeriaceller.
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Figur 14. DNA i biofilm. Bakterierne i en Listeria-biofilm holdes sammen af et netveerk af celler og
DNA. Pa billedet til venstre ses, hvordan DNA (rodt) ligger koncentreret mellem bakterierne (gronne).
Billederne i midten og til hojre viser henholdsvis DNA og celler hver for sig.

For at flerne DNA ma man anvende enzymet DNase, som klipper DNA i stykker. Nar
enzymet tilseettes en biofilm af Listeriaceller, bliver denne straks oplest, og bakterierne
bliver lgsrevet fra overfladen (figur 15). De dede bakteriers DNA stabiliserer altsa biofil-
men, og man kan derfor sige, at nogle af bakterierne ma dg, for at andre kan klistre sam-
men til en biofilm.

Figur 15. DNases virkning. Til venstre ses en Listeria-biofilm bestdende af celler og DNA, som begge
Klistrer til overfladen. Til hojre ses DNases virkning (det gule protein) pa biofilmen. Enzymet klipper
DNA-strengene i stykker, hvorefter strukturen i biofilmen oploses og cellerne slipper taget i hinanden
og overfladen.

Det ser sdledes ud til, at der ved hjelp af enzymet DNase er fundet en lesning pé proble-
met med biofilm i fodevareindustrien. Forhabentlig vil metoden i fremtiden forhindre
forurening af fodevarer med denne bakterie.

Atomic Force Mikroskopi til biologiske undersogelser

For mange infektionssygdomme eksisterer der stadig en lang reekke sporgsmal som ikke
er opklarede endnu. Nar mikrobiologiske forskere vil se inficerende bakterier i kortene,
er det ofte som at sege i blinde, blandt andet fordi bakterier er s& sma, at man kun lige
kan skimte den enkelte bakterie i et lysmikroskop. Bade med et almindeligt lysmikroskop
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og med fluorescensmikroskopet er det desuden svaert at lave skarpe billeder af prover,
der bestar af flere lag som eksempelvis en biofilm. I stedet bruger forskerne et konfokal-
mikroskop, der udelukker lys fra lag, som ikke er i fokus. Det betyder, at man kan analy-
sere en prove lagvis og bagefter rekonstruere dens tredimensionelle struktur. Men ogsa
konfokalmikroskopet er begraenset af bakteriernes ringe storrelse. I stedet har elektron-
mikroskopet (kapitel 2) i en arrakke veret et vaerdifuldt instrument til at studere den
enkelte bakterie teettere pa, men ulempen ved at bruge det er, at man kun kan undersoge
kemisk behandlede - og derfor dede — celler. Hvis man vil se meget sma detaljer hos en
bakteriecelle, for eksempel pa cellens overflade, og bakterien samtidig skal vere leven-
de, er der behov for helt nye instrumenter. Her kommer nanoteknologien os heldigvis til
hjeelp.

Atomic Force Mikroskopet (AFM) (kapitel 2 og figur 16) er udviklet til analyse af overflader
helt ned til atomar skala, det vil sige, at man i princippet kan adskille og se enkelte atomer.
Metoden var teenkt til analyse af uorganiske materialer sa som silicium til brug i compu-
terchips. I dag er det imidlertid muligt at bruge AFM til at undersage biologiske materia-
ler, hvilket har abnet mikrobiologernes gjne for mikroskopet. Med et AFM kan man se
selv de mindste nanostrukturer pa bakteriernes overflader (figur 17). Uheldigvis fungerer
AFM - ligesom elektronmikroskopet — bedst pa indterrede preeparater, hvilket betyder, at
bakterierne der og siledes ogsd mister deres oprindelige overfladestruktur.

Figur 16. Atomic Force Mikroskop. Proven
leegges ned i midten af apparatet. Billedet
overst til hojre viser mikroskopet vendt om -
ndlen (ikke synlig) befinder sig for enden af en
lille siliciumbjcelke, der er monteret i midten
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af den guldbelagte holder.

Metoden med at indterre bakterierne kan dog stadig anvendes til mange formal. For
eksempel kan man undersoge overfladen af bakterier behandlet med antibiotika. Ved
at sammenligne resultatet med en prove af ubehandlede bakterier kan man finde de
andringer, som skyldes antibiotikummet. Séledes er effekten af det antimikrobielle peptid
Colistin blevet undersogt pa bakterien Pseudomonas aeruginosa. Efter fo minutter kan
man se effekten af Colistin som huller i bakterien og delvis oplasning af cellens overflade

(figur 17).

&3 YA IR 2 Figur 17. AFM billeder af Pseu-
' : * domonas aeruginosa. Pd billedet til
venstre kan man se en bakterie, der
er blevet gennemhullet af Colistin.
Til hojre ses en celle udsat for samme
behandling, hvor cellemateriale rundt
om bakterien er indtorret.

Helt optimalt ville det dog veaere, hvis man kunne se pé bakterierne i live, hvorfor vi bliver
nedt til at finde metoder til at studere cellerne i vaeske. Det store problem er, at bakteri-
erne skal ligge helt fast p& overfladen, da AFM-nalen pa grund af sin fysiske kontakt med
proven ellers skubber til bakterierne. Som naevnt i afsnittet om biofilm satter bakterierne
sig naturligt fast pd mange overflader, men denne naturlige binding er ikke steerk nok til
at modsta de kreefter, som nélen pévirker cellerne med. Derfor mé der tages forskellige
kemiske metoder i brug, der udnytter, at bakterierne, som har en negativt ladet overflade,
binder sig til en positivt ladet overflade samt kan danne bindinger mellem molekyler pé
celleoverfladen og en kemisk behandlet glasoverflade, for eksempel en tynd film af gela-
tine.

Som olie i vand

Nar bakterierne befinder sig i en vaeske, er deres overflade meget blod og kan naermest
sammenlignes med en drabe olie i vand. Det er derfor en stor udfordring at bruge AFM
pa bakterier i veske, selvom de er sat fast pd en overflade. En af de vigtigste faktorer for
at kunne tage AFM-billeder af bakterier i vaeske er, at den arm, som nélen sidder pa, skal
veere meget blod. Ellers er der risiko for, at bakterierne skrabes fri fra overfladen, eller at
cellemateriale rives af cellen og giver et forkert indtryk af cellens form. Desuden ma nalen
kun lige rore bakterien, igen for at undga at edelagge cellen. Det betyder alt sammen, at
nélen har sveert ved at holde sig pa overfladen af bakterien og at AFM metoden derfor
ofte er ustabil. Nar forskerne alligevel bruger den, skyldes det, at metoden giver en masse
veerdifuld information om, hvordan bakterier binder sig til overflader og danner biofilm.
Hvis man setter bakterierne fast pA AFM-nalen, og forer den ned mod en overflade, vil
bakterierne af sig selv begynde at saette sig fast pa overfladen. Nar man efter et stykke tid
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prover at treekke nalen veek fra overfladen, holder bakterierne fast i bade overfladen og
AFM-armen, sa den bgjer. Den kraft, der skal til for at rive nalen lgs, aflaeses og bruges
som et mal for bakteriens evne til at binde sig til en overflade. Med denne metode kan
man bade undersoge, hvad det er, der far bakterierne til at swtte sig fast, og sammenligne
torskellige overfladers tilbgjelighed til at danne biofilm.

AFM blev ikke udviklet for at undersage biologiske feenomener, men endnu engang viser
historien, at store gennembrud kan komme fra de mest uventede kanter. Mange andre na-
noteknologiske opfindelser og metoder kan som AFM bruges til biologiske undersogelser.
For eksempel kan nanopartikler med vedhaftede sensormolekyler bruges til at male
iltkoncentrationer og pH. Det er derfor ikke maerkeligt, at biologer oftere og oftere hen-
vender sig til fysikere og kemikere for at hente inspiration og praktiske lgsninger pa bio-
logiske spergsmal. Omvendt er mange fysikere og kemikere ogsa begyndt at interessere
sig for biologiske problemer, der giver helt nye anvendelsesmuligheder for deres viden og
metoder. Denne stigende tvaerfaglighed er noget af det mest interessante, der sker inden-
for naturvidenskaben i disse ar.

Perspektiver

Med denne korte beretning om bakterier ensker vi at pege pa nogle af fremtidens biologi-
ske udfordringer — herunder infektionssygdomme, som i dag ikke kan behandles. Hvis vi
skal forsta livets mangfoldighed for at kunne beskytte og bevare sd meget som muligt af
denne og samtidig reducere truslerne fra de naturlige fjender, som for eksempel bakterier,
sé skal biologerne i storre udstreekning forene kreefterne med fysikere, kemikere, matema-
tikere og ingenigrer. Det er i krydsfeltet mellem disse discipliner, at fremtidens biologer
vil finde svar péa nogle af de store biologiske spergsmal, og det er herfra, vores bern og
bernebern skal hente inspiration til at imgdegé de problemer, som fremtiden bringer.
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