Gør rede for opbygningen af en typisk Gram positiv og Gram negativ bakteriecelle og beskriv kort

funktioner, der er knyttet til de enkelte dele.

Generel opbygning af bakterier: Kapsel, cellevæg, cellemembran og cytoplasma med DNA-materiale. Forskellen mellem gram-positive og gram-negative bakterier ligger primært i opbygningen af det næstyderste lag; cellemembranen.

Bakterien syntetiserer et extracellulært polymerisk materiale; glycocalyx. Dette kan danne en veldefineret struktur veladhæreret til cellemembranen og kaldes så kapsel. Det kan også danne et løsere netværk rundt om cellen, hvorved et slimlag vil dannes.

De fleste kapsler består af polysaccharider men fx Bacillus arter danner polypeptidkapsler

Bakterier med veldefineret kapsel vil danne mucoide kolonier på en agarplade, men de fleste kapsler kan kun erkendes ved elektronmikroskopi eller immunologiske farvning for K-antigener.

Kapslens funktion er beskyttelse af cellen mod fx udtørring i miljøet. Patogenetisk virker kapslen fx ved at adhærere til overflader eller vanskeliggøre fagocytose.

Cellevæggen er stiv og beskytter cellen mod mekanisk skade og osmotisk lysering.. Forskelle i den kemiske og strukturelle opbygning af cellevæggen er ansvarlige for forskellene mellem forskellige bakterietyper fx deres patogenesitet og farvbarhed. Peptidoglycan er en vigtig polymer ansvarlig for fastheden af cellevæggen.

Opdelingen i grampositive og –negative sker på baggrund af farvbarhed ved Gram metoden.

De Gram positive cellevægge er ret tykke og ensartede og består hovedsageligt af peptidoglycan krydsbindinger (tykt lag) samt teichosyre og lipotechsyre. Cellevæggen er non-selektiv permeabel, tillader molekyler op til 100kD og udelukker dermed kun store molekyler og hydrofobe molekyler. Desuden findes der i cellevæggen polysaccharider, der udgør antigenerne og efflux-pumpeproteiner. Det tykke peptidoglycanlag holder på farven, når cellerne tilsættes alkohol (affarves ikke) i Gram-metoden og farves dermed blå.

De Gram negative har en mere kompleks struktur med en ydere membran og et periplasmatisk rum indeholdende en ret lille mængde peptidoglycan krydsbindinger (tyndt lag), der via lipoproteiner  sidder fast i den ydre membran. Den ydre membran er et proteinholdigt asymmetrisk bilipid-lag. Den indre overflade ligner en cytoplasmamembran, mens den ydre består af lipopolysaccharider (LPS), der udgør exotoxinet ved cellens død. Den ydre membran indeholder desuden Lipid A, en molekylær komponent med endotoxiske aktiviteter, der er ansvarlig for biologiske og toxiske egneskaber idet det aktiverer inflammationsmekanismer, samt 4-5 proteiner (OMP) i høj koncentration. LPS molekylerne består af Lipid A og O-polysaccarider (O-antigener), der er hydrofobe og dækker bakterien. Lange polysaccharidkæder er ansvarlige for at bakterien danner glatte kolonier. Er de korte, bliver kolonierne ru. Membranen gør cellen i stand til at modstå hydrofobe molekylder. Kun små molekyler kan diffundere gennem membranen via poriner. Affarves af alkohol og bliver dermed røde. 

Cytoplasmamembranen er fleksibel og består af phospholipider og proteiner og ligner og fungerer som plasmamembranen i eukaryote celler, men indeholder ikke steroler. Kun få molekyler kommer igennem ved passiv diffusion, aktiv transport via carrier molekler. ATP er energiforme, desuden foregår elektrotransportkæden til respiration her.

Cytoplasmaet er flydende og indeholder DNA, ribosomer, næringsstoffer, enzymer mv. 

Fig.  2.1 i Quinn er vigtig. 

Gør rede for opbygningen af bakterielle endosporer og redegør for fysisk kemiske karakteristika af

disse celler.

Endosporer er passive/hvilende og yderst resistente bakterieformer, der dannes af nogle bakterier for at overleve under ufordelagtige forhold i miljøet. To genera af patogene bakterier er spore-formende; Bacillus (aerobe) og Clostridium (anaerobe). Endosporerne producerer inde i bakteriecellen og udviser variation i størrelse, form og placering i cellen, der kan tjene til diagnosticering af bakterien.

Det er ikke et formeringsorgan men en overlevelsesform – og yderst effektiv.

Da sporen er resistent og impermeabil kræves speciel farvemetode (syrefarvning, men sporerne kan genkendes i bakterierne som anderledes lysbrydende i fasemikroskop. 

Resistens skyldes deres lagdelte struktur (ringe i et løg), deres dehydrerede stadie, ubetydelige metaboliske aktivitet og det høje indhold af dipicolon-syre i kombination med calcium. Thermostabile. Når sporen reaktiveres sker der germination gennem tre stadier: Aktivering, initiering (spiring) og udvækst. Disse stadier kan gennemløbes på få timer under gunstige forhold. Aktiverende faktorer kan fx være kortvarig opvarmning, fjernelse af sporens overflade eller syrepåvirkning. Hvis de omgivende forhold er favorable sker endvidere initiering og germination. Sporens cortex og coat degenereres, vand absorberes, calciumdipicolinat frigives og væksten sker. Outgrowth er en biostyntetsisk aktiv periode i den nye vegetative celle. Den celle der dannes, er identisk med den, der dannede sporen.

Endosporen består af følgende lag indefra og ud:

· Kerne med cellens genom, protein og RNA

· Indre membran

· Væg

· Sporecortex

· To laget sporekappe

· Exosporium

Lagene er lettest at forklare i forbindelse med sporulationsprocessen; DNA’et samles til et axialt filament og deles asymetisk. Den ene nye celle bliver til endosporen, den anden til vegetativ celle. Om endosporen dannes en dobbeltmembran med ovendtorientering (lipofil udad). Herom dannes en sporecellevæg bestående af peptidoglycan og udenpå igen en tyk cortex af stærkt modificeret peptidoglycan. Udenpå denne dannes sporekappen, der består af to lag; et hydrofobt kreatinlignende protein og længere ude et kulhydratlag, der kaldes exosporium.

Figur 2.3 i Quinn og 3.7 i Høiby

Gør rede for forløbet af den vækstkurve, der fremkommer når man poder en vækstbouillon med en

bakterie, og redegør for de underliggende grunde til vækstkurvens forløb.

Kurven starter langsomt (lag fase), stiger så hurtigt (eksponentiel/vækst fase), flader ud (stationær fase) og falder til sidst (decline/døds fase).

I lagfasen sker den metaboliske aktivitet, bakterierne behøver forud for at kunne dele sig; der dannes bl.a. ribosomer. Længden af lagfasen er afhængig af, om de inokulerede bakterier kommer fra en hvilende, udvokset eller voksende kultur. De to første vil give en lang lagfase, det sidste en kort.

Herefter starter delingen og bakterierne accelererer ubalanceret over i vækstfasen.

I vækstfasen er delingen balanceret (dvs cellekomponenterne vokser og deler sig synkront) og antallet af bakterier øges ved binær fission (1 celle deler sig til 2) På dette tidspunkt er væksten eksponentiel (->2->4->8 ect) Generationstiden afhænger af genetiske og nutritionelle faktorer. På et tidspunkt begrænses væksten, fordi de essentielle vækstfaktorer udtømmes eller opbruges. Herefter vil toksiske metabolitter akkumuleres i mediet. 

Således indtræder den stationære fase, i hvilken der sker langsom vækst og deling af nogle celler mens andre dør.

Når kulturen indtræder i dødsfasen, begynder de gamle celler at dø hurtigt, hvorefter de yngre dør. Dødshastigheden vil derfor også blive eksponentielt faldende. Cellerne bliver mindre og har færre ribosomer og ændrede enzymer. Sporedannende bakterier vil i denne fase danne deres endosporer.

Farvede præparater fra dødsfasen kan således vise abnormt formede celler.

Det er muligt at forlænge vækstfasen i et særligt vækstkammer forbundet med et reservoir af frisk medium, således at der sker udvæksling af nærings- og affaldsstoffer og der således ikke ophobes toksiske stoffer

Cellerne deles som beskrevet ved binær fission. Under balanceret vækst er der konstant forhold mellem cellemasse og DNA, da hurtigt voksende celler har faseforskudt DNA-replikation, der muliggør at generationstiden kan komme helt ned omkring 20 min (E. coli under optimale forhold)

Hurtigt voksende celler er af denne grund større end langsomt voksende.

Væksthastigheden in vivo er oftest meget lavere end in vitro, dvs. i dyreforsøg 5-10% af hastigheden i kultur.

Fig. 3.2 i Quinn og 3.64 i Høiby

Gør rede for metoder til at tælle bakterier.

Bakteriepopulationers størrelse udtrykkes oftest som antallet af celler eller densiteten af dem

Celle antallet kan bestemmes enten som totalt celleantal eller viabelt celleantal dvs. antal levedygtige celler, der kan dele sig.

Bakterierne kan tælles ved direkte mikroskopi, ved at tælle kolonier, ved membranfiltration eller elektronmikroskopi.

Optælling af celler er relevant til specifikke formål fx ved vaccinefremstilling eller test af vand.

Mulige metoder:

Mikroskopi: 

Breeds metode, direkte udstrygningspræparat: Optællingen sker i et fikseret og farvet præparat præpareret af et defineret volumen væske på hvilket der tælles 50 mikroskopiske felter. Dette er den traditionelle metode til at tælle bakterier i mælk. Den er langsom og upræcis og differentier ikke mellem levedygtige og døde bakterier.

Tællekammer: Optælling af et fikseret volumen bakteriesuspension under anvendelse af en kallibreret sliske. Testen differentierer ikke mellem levende og døde bakterier.

Koloni tælling: (her tælles kun levende bakterier)

Spread-plate: Efter seriel 10-foldsforynding af en bakteriesuspension overføres et fikseret volumen til agarplader og inkuberes. Koloniantallet tælles på plader med 30-300 kolonier. Herudfra kan antallet af kolonidannende enheder (CFU/mL) beregnes.

Pour-plate: Efter seriel 10-folds fortynding overføres 0,1 mL til en tom petriskål og der tilsættes flydende agar og blandes. Koloniantal tælles som i ovenstående.

Miles-Misra: Efter 10-folds fortynding afsættes 0,02 mL fortynding på en del af en agarplade; 5 fortyndinger på hver plade. Kolonitælling foretages som i ovenstående. Gennemsnittet af de talte tal bruges til udregning af CFU/mL

Membranfiltration: Efter filtrering af et kendt volumen gennem et filter med 0,22(m porer placeres filteret på en agar og inkuberes. Antallet af levedygtige bakterier tælles som CFU/mL 

Andre tællemetoder:

Uigennemsigtige rør/spektrofotometri: Bakteriesuspensionen sammenlignes visuelt med at McFarlands standard rør og sammenlignes med tabel, der angiver antal/mL

Elektronisk tælling: Med elektronisk instrument fx Coulter counter giver præcise tal, hvis det kalibreres rigtigt. Tæller totalt antal celler.

Når man fortynder og tæller CFU er der statistisk usikkerhed,  da vi tager en stikprøve. Der skal tælles op med 400 kolonier for at få en rimelig statistisk sikkerhed på resultatet.

Gør rede for temperaturens indflydelse på vækst af bakterier, og hvorledes bakterier kan grupperes i

forhold til dette.

Bakteriers vækst afhænger i kultur af faktorer som fx temperatur, H+koncentration, fugtighed, atmosfærens sammensætning og det osmotiske tryk.

De fleste patogene bakterier vokser ved 37oC som i alm. kropstemperatur. Disse bakterier med optimum 37oC kaldes mesofile [som elsker det, der er midt i mellem] og vokser som oftest i intervallet 20-45oC

Mange bakterier med habitat i miljøet har optimaltemperatur uden for dette interval.

Dem, der vokser optimalt ved en inkubationstemperatur på 15oC (0-20oC), kaldes psychrophile [kuldeelskende], nogle kan endog vokse helt ned til –10oC forudsat at mediet ikke fryser til is. Optimal inkubationstemperatur tæt på 60oC har de thermophile bakterier [varmeelskende].

På bunden af oceanerne, der hvor der er vulkansk aktivitet kan næsten intet liv forekomme, bortset fra nogle specielt tilpassede bakterier, de extremophile

Bakteriernes vækst afhænger af temperaturen på den måde, at generationstiden bliver kortere des højere temperaturen bliver, indtil optimumtemperatur for den enkelte bakterie nås. Optimum er oftest et spektrum på 5-10oC og ved temperatur højere end maksimum for optimalintervallet dør bakterierne. Under minimum kan bakterierne ikke vokse, men dør ikke.

De fleste bakterier fra omgivelserne kan ikke vokse ved legemstemperaturer og er således ikke patogene i form af infektioner, men de kan danne præformerede toksiner og således forårsage intoksikationer. Få patogener kan ikke vokse ved 37oC men kun ved fx 33oC. Sådanne bakterier kan forårsage infektioner i huden men ikke invasive infektioner. De fleste patogener kan vokse ved højere temperaturer og dermed overleve fx feber.

Bonusinfo om kemiske/fysiske forhold:

pH:

De fleste bakterier vokser bedst ved pH ca. 7

Desuden findes der bakterier, der kan vokse ved højere pH (8-9) de alkalotolerante og bakterier, der kræver meget højt pH (10-12) for at vokse; alkalofile

Ligeledes er der bakterier der kræver lavt pH (4); de acidofile

Tryk:

Ekstreme bakterier, fx dem der lever på bunden af oceanerne er barofile og vokser kun ved forhøjet tryk

Osmose:

De fleste bakterier foretrækker 0,9% NaCl, men de fleste tåler ret vide variationer. Bakterier, der lever i saltvand eller på hud (sved) tolererer oftest højere saltkoncentrationer; de er halotolerante, og der findes halofile bakterier, som kun vokser ved højere saltkoncentration

Gør rede for ilts indflydelse på vækst af bakterier, og hvorledes bakterier kan grupperes i forhold til

dette.

Man opdeler bakterier i 4 grupper baseret på deres præferencer overfor forskellige niveauer af ilt:

· Aerobe

· Anaerobe

· Fakultativt anaerobe

· Mikroaerofile

Aerobe bakterier bruger den metaboliske pathway hvori oxygen er den sluttelige H+- og elektronacceptor og har derfor et behov for O2 og inkuberes i almindelig luft. Ved dyrkning i bouillon kan det være nødvendigt med gennemluftning for at få ilt nok i mediet. Aerobe bakterier har katalase.

Kontrasten hertil er de anaerobe bakterier, der ikke kan vokse i en atmosfære med O2 idet de bruger den fermentative pathway, der har organiske molekyler som elektronacceptor. Disse bakterier mangler desuden enzymerne superoxiddismutase og katalase og overlever derfor kun kortvarigt under tilstedeværelse af O2. I flydende medier kan det være nødvendigt med et præreduceret medie for at starte væksten

Fakultativt anaerobe bakterier har evnen til at vokse godt under både aerobe og anaerobe forhold.

Mikroaerofile bakterier behøver en reduceret oxygenkoncentration i forhold til alm. atmosfærisk luft for at vokse

Aerobe bakterier kan som nævnt inkuberes i alm. luft.  De andre behøver lufttæt beholder og et middel til at fjerne ilt og tilføre kuldioxid. Dette fås som kommersielt tilgængelige ’pakker’ med kemiske stoffer i. Mikroaerfile kan dyrkes i lufttætte glas med et fyrfadslys, der forbruger noget ilt, men det er ikke helt optimalt.

Capnofile bakterier er aerobe bakterier der dog har et behov for CO2 i et vist niveau.

Figur 3.4 i Quinn

Gør rede for fysiske og kemiske metoder til at sikre, at produkter, overflader mv. er fri for bakterier.

Kemiske midler inkluderer antibiotika, desinfektions- og konserveringsmidler.

Fysiske midler er bl.a. høj temperatur, lav pH, udtørring og højt osmotisk tryk vil enten inaktivere bakterierne eller ødelægge deres metabolisme

Målet er en irreversibel ophævelse af mikroorganismernes formeringsevne. Nogle, fx mange gramnegative, kan bevare toksisk effekt selv om selve cellen er død. 

Vigtige begreber: 

Sterilisation er drab eller fjernelse af alle mikroorganismer. En genstand anses for steril, hvis sandsynligheden for at der er mindre end 10-6 formeringsdygtig enheder tilbage pr. steriliseret enhed. Denne statistiske sandsynlighed bygger på, at organismerne reduceres eksponentielt med tiden. Forud for sterilisation bør effekterne rengøres, så der er så få organismer, der skal fjernes som muligt. For kontrol kan man pakke en lukket pakke med endosporer med i sterilisationen (fås fra og sendes til Seruminstituttet)

Desinfektion er væsentlig reduktion i antallet af mikroorganismer, så der ikke kan forekomme smitte.

Sterilisation er den metode, der bruges ved mikrobielt arbejde og kirurgiske indgreb. Fysisk sterilisation virker effektivt og destuerer både bakterier, svampe og virale agens. Prioner kræver dog mere hårdhændede steriliseringsmetoder. Når en population af mikroorganismer udsættes for høj varme ses et eksponentielt fald i antallet af levedygtige bakterier. Thermal death time er den tid det tager ved en given temperatur at dræbe alle mikroorganismerne. Denne er afhængig af størrelsen af populationen. D-værdien er tilsvarende den tid, det tager at dræbe 90% af bakterierne. Denne er kun afhængig af temperaturen, ikke af populationens størrelse.

Metoder til fysisk sterilisering:

· Autoklavering: Opvarmning under tryk og damp over kogepunktet. Bruges til sterilisering af kulturmedier, laboratorieudstyr og kirurgisk udstyr. Dræber ikke prioner. Autoklavetape indikerer, at korrekt temperatur er opnået ved farveskift til sortstribet. Effekten tilskrives denaturerede proteiner

· Tøropvarmning i ovn med luftcirkulation ved 160oC i 1-2 timer: Sterilisering af metal, glas og andre faste materialer. Effekten skyldes DNA-skader og oxidationsproces

· Afbrænding ved 1000oC: Destruktion af inficerede kadavere og kontaminerede materialer. Forurening af omgivelserne kan ske

· Glødning: Bruges til podenåle i en bunsenbrænder.

· Gammabestråling: Bruges til sterilisering af plastik laboratorie- og kirurgisk påklædning. Fjerne elektroner fra mikroorganismernes atomer og danner frie radikaler

· UV-lys: Ikke ioniserende. Bruges i biosafety-kabinetter.

· Membran filtration: Bruges til varmesensible væsker som fx serum eller til luft. Porestørrelsen er 0,22(m

· Gassterilisation: Formalingas over 70oC med høj relativ fugtighed. Formalin er slimhindeirriterende. Kan bruges til rumdesinfektion

Faktorer bestemmende for resultatet af varmesterilisation:

· Temperatur og tid den holdes

· Kontamineringsgrad

· Tilstedeværelse af endosporer og/eller prioner

· Materialer, der varmebehandles

· Mængden af enheder, der varmebehandles

Desinfektion kan ske ved fysiske eller kemiske metoder. I praksis er den fysiske metode varme, fx kogende vand, flambering eller lavtryksautoklave. Kan man vælge mellem fysisk og kemisk desinfektion bør man tage den fysiske, da der er flere fejlkilder ved den kemiske. Emnet bør rengøres før desinfektion, da snavs kan virke beskyttende på bakterierne.

Metoder til desinfektion:

Fysisk:

· Varmt vand eller mættet vanddamp, kogning: Anvendes i bækkenskyllere og opvaskemaskiner. Dræber svampe, bakterier og virus.

Kemisk:

· Mere eller mindre universelle cellegifte, ikke selektive for mikroorganismer, fx

· Alkoholer

· Aldehyder

· Halogener

· Fenoler

· Biguanider

· Kvartære amoniumforbindelser

Følgende faktorer er væsentlige ved kemisk desinfektion:

· Kontakt mellem mikroorganismer og desinfektionsmiddel

· Koncentrationen af frit desinfektionsmiddel

· Kontakttid og holdbarhed. Der skelnes mellem overtørring og henstand i desinfektionsmiddel

· Temperatur og pH kan have effekt på nogle midler.

· Resistens hos mikroorganismerne. Mycoplama er mest resistent, herefter G+ kokker og mindst G- stave Virus uden kappe mere stabilt end virus med kappe

· Skadevirkning og sikkerhed for medarbejderne fx giftighed 

Hvilke mekanismer kan overføre DNA fra en bakterie til en anden, og hvorledes kan dette føre til

ændring af bakteriens genotype.

Baggrundsviden:

Bakterier er haploide og har ét cirkulært, dobbeltstrenget kromosom. Normalt repliceres cellen ved binær fission og dattercellerne er genetisk identiske med den oprindelige celle.

Mange bakterier indeholder små genetiske elementer i cytoplasmaet, der repliceres uafhængigt og koder for nonessentielle faktorer; plasmider. De fleste plasmider er cirkulære og består af dobbeltstrenget DNA. Størrelsen er varierende, men oftest mindre end 1/10 af genomet. I patogene bakterier kan plasmiderne kode for fx virulensfaktorer eller antibiotikaresistens. Plasmidernes replikation er normalt ikke direkte relateret til multiplikation af genomet og nedarvningen mellem dattercellerne er tilfældig, men nogle kan benytte værtscellens enzymer til replikation eller integreres i genomet og dermed nedarves direkte. F-plasmidet benytter denne fremgangsmåde.

Ud over ved replikation kan plasmiderne også overføres ved konjugation og transformation. Transformation sker kun sjældent i naturen.

Transposoner (Tn) er genetiske elementer med evnen til at springe til nye lokalisationer. De har ikke anden genetisk information end den, der er nødvendig for transpositionen. Transposonerne kan hoppe fra plasmid til genom eller omvendt.

Der findes virus, der inficerer bakterier, disse kaldes bakteriophager eller bager phager. Phagerne kan bestå af DNA eller RNA, enkelt eller dobbeltstrenget. De findes med stor morfologisk diversitet; nogle er filamentøse med helisk symmetri andre har icosahedral eller pentagonale hoveder og haler af forskellig længde. Phager kan være virulente og reproducere i bakterien med lysis af denne til følge eller Mere moderate phager kaldes prophager og integreres som regel i det bakterielle genom på et specifikt integrationssted, men kan også findes som cirkulært DNA i cytoplasma ligesom plasmiderne. Også disse kan medføre lysis af værtsbakterien, men er normalt kun lysogene. En lysogen konversion vil sige, at en phag i en bakteriecelle kan føre til ændringer i de fænotypiske karakteristika. Virus er således stumt til stede. Replikationen af phager sker som vi kender det fra animale virus, dog forbliver capsidet oftest uden på værtscellen. Der er en vis værtsspecificitet som skyldes kemisk affinitet. Produktionen af virion-proteiner inhiberes af repressor proteiner.

Fig. 4.2 og 4.3 i Quinn

Svaret på spørgsmålet:

Bakterier kan ved en proces kaldet transformation optage fritliggende genetisk materiale, bedst DNA og bedst dobbeltstrenget. Også artsfremmed DNA kan optages. Efter optagelsen kan det integreres i genomet eller optræde som replikon; element med eget replikationsorigin

Ved konjugation kan der overføres genetisk materiale fra en bateriecelle til en anden direkte gennem en proteintunnel, der forbinder cellerne, en såkaldt kønspilus. Denne overførsel vil altid kun gå i en retning; fra en celle med fertilitetsplasmid (F-plasmid) (hancellen) til en celle uden (huncellen).

Når forbindelsen er opnået via pilus brydes den ene streng i det dobbeltstrengede F-plasmid og overføres til recipienten, mens der repliceres i donoren. Recipienten syntetiserer så den komplementære streng. Denne proces giver ikke andre nye egenskaber end fertiliteten, men hvis F-plasmidet integreres i genomet kan kromosomale gener overføres. Sker dette fås en Hfr stamme (high frequency of recombination). I en sådan celle kan F-plasmidet igen udskæres af genomet, dette vil ofte ske upræcist og en del af plasmidet kommer således til at indeholde kromosomale gener. Overføres dette til en ny celle vil den blive partielt diploid for disse gener. Vigtigt at huske: Donorcellen beholder alle sine oprindelige gener.

Transduktion er overførsel af genetisk materiale vha. bakteriophager. Dette sker, hvis en lysogent inficeret celle går over i lytisk fase og prophagen udskæres fra genomet. Hvis udskæringen ikke sker helt nøjagtigt kan prophagen medtage de kromosomale gener, den sidder ved siden af til den næste bakteriecelle. Der er kun tale om få gener og da phagerne oftest integreres bestemte steder bliver det til en begrænset mængde. Denne proces benævnes specialiseret transduktion i modsætning til generaliseret transduktion hvor bakteriecellen inficeres lytisk og der herefter fejlinkorporeres fragmenter af kromosomalt DNA i de nysyntetiserede phaghoveder. Der vil derfor overføres DNA af varierende størrelse til de nye celler

Transposition sker hvis et transposon hopper fra et bakterielt kromosom over til et konjugerbart plasmid og dermed kan overføres til en ny bakteriecelle. Transposition sker oftest inden for den eneklte celle men kan indirekte medvirke til overførsel mellem celler

Integroner er genetiske enheder med information om rekombinationsstedet for genkassetter (= et mobilt genetisk element, der ofte koder for antibiotikaresistens, men det kan også være andre biokemiske reaktioner) Udskæring og indsætning af genkasetter styres af et integraseprotein, der kodes i integronerne. Integronerne er derfor vigtige for den genetiske variation og spiller en vigtig rolle i konjugationsprocessen ved overførsels af antibiotikaressistens-gener mellem G-bakterier.

Overførslen af gener mellem bakterierne har betydning for den genetiske variation og adaptation/evolution. Klinisk er konjugation vigtig i forbindelse med overførsel af resistensgener. Den kan også ske mellem forskellige bakterieslægter og –arter.

Processen har dog også positivt til kortlægning af det bakterielle kromosom. Transduktionen har betydning for forståelsen af evolution og patogenese. To bakterier med samme prophag må have evolutionært slægtskab. Lysogene virusinfektioner er en god model til at forklare onkogene viras evne til cancerudvikling.

Vigtigt at huske: Kromosomet koder for alle essentielle metaboliske processer i cellen. Plasmider, transposoner og andet koder for ’tillægsegenskaber’ der kan være en fordel for cellens evne til overlevelse. Toksinproduktion eller antibiotikaresistens vil ofte være eksempler på dette.

Beskriv de principielle livscykler for bakteriofager, og gør rede for hvorledes dette kan anvendes i

kliniske mikrobiologi eller kan have anden veterinær betydning.

Phagerne er virus der inficerer bakterier og kan bestå af DNA eller RNA, enkelt eller dobbeltstrenget. De findes med stor morfologisk diversitet; nogle er filamentøse med helisk symmetri andre har icosahedral eller pentagonale hoveder og haler af forskellig længde. 

Man skelner mellem to livscykler for bakteriofager; den lytiske, som er virulent for bakterien og den temperate, der er avirulent.

Den lytiske livscyklus er, når fagen inficerer modtagelige bakterier og replikerer i disse. Når der er produceret nok nye fager lyseres cellen og fagerne spredes til nye bakterier.

Den teperate/lysogene livscyklus involverer integration af fagens DNA i bakteriens genom, hvor den vil optræde som profag og nedarves til nye generationer af bakterier. Profagerne integreres som regel i det bakterielle genom på et specifikt integrationssted, men kan også findes som cirkulært DNA i cytoplasma ligesom plasmiderne. Ved ydre påvirkning, fx UV-bestråling profagen frigøres fra kromosomet og en lytisk livscyklus kan induceres.

Fig. 4.2 og 4.3 i Quinn

Replikationen af phager sker som vi kender det fra animale virus, dog forbliver capsidet oftest uden på værtscellen. Der er en vis værtsspecificitet som skyldes kemisk affinitet. Produktionen af virion-proteiner inhiberes af repressor proteiner.

Patogener kan identificeres ud fra deres lytiske fager. Teknikken bygger på observationer, der viser, at bestemte fager inficerer og lyserer bestemte bakteriestammer. Mønsteret for en isoleret bakteries reaktion, når den testes mod et panel af fager giver dens fagtype.

Der er fager, der lyserer alle medlemmer af en bakterie species og disse kan bruges til identifikation på speciesniveau. Mere almindeligt er det, at en fag kun inficerer nogle stammer i bakteriestammen og disse kan bruges til at karakterisere på subspeciesniveau.

Fag typning bruges oftest på Staph. aureus, Salmonella typhimorium og S. enteritidis og at spore kilden til fødevareforgiftning

Desuden kan bakterier karakteriseres ud fra sammensætningen af deres kromosomale og ekstrakromosomale DNA baseret på den genetiske sammensætning af plasmider og flytbare elementer. Til dette formål kan anvendes gen-prober 

Fager kan også bruges som klonvektorer i stedet for plasmider (se næste spørgsmål)

Gør rede for plasmiders biologi og redegør for de veterinært betydende forhold, der kan relateres til

plasmider.

Mange bakterier indeholder små genetiske elementer i cytoplasmaet, der repliceres uafhængigt og koder for nonessentielle faktorer; plasmider. De fleste plasmider er cirkulære og består af dobbeltstrenget DNA. Størrelsen er varierende, men oftest mindre end 1/10 af genomet. I patogene bakterier kan plasmiderne kode for fx virulensfaktorer eller antibiotikaresistens. 

Plasmidernes replikation er normalt ikke direkte relateret til multiplikation af genomet og nedarvningen mellem dattercellerne er tilfældig, men nogle kan benytte værtscellens enzymer til replikation eller integreres i genomet og dermed nedarves direkte. 

F-plasmidet, der koder for evnen til konjugation (dannelse af kønspilus) benytter denne fremgangsmåde.

Ud over ved replikation kan plasmiderne også overføres ved konjugation og transformation. Transformation sker kun sjældent i naturen.

Den genetiske variation, der forekommer naturligt i bakterierne udnyttes i laboratoriet til genetisk manipulation idet man kan indsætte de ønskede gener i plasmider (rekombinante plasmider) der kan introduceres til bakterierne og videregives til datterceller.

Teknikken er følgende: DonorDNA indeholdende de ønskede gener kløves med restriktionsenzymer. Herved dannes DNA fregmenter med sticky-ends. RecipientDNA’et fra plasmidet kløves med den samme restriktionsenzymer, hvorved de sticky-ends bliver komplementære og donorfragmentet kan inkorporeres i det kløvede plasmid med DNA-ligase. Plasmidet reetableres i sin cirkulære form. Plasmidet, der bruges til at introducere nye gener til en bakterie kaldes ’cloning vector’

Plasmidet kan overføres til bakterierne ved transformation, dvs. optagelse af fritliggende DNA. Processen forløber sjældent naturligt, men kan faciliteres ved at ændrede, manipulerende miljøforhold eller ved elektrisk stimulation. Når cellen, der har optaget plasmidet deler sig produceres en koloni af identiske celler, der alle indeholder de nye gener.

Plasmider er velegnede som kloningsvektorer fordi de replicerer uafhøngigt af bakteriekromosomerne. Fager kan også benyttes som vektorer

Metoderne her beskrevet bruges bl.a. til produktion af vacciner, hormoner og andre farmaceutiske produkter. Vacciner udviklet ved vektorteknikken er sikrere end traditionelt udviklede vacciner, da generne for vaccineantigenerne kan klones separat uden generne for replikation af den patogene organisme. Dette giver et effektiv immunrespons uden risiko for at introducere en replikationsdygtig patogen i dyret.

Hvad er et transposom og har disse elementer veterinær betydning?

Transposoner (Tn) er genetiske elementer med evnen til at springe til nye lokalisationer i genomet. Transposonerne kan hoppe fra plasmid til genom eller omvendt, men repliceres ikke selvstændigt/uafhængigt af cellen, men kun under genomet eller plasmidets normale replikationscyklus. Simple transposomer, insertionssekvenser,  har ikke anden genetisk information end den, der er nødvendig for transpositionen. Komplekse transposomer kan indeholde yderligere gener, fx gener for antibiotikaresistens.

Hvis et transposom indsættes i et gen, der er essentielt for bakteriens overlevelse, vil den dø.

Transposomerne er vigtige i forbindelse med integroner og genkassetter, idet de komplekse transposomer kan bidrage til at disse genkassetter placeres steder i genomet/på plasmider, hvorfra de kan spredes til andre bakterier

Redegør for metoder til at undersøge, om bakterier er resistente mod antibiotika.

Man tester, hvilken antibiotika der er mest effektiv mod en given sygdom ved at bruge isolater fra det kliniske tilfælde. Da testen udføres in vitro er der ikke fuldstændig sikkerhed for at resultatet også gælder in vivo. Resultatet af en behandling er påvirkeligt af flere ting end en rendyrkning i en petriskål.

Mulige test kan være: Fortynding, disc-diffusion, agar-gradient og andre systematiserede metoder.

For at kunne behandle må man kende antibiotikummets virkning i patienten, koncentrationen i infektionsfokus og vide om man får bedre virkning ved højere dosis eller ved at opretholde den i længere tid.

Disc-diffusionen er en fleksibel og ret billig teknik der almindeligvis anvendes i diagnoostiske laboratorier, primært for hurtigt voksende aerobe bakterier.

Man placerer filterpapir-discs eller tabletter med en fast mængde antibiotika på en agarplade, der er sået jævnt til med bakterien, der skal undersøges. Efter inkubation måler man diameteren på inhibitionszonerne og sammenligner med tabeller for zonestørrelsen. Viser disse, at bakterien er sensitiv for dette stof er det sandsynligt at det vil kunne bruges til behandling, hvis det gives, så det når terapeutiske doser i det inficerede væv.

Man skal være omhyggelig med standardiseringen af denne metode, da både stammens følsomhed og koncentrationen af antibiotikummet har betydning for hæmningszonens størrelse

Man kan bestemme minimum inhibitiv koncentration (MIC) ved at lave fortyndingsrække (oftest 2-folds) af et stof og tilsætte en fast mængde bakterier for at se, den laveste fortynding, ved hvilken væksten af bakterierne hæmmes, så væsken ikke bliver uklar. Dette kan evt. gøres i mikrotitter-bakke. Samtidig kan man bestemme MBC=minimale baktericidale koncentration ved udsåning på agarplader eller i frisk bouillon uden antibiotika af de kulturer, der ikke umiddelbart gav vækst. MBC er den koncentration ved hvilken der heller ikke kommer vækst på agaren/i bouillonen og hvor bakterierne altså er dræbt. MBC er som regel højere end MIC :-) MAC er den mindste antibakterielle koncentration ved hvilken cellerne påvikrse til bl.a. langsommere vækst men ikke hæmmes fuldstændig

MIC og MBC er velegnede også til at undersøge synergisme og antagonisme egenskaber ved forskellige antibiotika i kombinationsbehandling

Fig. 6.4 og 6.5 i Quinn og 3.73 i Højby

Der eksisterer en kommersiel såkaldt E-test der består af en papirstrimmel med faldende koncentration af antibiotika, der lægges på den inkuberede plade og der hvor hæmningszonen rammer strimlen kan MIC aflæses.

Agarfortynding foregår ved at have agarplader med 2-foldsfortyndinger af antibiotika i det faste substrat. Herpå kan punktinokuleres mange stammer og man kan aflæse, på hvilken plade (ved hvilken koncentration) deres vækst hæmmes.

Drabshastigheden kan bestemmes ved at tilsætte antibiotika i en kendt mængde til en bouillonkultur og under inkubationen udtage prøver til bestemte tider, der sås ud på agarplader uden antibiotika hvorefter væksten iagtages.

Man bruger tal eller bogstaver til at beskrive bakteriens følsomhed: 3 er almindelig sensitivitet, 2 er modtagelig for meget høje doser, 1 er meget ringe følsom og 0 er totalt resistent. Eller S, sensitiv, der svarer til 3, I, intermediær, der svarer til 2 og R, resistent, der dækker 1 og 0

Andet man bør vide:

Resistens opstår bl.a. pga. overforbrug af antibiotika hvorfor der sker selektion af de resistente bakterier. De resistente bakterier kan derved blive de dominerende og kan desuden overføre deres resistens til andre bakterier. Gener for resistens kan findes i genomet eller i plasmider og kan således overføres ved transduktion, konjugation, transposomer eller transformation.

Resistens mod ét antibiotikum resulterer ofte i krydsresistens overfor andre midler i samme gruppe. Plasmider og transposomer overfører ofte multiresistens mod flere grupper af antibiotika og kan overføres mellem forskellige bakteriefamilier.

Resistensen kan bestå af enzymer der ødelægger eller inaktiverer medikamentets aktive stof eller af mindre permeabilitet i cellevæggen, udvikling af alternative metaboliske pathways end den, der bliver inhiberet el.lign.

En vigtig faktor for at få mindre resistens er at bruge mindre antibiotika!

Man skal være opmærksom på, at patogener kan reagere forskelligt på medicin in vivo og in vitro. Desuden kan medikamenter opkoncentreres forskelligt i forskellige væv i kroppen. Pus og nekroser kan absorbere antibakterielle medikamenter og intracellulære bakterier kan være svære at ramme.

Antibiotika kan ændre værtens immunreaktion og normalflora på hud og i tarmen med fremvækst af resistente, patogene stammer til følge.

Amerikanske undersøgelser har påvist meget højt resistensniveau hos nonpatogene bakterier i tarmfloraen hos raske mennesker. Disse kan overføre resistensen til patogene bakterier

Definer begreberne parasit, kommensal og opportunistisk patogen, og giv for alle grupper relevante

eksempler fra den veterinære mikrobiologi.

Parasitter er ’spisende hos en anden’ organismer der lever på og af en anden levende organisme. Begrebet bruges både om organismer, der fremkalder sygdom og dem, der ikke gør. Eksempler kunne fx være protozoiske parasitter som Eimeria og Cryptosoridium eller Ricketsier

Kommensaler er ’med ved bordet’ organismer der lever som en parasit men uden at skade værten, fx bakterier der forekommer naturligt på slimhinderne uden at fremkalde sygdom. Som eksempler kan nævnes Streptococcus på huden eller Eschericia coli og andre Enterococcer i tarmen.

En oppportunistisk patogen er en ’sygdomsfremkalder ved lejlighed’. Disse organismer findes normalt som kommensaler, men kan forårsage sygdom ved resistensnedsættelse hos immunsvækkede individer. Opportunistiske patogener skal adskildes fra primære patogener; Hvis man isolerer en primær patogen fra en vært, vil man forvente, at denne er, eller lige har været syg. Derimod kan man kun bruge isolationen af en oppportunistisk patogen diagnostisk, hvis anamnesen, de kliniske og patologiske tegn understøtter denne diagnose. Man bruger også ordet potentielt patogene organismer. Eksempler vil være de samme som under kommensaler

Sara:

Gør rede for mekanismer, der hjælper bakterier til at overleve i en vært.

Gør rede for opdeling af bakterielle toksiner, og giv relevante eksempler på forskellige typer af

toksiner og deres virkningsmekanisme.

Gør rede for principielle måder, hvorpå bakterier kan nedbryde sukker, og giv relevante eksempler

på anvendelse af denne viden i diagnostik og industriel produktion.

Gør rede for inddeling af svampe på grundlag morfologi og kønnede/ukønnede sporer.

Gør rede for forskelle mellem prokaryote og eukaryote celler.

Gør rede for forskelle mellem svampe og bakterier med hensyn til vækstkrav og vækstfaktorer.

Gør rede for de vigtigste karakteristika for Mycoplasmer og diskuter disse organismers betydning i

den veterinære klinik.

Mycoplasmer udgør en vigtig gruppe, fordi de ikke har nogen cellevæg

Gør rede for de vigtigste karakteristika for Chlamydia og diskuter disse organismers betydning i den

veterinære klinik.

Gør rede for de vigtigste karakteristika for Rickettia og diskuter disse organismer betydning i den

veterinære klinik.

Beskriv strukturelle komponenter ved skimmelsvampe.

Gør rede for svampes opdeling i forhold til deres sygdomsassociering.

Gør rede for forskellige celleformer af bakterier og giv relevante eksempler på sådanne forskellige

typer.
