Uppdateringar och fordjupningar
augusti 2013

Dessa uppdateringar och forslag till fordjupningsldasning ar avsedda att formedla
dynamiken i dagens mikrobiologi, genom att fokusera pa specifika delomraden och dar
presentera en del pagaende forskning. For att underlatta for studenter att fordjupa sig i
dessa omraden ar texten forsedd med kallhdnvisningar, saval till
sammanfattningsartiklar som till originalarbeten. Sidhdnvisningarna avser andra
upplagan av "Introduktion till mikrobiologi”.

Kapitel 2 Livsmedel

Att halla mikrobhalten pa en rimlig niva och att undga mojliga patogener ar ett speciellt
problem nér det galler livsmedel, speciellt livsmedel som konsumeras utan foregaende
tillagning. Detta beror pa att konventionella steriliserings- och desinfektionsmetoder
som regel paverkar kvaliteten pa ett oonskat satt och ibland t.o.m kan gora livsmedlet
direkt ohédlsosamt. Nyare svenska exempel pa problem som kan orsakas av mikrober i
livsmedel ar tva utbrott av kryptosporidios (2010 i Ostersund och 2011 i Skellefted)
troligen orsakade av kontaminerat dricksvatten, och tarminfektioner med den nya
EHEC-stam (enteroaggregativ E. coli 0104:H4) som spreds i hela Nordeuropa 2011 fran
groddar av egyptiska bockhornskléverfron. Arbetet med att utveckla nya
dekontamineringsmetoder pagar darfor standigt. Har beskrivs kort ndgra aktuella
metoder.

(i) Dricksvatten. Vatten kan som regel renas tillrackligt genom filtrering, stralning och
ev. klorinering, men detta kraver ndgon form av reningsanlaggning, dvs. kostar pengar,
vilket ar svargenomforbart i stora delar av varlden. Men solljus kan anvandas for att
reducera mikrobhalten i vatten. Detta gors med en enkel teknik som i princip bestar i att
vattnet fylls i stora genomskinliga plastflaskor som sedan far std i solen upp till tvd dygn,
varvid halten patogener ofta reducerats vasentligt. I en ny sammanfattningsartikel!
redogor McGuigan m.fl. for dagsldget betraffande verkningsmekanismen (huvudsakligen
uppvarmning och UV-stralning) och effektivitet mot olika patogener. Vaxande bakterier
och parasiter inaktiverades effektivt, medan endosporer och cystor av parasiter (sid
243) samt virus var mer resistenta.

(ii) Grénsaker och frukt. Plasma kan definieras som en gas som behandlats sa att
elektronerna separerats fran atomkarnorna. Plasma kan ha antimikrobiell effekt, och om
den produceras exempelvis genom elektriska urladdningar vid rumstemperatur kan
livsmedel behandlas med plasma vid lag temperatur och atmosfariskt tryck, vilket
utsatter livsmedlet for minimal paverkan. Fernandéz m.fl.2 undersokte inaktivering av
(tillsatt) Salmonella Typhimurium med plasma av kvavgas. Med bakterier odlade i
vanliga labbodlingsmedier och darefter applicerade pa membranfilter fann de att
bakteriernas tillvaxtfas inte spelade namnvard roll for inaktiveringskinetiken, och heller
inte sjdlva laddningarna i plasman. Genom att jaimfora inaktivering pa olika livsmedel
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vars ytor inokulerats med Salmonella Typhimurium kunde forfattarna foga forvanande
se att "slata” ytor dekontaminerades effektivare dn ytor med mycket veck och faror, men
ocksa pa deras "sdmsta” objekt (potatis) uppnaddes en log-enhets reduktion efter 15
minuter. Pa jordgubbar uppnaddes tva log-enheters reduktion pa samma tid, och pa
sallad nastan tre log-enheter. Metoden verkar alltsa potentiellt kunna ge bra
antimikrobiell behandling av livsmedel med férhallandevis sldta ytor, men mycket
aterstdr att undersoka angaende verkningsmekanismerna.

Hogt tryck (200-900 MPa) resulterar i avdodning av vegetativa celler vid kylskaps-
eller rumstemperatur sa att mer av livsmedlets ursprungliga egenskaper bevaras, dven
om olika livsmedel naturligtvis paverkas i olika grad av trycket3. Allt eftersom metoden
far okad anvandning 6kar tyvarr ocksa bakteriers resistens mot hogt tryck. Hos E. coli
0157:H7 (EHEC) beror detta pd mutationer som leder till 6kad RpoS-aktivitet* (¢S sid
115) eller paverkar cAMP-CAP-regleringen® (sid 116). Hur det senare fungerar ar annu
oklart.

(iv) Endosporer. Hogt tryck kan inaktivera ocksa endosporer, men da kravs som regel
temperaturer upp till 45-65 °C.6 Den viktigaste faktorn for inaktivering av Bacillus-
endosporer vid hogt tryck verkar vara att dipikolinsyra da frisatts? (sid 50); sddan
frisdttning ar normalt ett forsta steg vid germinering. Olika metoder har kommit till
anvandning for att 6ka mojligheterna for sporerna att germinera, vilket da forstas okar
deras kanslighet. Sarker m.fl.8 sammanfattar erfarenheter med olika sddana metoder.

Ocksa synligt (blatt) ljus kan inaktivera endosporer. Vid forsok med sma (3 ml)
omrorda flytande kulturer av bakterier (Bacillus cereus och Clostridium difficile) och
ljuskéllan 2 cm fran kulturens yta avdédades sporer med upp till 4 log-enheter efter
bestralning (50-100 k] cm-2) vid 405 nm.? Det ar oklart hur ljuset verkar, men
forekomsten av porfyriner (kemiska foreningar av samma typ som hem i hemoglobin) i
bakterierna var viktiga for effekten. Dessa skulle kunna fotoexciteras och reagera med
syre, och darvid bilda hydroxylradikaler och singlettsyre (sid 71).

Kapitel 3 Membranvesiklar

Membranvesiklar (MV), sma "blasor” som knoppas av fran ett cellulart membran, ar
kanda fran saval bakterier som fran arkéer och eukaryoter, men med lite olika
beteckningar; de kallas yttermembranvesiklar (OMV, "outer membrane vesicles”) hos
gramnegativa bakterier och avstotta mikrovesiklar (SMV, "shedding microvesicles”) hos
eukaryoter. Hir anvands den gemensamma beteckningen membranvesiklar.

Genom att deras innehall harror fran cellens cytoplasma eller periplasma kan
vesiklarna 6verfora enzymer, toxiner, kommunikationssignaler och annat till andra
celler, och till skillnad fran andra sekretionssystem mdjliggér membranvesiklar export

3 Patterson m.fl. (2007) i Doona och Feeharry (red) High pressure processing of foods. Blackwell Publishing,
s. 1.; Belletti m.fl. (2013) Food Microbiol 35:34; Goyal m.fl. (2013) J Dairy Sci Technol 2:12; Singh och
Ramaswamy (2013) J Food Res 2:11

4 Vanlint m.fl. (2013) Int ] Food Microbiol 163:28

5 Vanlint m.fl. (2013) Int ] Food Microbiol 166:65

6 Silva m.fl. (2012) Food Microbiol 32:206

7 Reineke m.fl. 2013 Int ] Food Microbiol 162:55

8 Sarker m.fl. (2013) Crit Rev Microbiol doi: 10.3109/1040841X.2013.788475

9 Maclean m.fl. (2013) Photoche Photobiol 89:120



av olosliga substanser.10 OMV kommer ifrdn yttermembranet, medan grampositiva
bakteriers, arkéers och eukaryoters MV och SMV knoppas av fran cellmembranet. Hos
samtliga organismer verkar homologa proteinkomplex, nddvandiga for transport
(ESCRT, "endosomal sorting complex required for transport”), vara inblandade.
Processer som paverkas av vesikelavsondring ar bl.a. kapselbildning, interaktion med
andra mikrober (exempelvis via kvorumsignalsubstanser och DNA), utsondring av
virulensfaktorer som toxiner (t.ex. LPS fran gramnegativa celler) till vardceller och
stimulering av specifikt immunférsvar hos virdorganismen. Aven antigenpresentation
som kan leda till stimulering av det specifika immunforsvaret hos viardorganismen kan
bero pa vesikelbildning.10 Bland exempel som studerats pa senare ar kan namnas:

(i) Kapselpolysackarid A. Denna kapselkomponent hos Bacteroides fragilis exporteras
fran bakteriecellerna i membranvesiklar.1! Kapselsackariden ar kdnd for att orsaka
immuntolerans (avsaknad avimmunreaktion), ndgot som hindrar utveckling av
inflammatoriska tarmsjukdomar (IBD) och Crohns sjukdom. Detta ar alltsa till fordel for
vardorganismen.

(ii) Virulensfaktorer. Peptidaser och fytaser och ocksa ett fytotoxin (coronatin)
utsondras i yttermembranvesiklar fran Pseudomonas syringae pv tomato T1 (en
vaxtpatogen).12

(iii) Inflammation. Nagon komponent i yttermembranvesiklar fran patogena
(enterotoxigen E. coli) saval som icke-patogena E. coli, troligen LPS, kan initiera
inflammation i humana endotelceller bland annat genom att orsaka uppreglering av
interleukin-6 och TNF-o.13

(iv) Hydrolytiska enzym. OMVer fran frilevande myxokocker innehaller hydrolaser som
lyserar en annan gramnegativ bakterie nar vesikeln smalter samman med dess
cellviagg.l* Detta har en naturlig funktion i bakteriens levnadssatt som predator pa andra
bakterier. Savil frilevande som aggregerande myxobakteriers OMVer innehaller
signalsubstanser och andra protein som paverkar andra myxobakterier i narheten.14

Kapitel 4 Bandad jarnmalm

En vasentlig del av jordens totala jdrnmalmsférekomst bestar av s.k. bandad jarnmalm,
prekambriska sedimentdra bergarter bestdende av tunna (mm- till cm-tjocka) lager av
jarnoxider omvaxlande med jarnfattiga lager av skiffer eller flinta. Forekomsterna kan
stracka sig over tusen kilometer med tjocklek fran ndgra centimeter till flera hundra
meter. Tidigare hypoteser har forklarat forekomsten med att de uppkommit i djuphavet
genom oxidation av 16sligt tvavart jarn, huvudsakligen med vulkaniskt ursprung, till
olosliga oxider av trevart jarn. Ett problem med denna hypotes ar att den prekambriska
atmosfaren sannolikt hade < 0,001 % av dagens syrehalt och darfor huvudsakligen var
reducerande snarare dn oxiderande. Experimentella data stoder inte heller att jarnet
skulle kunnat fotooxideras (medierat exempelvis av UV-strdlning) under prekambriska

10 Deatherage och Cookson (2012) Infect Immun 80:1948; Kulp and Kuehn (2010) Annu Rev Microbiol
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11 Shen m.fl. (2012) Cell Host Microbe 12:509

12 Chowdhury och Jagannadham (2013) Biochim Biophys Acta 1834:231

13 Soult m.fl. (2013) J Surg Res doi: 10.1016/j.jss.2013.05.035
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betingelser. En vanlig hypotes har varit att anaeroba fototrofa bakterier (sid 65) anvant
16sligt tvavart jarn som elektrongivare och darvid oxiderat det till trevart jarn, vars
oxider och hydroxider ar olésliga. Direkt stod for detta har dock saknats, liksom idéer
om hur den bandade strukturen uppkommit.

Fru m.fl.15 har nyligen undersokt sedimentéra bergarter i Egeiska havet utanfor
Grekland. Kemisk analys av bergarterna visar att de bildats vid mycket laga syrehalter.
Forskarna beskriver val bevarade fynd av fossila mikrober i jairnbanden vilka
morfologiskt liknar de nu levande anaerobt fotoferrotrofa (= anvander tvavart jairn som
elektronkalla och ljus som energikalla) a-proteobakterierna i arten Rhodomicrobium
vanielii, som liksom de fossila mikroberna har prosteka (sid 46) och férokas genom
knoppning fran prostekans distala dnde. Genom att de nybildade cellerna inte alltid
frigors helt fran modercellen vid avknoppningen kan sammanhangande natverk av
bakterier uppkomma. De fossila cellerna ar inlagrade med hematit (jarnoxid med
bruttoformeln Fe;03). Till skillnad fran aeroba litotrofa jarnoxiderande bakterier, dar
den bildade jarnoxiden lagras in i strukturer som bakterien sedan kan kvitta sig med,
kommer nu levande R. vanielii-celler vid fototrof tillvaxt med jarn som elektrongivare att
helt omges av de bildade jarnoxiderna, vilket resulterar i att cellerna till slut "kvavs” och
dor. Om de fossila bakterierna i bandjarnmalmen vaxte pa likartat satt skulle detta
kunna forklara hur forskarna idag kunnat hitta sa valbevarade fossil i bergarterna;
bakterierna omges pa alla hall av utfillda jarnoxider. Forskarna kunde visa att den
bandade strukturen i de fossila sedimenten var forknippad med férekomst av ett
tredimensionellt ndtverk av bakterier, forbundna med varandra via traddar motsvarande
prostekor i storlek. De postulerade darfor att bakteriekolonin vaxte tills sd mycket
hematit omgav cellerna att varken ljus eller Fe** kunde tranga igenom. Detta resulterade
i att bakterierna dog, varefter ett morkt, jarnrikt lager aterstod. Det sedimentlager som
bildades omedelbart efter att bakterierna slutat vaxa var da fattigt pa saval mikrober
som jarnoxider, och darfor ljusare. Sa lange Fe** tillfordes fran geotermala kallor fanns
mojligheter att etablera en ny biofilm med fotoferrotrofa bakterier, varefter historien
upprepades.

Sjalvklart innebdar inte detta att forskarna har visat att Rhodomicrobium vanielii
skapat den bandade jarnmalmen. Forskarna har dock kunnat lagga fram en plausibel
hypotes for hur anaeroba fotoferrotrofa knoppande bakterier kunnat skapa en struktur
med omvéxlande lager av jarnoxidrika och jarnfattiga sediment i anaeroba
prekambriska hav. Sma bakterier kan dstadkomma mycket nar de ar manga!

Kapitel 5 Oanpassat genuttryck

Naturligt urval och tavlan mellan organismer "borde” leda till att bakteriers genuttryck
ar val anpassat till den miljo de lever i och att gener som har en gynnsam effekt pa
tillvaxten uttrycks i hog grad medan gener som ar ovasentliga eller skadliga har ett lagre
genuttryck. Ett klassiskt exempel ar enterobakteriernas lac-operon, som bara utrycks
nar laktos dr den basta tillgangliga naringskallan (sid 116). Price m.fl.16 har nyligen
undersokt detta mer systematiskt hos fyra olika bakterier: Shewanella oneidensis
(organotrof med god férmaga till anaerob respiration), Zymomonas mobilis (fakultativt
respiratoriska/fermenterande bakterier med begransad formaga att bryta ned
kolhydrater; producerar etanol), Desulfovibrio alaskensis (organotrof som respirerar
enkla organiska foreningar med sulfat som elektronmottagere) och Escherichia coli. De
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16 Price m.fl. (2013) Molecular Systems Biology 9:660, doi10.1038/msb.2013.16



kom fram till den 6verraskande slutsatsen att hos tre av dessa fyra var inte
genregleringen sarskilt val anpassad till tillvaxtférhdllandena.

S. oneidensis, vildtyp och olika transposonmutanter, odlades i olika typer av medier
med en av atta olika kolkallor, aerobt eller anaerobt och med eller utan vissa toxiska
betingelser (CuClz NaNOg, nalidixinsyra eller surt pH). Genuttrycket studerades genom
hybridisering av cDNA (sid 222) framstallt frdn RNA som isolerats fran odlingarna.
Genom att jamfora levnadsdugligheten (fitness) parvis for mutant och vildtyp under
givna betingelser, och mata nivan pa vildtypens uttryck av respektive gen kunde
forskarna se att gener som var “skadliga” under atminstone nagra av de testade
betingelserna (mutanten vaxte dar signifikant battre an vildtypen) ofta hade ett hogt
genuttryck under alla de studerade tillvaxtforhallandena. Nar forskarna jamforde
uttrycket av gener som var viktiga for levnadsdugligheten under en av de testade
levnadsbetingelserna men inte en annan fann de att uttrycket dndrades at "ratt” hall
(lagre utryck dar funktionen inte var vasentlig for tillvaxt) for knappt tva tredjedelar av
generna, medan det dndrades at motsatt hall (hogre uttryck dar produkten inte bidrog
till tillvaxten) for en dryg tredjedel, och manga av de gener vilkas uttryck varierade mest
beroende pa levnadsomstandigheterna var inte vasentliga for tillvaxt under nagon av
omstandigheterna. Gener som inte var lokaliserade i varandras fysiska narhet men
vilkas produkter deltog i samma metaboliska vdag var heller inte samreglerade i
namnvard utstrackning. Sammanfattningsvis visade sig knappt halften av S. oneidensis-
generna vara suboptimalt reglerade, och bara fem procent var reglerade pa ett
"andamalsenligt” satt. Liknande resultat erholls vid mindre omfattande férsék med Z.
mobilis och D. alaskensis. Daremot visade sig E. colis genuttryck vara reglerat
"andamalsenligt”, i forhadllande till odlingsbetingelserna.

Forskarna visade alltsa att under laboratorieférhallanden ar genuttrycket hos tre av
de fyra studerade bakterierna inte sarskilt val anpassat till levnadsomstdndigheterna,
men hur generellt detta ar, eller hur det ar i naturen, ger inte deras forsok nagon
information om. Manga fler bakterier behéver undersokas for att Price och
medarbetares resultat!® ska kunna utvarderas.

Kapitel 6 Nya bakteriefyla

Att mangfalden av encelliga organismer ar avsevart storre dn vad som studerats i
renkultur dr ingen nyhet idag (se sid 143ff). Att inte behdva ga langre an till ndirmaste
diskbank for att kunna beskriva nya fyla av bakterier kanske dnda later osannolikt? Men
det ar just vad McLean m.fl.17 gjort: De undersokte en bakteriell biofilm fran diskbanken
pa ett lokalt sjukhus med en en-cellsmetagenomisk metod (dvs. metagenomisk
undersokning baserat pa DNA fran enstaka celler) de utvecklat. Analysen visade pa
forekomst av bakterier tillhorande 6ver trettio olika kdnda grupper, huvudsakligen
bakteroideter och flavobakterier, och gav ocksa drygt 1 Mb unika sekvenser fran en
bakterie som betecknats TM6SC1, vilket de anser troligen representerar 90 % av denna
icke-odlade bakteries genom. Knappt halften av generna liknade sekvenser som
beskrivits i databaser. TM6SC1 hor till kandidatfylumet TM6 ("kandidat” eftersom inga
medlemmar kunnat odlas), som definierats baserat pa SSU (16S)rRNA-sekvensanalys.
Sekvenser som hanforts till TM6 har patraffats med 1ag frekvens i manga olika miljoer i
flera varldsdelar, men en vanlig miljo verkar vara vattenledningar. Fylogenetisk analys
av TM6SC1-SSUrRNA visar att dess ndrmaste slaktingar troligen finns i fylumen
Aquificales (sid 129) och Acidobacteria (ej medtaget i laroboken).

17 McLean m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:E2390



Analys av genomets kodande kapacitet visar att bakterien troligen har gramnegativa
cellvaggar och kan bilda ndgon form av sporer. Bakterien saknar troligen flageller, men
kan eventuellt rora sig med de ryckiga rorelser som involverar typ IV-pili. Energikallan
kan vara komplexa kolhydrater som spjilkas delvis externt och metaboliseras
intracellulart via pentosvagen. Avsaknad av gener kodande for fullstandiga
biosyntesvagar for aminosyror, purin- och pyrimidinbaser samt porfyriner gor det
troligt att bakterien tar upp dessa fran omgivningen. Hir maste man dock halla i minnet
att funktionen hos mindre an halften av generna kunde harledas genom
databasjamforelser; TM6SC1 kan ha andra gener kodande for dessa funktioner. Den
ringa genomstorleken, tillsammans med avsaknaden av fullstindiga biosyntesvagar och
forekomsten av gener vilkas nairmaste homologer ar eukaryota (amdbor), kan tyda pa
att TM6SC1 lever i symbios med andra organismer. Denna utvecklade
encellsmetagenomik kommer siakerligen att signifikant 6ka mojligheterna att studera
bakterier utan att odla dem.

Kapitel 7 Liv i extrem Kkyla

Vad for bakterier kan leva i extrem kyla, och hur klarar de av att leva dar? Nagra nya
rapporter visar pa en stor biodiversitet, och forvanande egenskaper.

(i) Antarktis. Sjon Vostok under Antarktis is dr en av varldens storsta insjoar, och fyra
kilometer glacidris ovanpa den har isolerat sjons innehall upp till 20 miljoner ar. Ryska
forskare har borrat sig ned mot sjons yta till den nyis ("accretion ice”), mer dn
tvahundra meter tjock, som bildas 6verst i sjon da glacidren ror sig 6ver vattenytan (de
undviker att borra sig ned till flytande vatten for att inte riskera att kontaminera detta,
och diskuterar eventuell foreliggande kontaminering av sina borrkdrnor ingdende). De
har nyligen rapporterat metagenomiska studier av fyra iskdrnor fran nyis ca 3,5 km
under glacidrytan. 18

Analysen visade pa 3 369 unika sekvenser. Av dessa var 3 169 fran bakterier, varav
drygt halften visade = 97 % sekvensidentitet med sekvenser i GeneBank; mer dn hélften
av dessa var fran andra metagenomiska studier och representerade bakterier som inte
odlats. De flesta identifierade bakteriesekvenserna horde till Firmicutes, Proteobacteria,
Cyanobacteria, Actinobacteria och Bacteroides. Sex procent av alla unika sekvenser kom
fran eukaryoter, de flesta svampar men ocksa en del andra mikroorganismer och en del
artropoder. Bara tva sekvenser harrorde fran arkéer, vilket kanske var lite forvanande
med tanke pad hur vanliga arkéer ar i Antarktis djuphav.

Analys av identifierbara gensekvenser visade att heterotrofi var vanligt, men saval
koldioxidassimilering som fotosyntes (igen kanske forvanande med tanke pa djupet
under glacidren) var val representerat, liksom alla steg i kvavets kretslopp. Likheterna
var, foga forvanande, storst med sekvenser fran psykrofila och psykrotrofa organismer.
Det mest spannande &r forstas de icke-identifierade sekvenserna - finns har spar efter
urtida organismer som inte finns ndgon annanstans idag, eller okdnda
koéldanpassningar? Utan tvekan kommer det mer data fran denna forskargrupp nar de
analyserat sina iskdrnor mera.

(ii) Arktis. Fran andra dnden av jordklotet kommer lite mera data om en extremt
psykrotrof bakterie.l® Planococcus halocryophilus Or1 (en icke-sporulerande firmikut).

18 Shtarkman m.fl. (2013) PLOS One 8(7) d0i:10.1371/journal.pone.0067221
19 Mykytczuk m.fl. (2013) ISME ] 7:1211



For att kunna odla bakterierna vid temperaturer under fryspunkten tillsatte forskarna
glycerol till 7 % till mediet. I detta medium véxte P. halocryophilus Or1 vid -15 °C med
generationstider pa 40-50 dagar, jAmfort med en timme vid den optimala
tillvaxttemperaturen 25 °C. Forskarna kunde inte dstadkomma ett odlingsmedium som
forblev flytande under -15 °C, men genom att inkubera bakterierna i (steriliserade)
jordprov fran permafrostlagren med 14C-acetat och méata producerad 14C-CO2 kunde de
pavisa aktiv metabolism dnda ned till -25 °C. Vid dessa laga temperaturer omgavs
cellvidggen av en "skorpa” av peptidoglykan och extracelluldra polysackarider, medan
cellmembranet forvdnande nog huvudsakligen inneholl mattade fettsyror (sid 70); hur
detta membran kan bibehalla fluiditet vid sa 1aga temperaturer ar oklart. Proteinernas
aminosyrasammansattning resulterade i maximal flexibilitet. Hela 17 % av genomet var
repetitivt, med manga kopior av exempelvis gener som kodade fér upptag av osmolyter
(Amnen som okar det osmotiska trycket, sid 69), men ocksa av gener inblandade i
celldelning, fettsyrasyntes, oxidativ stressrespons och transkriptionsreglering.
Genkopiorna var inte helt identiska, vilket resulterade i produktion av isoenzymer
(varianter av ett och samma enzym) vilka kan skilja sig ndgot fran varandra avseende
optimala forhallanden, och diarmed finjustera bakteriens anpassningsformaga.
Forskarna menar att kombinationen av proteinflexibilitet och denna genvariation
sannolikt ar vad som gjort det mojligt for bakterien att hantera sdval osmotisk stress
som koldstress, och kan innebdra att permafrostlagren i Arktis hyser ett mer aktivt
mikrobiellt ekosystem dn tidigare ansett.

Kapitel 8 Bakterieinfektioner

For att battre kunna bekdmpa infektionssjukdomar behdévs battre insikter i hur
organismerna evolverar, och mer kunskap om organismernas utveckling och interaktion
med andra organismer. De studier som beskrivs nedan ger nagra smakprov pa nyare
forskning rorande dessa aspekter.

(i) Tuberkulosbakterier. Mycobacterium tuberculosis har idag endast manniska som vard,
men den narbeslaktade M. bovis infekterar notkreatur och ingar i det vaccin (BCG-
vaccin) som ger viss immunitet mot tuberkulos hos manniska. En gangse hypotes har
varit att kreatursbakterien har gett upphov till mdnniskans patogen.
Genomundersokningar visar dock att M. bovis-stammarna grenat ut mitti M.
tuberculosis-klustret, och visar betydligt mindre inbdrdes variation dn de stammar som
orsakar human tuberkulos.20.21 Detta tyder pa att patogenen rort sig fran manniska till
notkreatur i stallet for tvartom, och dess ursprung forblir okdnt. Jamforelser mellan
olika moderna stammar av tuberkelbakterien visar att deras sista gemensamma
stamform fanns for 5 000-40 000 ar sedan, och att de humana stammarnas troliga
ursprung ar pa Afrikas horn.21

(ii) Aktivering av kolerabakterier. Pavisande av kolerabakterier i naturliga miljoer
kompliceras av att bakterien ofta befinner sig i en vilande form som inte gar att odla pa
laboratoriemedier (VBNC, sid 82). Det ar kdnt att vilande kolerabakterier kan aktiveras
vid passage genom ett ddggdjurs mag-tarmkanal. Vad ar det som aktiverar bakterierna?
Bari m.f.22 har nyligen visat att tva olika kvorumsignalmolekyler (autoinducerare, sid

20 Veyrier m.fl. (2011) Trends Microbiol 19:156
21 Blouin m.fl. (2012), PLoS One 7 doi:10.1371/journal.pone.005284
22 Bari m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110: 9926



67), CAI-1 och Al-2, fran kolerabakterier var for sig eller gemensamt kan aktivera
vilande bakterier. Vilande celler var kockoida och omslutna av ett holje. Vid aktiveringen
forandrades bakteriernas form sa att de blev vibrioner. Det finns manga olika sorters
bakterier (och ocksa arkéer, se texten till kap. 11) som bildar AI-2, medan CAI-1 bara
bildas av bakterier i sldktet Vibrio. Om en ménniska far i sig kolerabakterier som
befinner sig i viloformen kan bakterier i manniskans normala mag-tarmflora ha
producerat Al-2, vilket da kan resultera i att kolerabakterierna aktiveras och kolera
uppkommer. Man kan ocksa tdnka sig att andra bakterier i miljon bildar AI-2 och da
kommer alltsa de vilande bakterierna i vattnet att aktiveras och ge sjukdom hos
manniskor som kommer i kontakt med det smittade vattnet. Bari m.fl.22 fann ocksa att
tillsats av autoinducerarna till anrikningsmediet signifikant 6kade mojligheterna att
detektera V. cholerae i naturliga vattendrag, rimligtvis for att de inducerades till aktiv
vaxt och dirmed kunde pavisas genom odling. Forbattrade majligheter att detektera
bakterien kan forbattra moéjligheterna att forebygga koleraepidemier.

(iii) Hjdlpsamma bakterieinfektioner? a-proteobakterien Wolbachia deltar i manga
symbioser med flercelliga eukaryoter (sid 152). Zhang m.fl. har studerat hur bakterien
paverkar en av sina vardar, myggan Aedes aegyptii som ar en av vektorerna for
denguevirus (sid 275).23 Det var kant sen tidigare att Wolbachia-infektion ledde till
reducerad cytosinmetylering av myggornas DNA, och skyddade myggorna fran
denguevirus. Zhang m.fl. kunde nu visa att myggans uttryck av sin enda
cytosinmetylasgen, AaDnmtZ2, reducerades efter Wolbachia-infektion. Forskargruppen
har tidigare visat att en av eventuellt flera sma reglerande RNA-molekyler (sid 120) hos
myggan, miRNAt aae-miR-2940, 6kar i mangd efter Wolbachia-infektion24. Nu?3 kunde
de visa att denna RNA-molekyl i sin tur nedreglerade AaDnmt2-genen. Pa detta satt
ledde Wolbachia-infektionen till att lagre mangd cytosinmetylas bildades i myggans
celler, och att myggans DNA blev undermetylerat. Graden av cytosinmetylering paverkar
i sin tur uttrycket av manga myggener, daribland sadana som paverkar bade bakteriens
och virusets replikation; med undermetylerat DNA hindrades denguevirusreplikationen
medan Wolbachia-replikationen stimulerades.

Det beskrivna systemet ar forstas hogintressant i de delar av varlden dar Aedes-
myggor sprider denguefeber. Wolbachia har ju visat sig kunna spridas mycket snabbt i
nya insektpopulationer (sid 153); kanske kan bakterien dar reducera spridningen av
denguevirus?

Kapitel 9 Antibiotika och antibiotikaresistens

Stora problem med antibiotikaresistens gor att forskning kring verkningsmekanismer
och nya bekdmpningsmetoder dar mycket aktiv.

(i) Verkningsmekanismer. For en del ar sedan vackte det mycket uppmarksamhet nar
nagra forskare visade data som tydde pa att bakteriocida (sid 188) antibiotika verkade
via reaktiva syreformer (R0OS).2> Bland annat visade de att tiourea, som hiammar
bildandet av ROS, reducerade den bakteriocida effekten av dessa antibiotika under
aeroba forhdllanden. En annan forskargrupp fann att antibiotikagenererade
hydroxylradikaler till och med var effektiva mot persisterande mykobakterier, vilkas

23 Zhang m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:10276
24 Hussain m.fl. (2011) Proc Natl Acad Sci USA. 108:9250
25 Kohanski m.fl. (2007) Cell 130:797; Kohanski m.fl. (2010) Mol Cell 37:311



motstandskraft mot antibiotika var forknippad med reducerad syrehalt i deras
omgivning.2¢ Det dr val kant att ROS kan orsaka stora skador pa makromolekyler
inklusive DNA, men det dr ocksa val kdnt att bakteriocida antibiotika fungerar ocksa
under anaeroba betingelser, sa ROS ar uppenbart inte hela sanningen. Dessutom kan
den 6kade mutationsfrekvensen orsakad av oxidativa skador pa DNA ocksa resultera i
utveckling av antibiotikaresistens.?” Tva nya rapporter28 29 visade att bakteriocida
antibiotika som fluorokinolonerna ciprofloxacin och norfloxacin visserligen resulterade
i produktion av ROS, men att dessa reaktiva syreformer inte var nédvandiga for den
bakteriocida effekten. Tiourea reducerade den bakteriocida effekten ocksa under
anaeroba forhadllanden.?? I en tredje undersokning sags ingen 6kning av halten
vateperoxid (en ROS-form) nar bakterier behandlades med bakteriocida antibiotika som
norfloxacin under aeroba férhallanden. I denna undersékning gav norfloxacin likval
bakteriocid effekt under saval aeroba som anaeroba forhallanden.30 Syrets och dess mer
reaktiva formers roll i bakteriocidi ar uppenbart fortfarande oklar.

Nya ron visar att makrolider (sid 202), som tidigare trotts hamma all proteinsyntes
hos bakterier, i stallet hAmmar selektivt: vissa peptidkedjor kan lamna det
makrolidhdmmade ribosomkomplexet, och makrolider med starkare avdodande effekt
slapper igenom fler peptidkedjor dn sddana med svagare effekt.3! Detta tyder pa att det
ar obalans bland bildade proteiner snarare an total hamning av proteinsyntesen som
orsakar dessa antibiotikas bakteriostatiska effekt.

(ii) Nya antimikrobiella substanser. Bakteriociner (sid 156) ar ofta mycket effektiva mot
andra bakterier, och kan vara saval smalspektriga som bredspektriga. Eftersom de har
delvis andra verkningsmekanismer och andra receptorer dn antibiotika, kan de utgéra
ett alternativ vid antibiotikaresistens.32

Lipoteikoinsyra (LTA, sid 40) ar en universell bestandsdel av grampositiva
bakteriers cellvaggar, men hittills ar bara ett antibiotikum (daptomycin) kdnt som
paverkar dess syntes, och bakterier har visat sig snabbt utveckla resistens mot detta.
Efter screening av ett bibliotek av sma molekyler for foreningar med aktivitet mot
grampositiva men inte mot gramnegativa bakterier, har Richter m.fl. 33 funnit en LTA-
hammare (forening 1771) som blockerar ett av enzymen i LTA-biosyntesvagen.
Foreningen har testats pa moss infekterade med en annars letal dos av
meticillinresistent Staphylococcus aureus. Testmossen 6verlevde da signifikant battre dn
obehandlade moss. Foreningen verkar darfor lovande for utveckling av behandlingar
mot infektioner med grampositiva bakterier.

En likartad screening for molekyler som hammade biofilmbildning hos
mykobakterier ledde Wang m.fl. till en férening (TCA-1), som hade bakteriocid effekt
mot Mycobacterium tuberculosis, oberoende av stammarnas kanslighet for vanliga
antituberkulosantibiotika (sid 206).34 TCA-1 visade sig nedreglera enzym férknippade
med etablerandet av persistens hos mykobakterierna, vilket leder till forhoppningen att
detta dmne kan gora utvecklingen av nya antituberkulosmedel mojlig.

26 Grant m.fl. (2012) Proc Natl Acad Sci USA 109:12147
27 Wang m.fl. (2013) J Biomol Struct Dyn 31:729

28 Ricci m.fl. (2012) J Antimicrob Chemother 67:589;

29 Keren m.fl. (2013) Science 339:1213

30 Liu och Imlay (2013) Science 339:1210

31 Kannan m.fl. (2013) Cell 151:508

32 Cotter m.fl. (2013) Nature Rev Microbiol 11:95

33 Richter m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:3531
34 Wang m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:E2510
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Kapitel 10 Brinsle for en overbefolkad varld

Dagens biobranslen ar till stor del baserade pa vaxter som alternativt skulle kunnat
utnyttjas till manniskoféda (exempelvis majs, raps, palmolja), eller produceras pa jordar
som alternativt skulle kunnat anvandas for odling av dtbara vaxter eller bevarande av
viktiga biotoper och habitat. Biobransle producerat av mikroorganismer ar darfor ett
attraktivt alternativ som idag ar foremal for omfattande forskning. Ett annat alternativ
ar manniskofdda producerad av mikroorganismer, vilket ocksa skulle frigéra mark for
andra dndamal.

Framfor allt cyanobakterier, men ocksa en del gronalger, rodalger och kiselalger,
anvands for denna typ av forsok eftersom de ar fotoautotrofer som lever i vatten och
darmed inte kraver vare sig dkerareal eller organiska kolféreningar. Dock kraver de
forstas tillgang till 6vriga grunddamnen, dar framfor allt fosfor idag dr en begransande
faktor.

Ducat m.fl. beskrev nyligen genetisk modifiering av cyanobakterien Synechococcus
elongatus sa att denna producerar och exporterar massiva kvantiteter sukros. 35
Mangderna blir sa stora (upp till 80 % av den totala biomassan; 36 mg sukros per liter
kultur och timmes belysning) att sukros fran denna cyanobakterie kan bli ett
ekonomiskt lonsamt alternativ till sockerror och sockerbetor, vilket da forstas skulle
frigora dkerareal for andra grodor. Ett intressant alternativ vore att anvdanda den
producerade sukrosen som energikalla for jast, dir stammar redan finns utvecklade som
kan konvertera sukros till etanol med mer an 95 % utbyte; forbranningsmotorer for
etanol finns ju redan tillgangliga.

Saval svampar som alger och bakterier kan producera lipider som kan utvinnas som
olja av liknande sammansattning som vegetabiliska oljor.3¢ Svamparna och bakterierna i
fraga ar heterotrofer, men fototrofa gronalger kan producera olja utan att organiska
kolféreningar behover utnyttjas; dock behovs hogre COz-halt an atmosfarens for effektiv
oljeproduktion. Har finns en spdnnande mojlighet att kombinera minskning av
koldioxidutslapp med produktion av biobransle: industriutslapp av CO; kanaliseras till
dammar med fototrofa grénalger som assimilerar koldioxiden till brannbar olja.3”

Howard m.fl. beskrev nyligen forsok att gentekniskt modifiera de branslemolekyler
mikroorganismer kan producera for att i slutinden astadkomma ett bransle som
strukturellt och kemiskt liknar dagens fossila branslen (huvudsakligen n-alkaner, iso-
alkaner och n-alkener med olika kedjeldngd) och darmed minska kostnaderna for
anpassning till dagens forbranningsmotorer efter produktionen.38 De anvande av
praktiska orsaker E. coli som vard for de modifierade syntesvagarna, och fick inte
sarskilt bra utbyte, men arbetet visar 4nda att sddana féorandringar ar genomforbara.

Aven i en hypotetisk virld utan fossila branslen finns det anviandning for flytande
(eller gasformiga) branslen, exempelvis for att buffra oregelbunden produktion av
fornyelsebar energi och for att anvanda motordriven utrustning pa platser utan elnat
(inte minst fartyg och flygplan). Forskningsprojekt har darfor startats for att undersoka
om bakterier kan anvanda elektrisk strom som energikalla vid koldioxidassimilering.3°

35 Ducat m.fl. (2013) Appl Environm Microbiol 78:2660

36 Xu m.fl. (2012) Biofuels Bioprod Bioref 7:65

37 Tang m.fl. (2011) Bioresource Technol 102:3071

38 Howard m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:7636

39 Conrado m.fl. (2013) I Lee (red.) Adv Biofuels Bioprod, Springer, pp 1037-1064
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Detta ar inte sa varldsfraimmande som det kanske later; det ar val kant att bakterier kan
anvanda elektroder som elektronmottagare vid respiratorisk energiutvinning (sid 62).
En kort notis forra dret*0 visar att konceptet ar mojligt, men mycket aterstar innan en
storskalig teknik utvecklats.

Kapitel 11 Biofilm hos arkéer

Hur liknar och skiljer sig arkébiofilmer fran bakteriella biofilmer (sid 92)? Orell m.fl. har
nyligen sammanstallt kunskapen om detta.*1.

Sjalva biofilmen verkar bildas pa samma satt som hos bakterier: arkéerna binder till
en fast yta via arkeller (arkéflageller), pili och andra utskott, och utséndrar
makromolekyler som bildar en matrix som skyddar mikroorganismerna, ger battre
bindning till ytan och haller kvar vatten och extracellulara enzymer i biofilmen.
Sammansattningen av denna matrix ar fortfarande férhallandevis okdnd, men
polysackarider har patraffats i flera fall, liksom DNA. Senare kan biofilmarkéer brytas
loss fran biofilmmassan pa samma satt som bakterier och sprida sig till andra stéllen.
Biofilmer av arkéer har patraffats i bl.a. havsvattnet vid Antarktis, vattenfloden fran
hogalpina glacidrer, surt vatten fran gruvor och i alkaliskt sjovatten. Liksom bakterierna
verkar arkéerna bilda blandade biofilmer vilket ger mojligheter for symbios, exempelvis
mellan metanotrofa euryarkéer och sulfatreducerande bakterier (sid 233). Metanogena
arkéer ingar ocksa i bakteriella biofilmer hos manniskan, féoretradesvis i mag-
tarmkanalen, munnen och slidan.

Liksom hos bakterier verkar det finnas ett samband mellan motilitet och férmaga att
bilda biofilm; mutanter som férlorat motiliteten har forsamrad formaga att bilda biofilm.
Kvorumreglering via signalmolekyler av typen Al-1 (hos bakterier involverade i
artspecifik kommunikation), acylerade homoserinlaktoner, forekommer hos en del
euryarkéer, saval metanogener som halofiler. Signalmolekylerna ar bast studerade hos
metanogenerna, dar de till skillnad fran hos bakterier ar karboxylerade.
Homoserinlaktoner dr termolabila, och forskarna har inte funnit gener i termofila
arkéers genom som kodar for enzymer i syntesviagen for homoserinlaktoner. Daremot
producerar den termofila krenarkéen Pyrococcus en kvorumsignalmolekyl av typen Al-2
(hos bakterier involverade i kommunikation mellan arter, se texten om V. cholerae till
kapitel 8), en borinnehallande furanon som ar mer termostabil. Huruvida denna
medverkar i reglering av biofilmbildning ar dock dnnu oklart.

Det ar dock relativt fa arkéer hos vilka Al-1-lika eller Al-2-lika signalmolekyler
patraffats; de saknas t.ex. hos den mycket vilstuderade och genomsekvenserade
biofilmbildande krenarkéen Sulfolobus. Transkriptionsfaktorer i Lrs14-familjen har
implicerats i reglering av Sulfolobus biofilmbildning, men det ar oklart om nagon
kvorumreglering forekommer. Det verkar onekligen som om arkéernas repertoar nar
det galler biofilmbildning ar storre an bakteriernas, och mycket spannande aterstar att
utforska.

Kapitel 12 Sexuell fortplantning hos Penicillium
Penicillium chrysogenum (sid 251) ar den svamp som producerar penicillin. Trots att

svampen studerats i mer dan hundra ars tid har forskare férst nu kunnat beskriva dess
sexuella fas.42

40 Li m.fl. (2012) Science 335:1596
41 Orell m.fl. (2013) Annu Rev Microbiol 67:337
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Bohm m.fl. har via genomstudier funnit gener for parningstyperna (sid 239) MAT1-1
och MAT1-2 i genomet hos olika stammar av Penicillium chrysogenum, och med hjalp av
denna information kunnat bestimma parningstyp hos tidigare kanda svampstammar.42
Forskarna spred sedan stammar med olika parningstyp pa ett fast medium innehallande
havremjolsextrakt och biotin. Pa ytor dar svampstammar med olika parningstyp kommit
i kontakt med varandra var det sedan mojligt att isolera askosporer fran bildade
rekombinanter. Dessa gav upphov till svampar som visade pa kombinationer av
foraldrarnas egenskaper; evidens for att rekombination agt rum.

Forskarna konstruerade med gentekniska metoder en deletant AMAT1, vilken som
forvantat var steril och inte kunde producera rekombinanter tillsammans med en fertil
MAT1-2-stam. AMAT1-stammen visade dndrat uttryck av ett stort antal mRNA-
molekyler jAmfort med stammar som uttryckte ndgon version av MAT1-genen. Narmare
undersokningar visade att MAT1 férutom att reglera parningstypen ocksa reglerar
bildningen av penicillin och hyfstrukturen, som har betydelse for utvinningen av
penicillin vid storskalig odling. Med kunskap om den sexuella fasen hos denna svamp ar
det nu mojligt att korsa in nya egenskaper pa ett relativt enkelt sitt i de
penicillinproducerande svampstammarna, t.ex. for att gora dem lattare att odla och
optimera bildningen av penicillin.

Kapitel 13 Virus - vara "vinner” och "fiender”

Har beskrivs ndgra nya exempel pa hur virus kan ha saval positiva som negativa effekter
for manniskan. Se ocksa texten om Aedes aegypti, Wolbachia och denguevirus till kapitel
8.

(i) Spontan fagterapi. Fagterapi brukar innebdra att en patient behandlas med fager som
kan angripa de infekterande bakterierna. Men fager verkar ocksa vara en del av vart
vanliga forsvar.

Slemhinnor (mukosa) ar de viktigaste etableringsomradena for bakterier (sid 166).
Pa slemhinnor hos manga organismer ar forhdllandet mellan bakteriofager och
bakterier fyra ganger hogre dan utanfor slemhinnorna. Manga fager i human slemhinna
kodar for proteiner med domaner som liknar hypervariabla immunoglobuliner. Sadana
ar involverade i celladhesion hos manga organismer. Hoc-proteinet (ett kapsidprotein)
hos fagen T4 innehaller till exempel fyra sddana doméaner. Barr m.fl. har nyligen visat att
Hoc-proteinet gor det mojligt for fagen att binda selektivt till glykoproteiner i slemmet.43
Det ar viktigt att podngtera att denna bindning alltsa sker via kapsiden, medan fagerna
binder till sina vardbakterier med svansfibrer som ar lokaliserade i deras motsatta dnde.
Bindningen till mukuset forbattrar mojligheterna for fagerna att interagera med
bakterier som fastnar i slemmet. Nar forskarna jamforde slemhinna med respektive utan
fager i slemmet fann de att slemhinna med bundna fager innehdéll farre bakterier, och
dessutom forekom det mindre celldod i sjdlva slemhinnan. Fagerna verkar alltsa ha
skapat ett "antimikrobiellt lager” utanpa slemhinnan som reducerar
bakteriekolonisationen dar och skyddar underliggande vavnad fran infektioner.
Framtida forskning far visa hur detta eventuellt kan utnyttjas i fagterapeutiska
sammanhang.

42 Bohm m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:1476
43 Barr m.fl. (2013) Proc. Natl Acad Sci USA 110:10771
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(ii) Nytt coronavirus. Virus evolverar snabbt, och nya former uppkommer standigt. [
2012 ars uppdatering beskrevs nya influensavirus. 2013 har sett ett nytt coronavirus
(sid 275) sprida sig.

[ juni 2012 drabbades en man i Saudiarabien av lunginflammation, som sa
smdningom kunde karakteriseras som orsakad av ett nytt coronavirus.#* Mannen avled
knappt tva veckor senare. Fram till juli 2013 har ca 80 fall konstaterats infekterade med
det nya viruset (varav ungefar halften lett till dodsfall), alla med kopplingar till
arabstaterna.*> Det nya viruset (forst kallat HCoV-EMC) har nu fatt beteckningen MERS
(egentligen MERS-CoV; Middle East respiratory syndrome coronvirus).4¢ Det ar nara
beslaktat med ett coronavirus som isolerats fran fladdermadss.

Raj m.f1.47 har identifierat den receptor som viruset utnyttjar vid infektionen. COS-7-
celler (en cellinje med ursprung i apnjurvavnad) ar okansliga for MERS men blir
kansliga om manskligt DPP4 (dipeptidylpeptidas 4; ett valkdnt receptorprotein pa
manskliga celler) eller DPP4 fran fladdermus uttrycks i dem. Detta visar att DPP4 ar
receptor for viruset. Utskott pa virusytan binder DPP4. DPP4 finns hos manga daggdjur,
forutom fladdermoéss och manniskor ocksa andra primater och tamdjur. Hos manniskor
uttrycks proteinet i djupt liggande lungvavnad pa ungefar samma stédllen som den
receptor som SARS-viruset utnyttjar. Detta kan forklara varfor MERS ger allvarliga
lunginfektioner. Antikroppar mot DPP4 hindrade bindning av MERS till manskliga
bronkialceller.

Samma virus kan alltsa infektera bade manniskor och fladdermaoss, men hur ar det
med andra djurs kanslighet och vilken ar virusets naturliga vard? Detta behover utredas
for att klarlagga risken for spridning fran djur till manniska. Hur vanlig ar infektionen
hos manniska? Studier av utbrotten i Mellandstern har visat att viruset kan spridas fran
manniska till manniska.*® Finns det personer som har antikroppar mot viruset men inte
uppvisat sjukdomssymtom? Om sa ar fallet kan infektionen vara mera spridd 4n man
hittills ként till. Man beho6ver ocksa starta arbete med att utveckla botemedel som
antivirala lakemedel och vaccin mot infektionen. En méjlighet skulle darvid kunna vara
att forsoka minska uttrycket av DPP4 hos manniskor eller hitta en hAmmare som kan
binda till virusutskottet.

44 Zaki m.fl. (2012) New England ] Med 367:1814
45 Perlman (2013) New England ] Med 369:466
46 deGroot m.fl. (2013) J Virol 87:7790

47 Raj m.fl. (2013) Nature 495:251

48 Assiri m.fl. (2013) New England ] Med 369:407



