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Fig. 1

Photobacterium phosphoreum har strukits pd en Petri

platta.

Detta fotografi har tagits med en ldng exponeringstid.

For blotta 6gat ser dessa lysande kulturer mer grona din bld ut.
En stark luminescens kan endast erhdllas om man anvinder
ett speciellt medium fér Photobacterium.
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Bakteriell illumination
Att odla luminescenta bakterier

Passagerare, som befinner sig ombord pa ett kryssningsfartyg, forvanas
ibland nattetid 6ver det ljussken som kan uppsta, nar man spolar
toaletter med havsvatten. Fenomenet beror pa luminescenta
mikroorganismer, som fordrar syre och ibland ocksa fysisk skada for sina
ljusemitterande reaktioner. Sddana mikrober finns i alla marina miljoer
[1]. Deras narvaro kan stilla till problem — mycket av forskningen pa
luminescenta dinoflagellater har bekostats av Marinen i USA, eftersom
ljusspéren efter fartyg och numera ocksa interferens med laserljus som
anvands vid undervattenskommunikation, ar mycket besvarande [2].

Luminescenta bakterier kan emellertid ocksa vara mycket
anviandbara. De dr mycket kénsliga for fororeningar och anvinds
darfor ofta i stéllet for djurtester, for att upptacka toxiner i vatten
[3]: De ljusproducerande reaktionerna kan ocksa anvandas vid
analytiskt arbete in vitro [4].

Bakterien Photobacterium phosphoreum (Figur 1) &r den mest
lysande av alla bakterier. Den trivs i rumstemperatur (20-25 °C eller
lagre), sa den behdver inte ndgon speciell inkubator vid odling.
Eftersom bakterien fordrar saltvatten for sin 6verlevnad, sé ar risken
att den skall 6verleva under en langre tid om den skulle spillas ut,
mycket liten. Av denna anledning rekommenderas den ofta vid
skolarbete. [5].

Elever kan odla P. phosphoreum for att lara sig sterilteknik. E-kolvar
med buljong dr lampligt vid odling av dessa organismer. Ytterligare
undersokningar ar givetvis ocksa mojliga att utfora.

Om tid och lokala sdkerhetsforeskrifter medger kan luminescenta
bakterier isoleras frdn huden av havsfisk eller blackfisk. Man maste
da odla dem pa ett speciellt medium.
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Fig. 2
Luciferas frdn Photobacterium

phosphoreum. Data for denna modell
har erhdllits frdn Protein Data Banken,

ID kod 1FVP. Se Referens [6].

Fig.3

Strukturen hos bakteriellt luciferin.
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Fig. 4

Utveckling av luminescens och luciferas i

jédmforelse med tillvixt hos Vibrio
fischeri. Se Referens [7].
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Hur astadkommer bakterierna ljus?

Den ljusbildande reaktionen ar en sidogren till elektrontransport-
kedjans reaktioner vid bakteriernas respiration. Till skillnad fran den
ljusbildande reaktionen hos dinoflagellater, som endast sander ut ljus
da de utsatts for fysisk stress, dr bakteriernas luminescens en standigt
pagdende process. Under reaktionen bildar den reducerade formen av
luciferin (FMNH ) ett komplex med enzymet luciferas. Detta komplex
reagerar med molekylart syre och bildar den oxiderade formen av
luciferin (oxyluciferin eller FMN) och exciterat’ luciferas. Aldehyder
som bestar av langa kedjor fordras ocksa vid denna del av reaktionen.
Aterbildningen av luciferas till dess 'vilstadium’ resulterar i emission av
fotoner (Figur 5).

Varfor skickar bakterier ut ljus?

Trots att man har kant till biokemin vid ljusemission under en langre
tid, har forstdelsen av dess betydelse lange varit ett mysterium.
Mangden ljus som bildas av en enstaka bakteriecell ar alltfor liten, for
att vara av nagon fysiologisk eller ekologisk betydelse. Nu kanner man
till att frilevande bakterier i havet inte bildar ndgot luciferas och
ddrmed inte heller kan emittera nagot ljus. Det dr endast nar
bakteriecellerna 4r sammanpackade, t. ex. i specialiserade ljusorgan
hos fisk eller blackfisk, som de lyser klart. | detta symbiotiska
forhéllande forser djuret bakterierna med en néringsrik omgivning,
som stimulerar tillvaxten. | utbyte far djuret ljus, som kan anvindas till
att attrahera byten, kommunikation eller kamoflage [1].

Vad ar orsaken till att bakterierna lyser i ett ljusorgan, men inte i 6ppna
havet? Laboratorieobservationer, som gjordes i slutet av 1960-talet,
visade att nyligen ympade kulturer av Vibrio fischeri endast emitterar
ljus ndr celltdtheten natt en viss niva (Figur 4). Forst trodde man att
detta berodde pa att kulturmediet innehdll ndgon sorts inhibitor till
den ljus-genererande reaktionen och som férsvann nar bakterie-
kulturen blev tatare. Det visade sig senare att detta var fel. | stallet
ackumuleras en aktivator molekyl eller autoinducer’ vid stor celltathet,
som utloser ljusproduktionen. Bakterien kan kdnna av celltdtheten
genom att upptadcka autoinducern samt ocksa dess koncentration. Man
kallar denna typ av cell signalering for quorum sensing [for en kort
historik, se Referens 8].

Grundmekanismen fér quorum sensing, som undersokts hos V. fischeri
och Vibrio harveyi liknar de mekanismer, som reglerar genutrycken hos
manga gramnegativa bakteriearter. Quorum sensing finns ocksa hos
grampositiva bakterier och man tror ocksa att kommunikation kan ske
mellan arter (quorum sensing cross talk’). Denna typ av bakterie-
kommunikation anses numera spela en stor roll i patogeners virulens
och i enzym och antibiotika produktion. Forskning inom detta omrade
kan darfor vara av stor ekonomisk och medicinsk betydelse.

Samtidigt med arbete pa quorum sensing, har studier 6ver
bakterieluminescens pa genetisk niva utforts [9, 10]. Det finns sju sa
kallade lux gener, som behdvs for att producera och reglera
luminescensen hos V. fischeri. Tva plasmider som innehaller dess gener
har konstruerats for undervisningsaindamal och deras funktioner kan
demonstreras genom att sdtta in dem i Escherichia coli[11].

VIKTIGT! Observera att i EU far den typ av bakterie-

transformation, som ovan anges, endast utforas efter sarskilt
tillstand fran myndighet (Arbetsmiljoverket i Sverige [12]).
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Fig.5

Ndgra av de reaktioner som deltar i
ljusbildningen av hos bakterier. Dessa
reaktioner dr sidoreaktioner till
elektrontransportkedjans reaktioner.
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Syfte

Att iaktta luminescens fran Photobacterium phosphoreum eller Vibrio

fischeri.

Utrustning och material

Behov per grupp eller person

«  Snedagarkultur av P. phosphoreum eller V. fischeri

Photobacterium- eller havsvattenbuljong (se recept nedan). Om
varje elev utfor ett experiment ar det lampligt att fordela
naringsbuljongen i E-kolvar innan man autoklaverar.

*  Bunsen brdnnare
*  Ympningsnal

Tillgang till morkrum for att iaktta kulturerna 18-24 timmar efter

ympning

Tillvagagangssatt

1 Ympa ndringsbuljongen med bakterier och inkubera 6ver natt vid
rumstemperatur (20-25 °C). Syre dr nddvandigt for luminescens.
Det ar darfor nodvandigt att skaka E-kolven da och da. Kolvarna
mdste dock vara ordentligt forslutna. VIKTIGT! Tillrackligt med
utrymme maste lamnas ovanfor vitskenivan i flaskan, sa att
gasproduktionen ges utrymme. Dessutom maste syre kunna

diffundera ner i kulturen.

Sdkerhet

God mikrobiologisk teknik skall utévas av alla som utfor denna
laboration. Metoden att isolera luminescenta bakterier fran fisk (se
rutan sid. 6) bor endast utforas av elever som har erfarenhet av
mikrobiologisk teknik. Det ar viktigt att folja alla sakerhetsregler, sa
att inga patogena bakterier av misstag isoleras och odlas.

| Sverige skall Arbetsmiljoverkets regler foljas, liksom de regler som

eventuellt har satts upp lokalt.

Recept for odling av bakterier i denna laboration

Photobacterium medium

+ Havsvatten salt 33g
* Jastextrakt 5¢
» Tryptone 5¢
+ Glycerol 3g
o Tris 6g
+ NHCI 5g
+ Dest. vatten 1l
For ett fast medium tillsatts:

+ CaCo, 1g
» Agar 15-20¢g

Justera pH till 7.2-7.5.

www.bioscience-explained.org

Havsvatten medium

+ Jdstextrakt 10g
+ Maltextrakt 4
* Glukos 4
+ Havsvatten* 750 ml
* Dest. vatten 250 ml

For ett fast medium tillsdtts 1520 g
agar. Justera pH till 7.5.

* Naturligt havsvatten skall
forvaras i mérker under dtminstone
tre veckor innan det kan anvdndas.
Om naturligt havsvatten inte finns
tillgdngligt kan man anvénda
artificiellt havsvatten.

Artificiellt havsvatten

+ Nacl 28.13¢g
- Kdl 0.77¢
+ CaCl.2H,O 1.60g
+ MgClL.6H,O 4.80¢g
+ NaHCO, 011g
* MgSO,7H,0 3.508
+ Dest. vatten 1l

All bakteriemedia skall autoklaveras
vid 121 °C under 15-20 min innan
anvéndning.
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Preparation

Snedagarkulturer av P. phosphoreum kan 6verleva 4 °C. Sddana
kulturer maste emellertid 'aterupplivas’ genom att 6verfora dem
till nya snedagarror eller till plattor innan de kan anvdndas av
eleverna. Detta bor goras 2-3 dagar innan anviandandet.

E-kolvar eller provror med naringsbuljong kan géras iordning och
autoklaveras innan anviandandet.

Tidsatgang

Endast kulturer under tillvaxt sinder ut ljus. Maximum luminescens
brukar uppsta efter 18-24 timmar efter ympningen.

Felsokning

Kulturerna maste odlas pa Photobacterium medium om man vill
erhdlla stark illumination. Endast kulturer som befinner sig log fas’
producerar ljus (se Figur 4).

Fotografering

Fotografier av plattor eller kolvar innehallande luminescenta
bakterier kan tas med monochrom 125 ISO film vid f/2.0 under 100
sekunder. Ljuset som bildas av sma bakteriekulturer kan vanligen
inte fotograferas med digitalkameror, men storre volymer kan
eventuellt ga att fotografera med dylik utrustning.

Forslag pa ytterligare undersokningar

1 Effekt avtemperaturen pa luminescensen

Bakteriekulturer kan stéllas i vattenbad vid olika temperaturer
(t. ex. 0-60 °C) for att undersoka vilken effekt temperaturen har pa
ljusproduktionen. Proteinet som erfordras for bioluminescens hos
P. phosphoreum och V. fischeri denatureras vid 37 °C. P. phosphoreum
kan vdxa vid 4 °C, vilket inte & mojligt for V. fischeri.

Kom inhag att bioluminescens dr en enzymkatalyserad reaktion.
Luminescensen kan endast ses hos levande organismer, eftersom
reaktionsprodukten inte kan ackumuleras inuti en cell, i motstatts
till fluorescens (t. ex. det grona fluorescerande proteinet, GFP).

2 Effekt av syrets koncentration

Syre fordras for ljusproduktion, vilket innebar att en kultur som
limnas stillastdende endast luminescerar i gransskiktet mellan
luft och vatska.

Metylenblétt dr bld i sin oxiderade form och farglos i sin
reducerade. Metylenblatt kan darfor anvandas att folja
syrekoncentrationen i en kultur. For att gora detta, kan man
tillsatta 0.5 ml av en 0.01% vattenlésning av metylenblatt till en
15 ml luminescerande bakteriekultur i en E-kolv eller stort
provror. Lat kolven/roret st i ca 20 min eller tills luminescens
endast kan observeras vid ytan av vitskan. Notera att
ljusproduktionen dr begrinsad till den bla syreinnehéllande
zonen, medan dar bakteriernas respiration har gjort slut pd
syret ar metylenblalésningen farglos.

5 COPYRIGHT @ BIOSCIENCE EXPLAINED, 2001


http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/IndexGFP.html

bioscience | explained

Vol1 | Nra1

3 Antimikrobiell paverkan

Slaktet Vibrio bestar av gramnegativa bakterier och P,
phosphoreum och V. fischeri ir bada kinsliga for flera antibiotiska
preparat. Denna kanslighet kan testas genom att placera
papperslappar (t. ex. Oxoid Multodiscs), som har impregnerats med
olika antibiotika, pa ytan av plattor som strukits med bakterier.
Morka zoner omkring lapparna visar omraden, dar bakterier inte
har vuxit.

4 Fororeningspaverkan

P. phosphoreum dr mycket kanslig for miljofororeningar och
anvinds darfor ofta for att uppticka sddana. Man kan undersoka
effekten av metalljoner pa luminescensen. Metalljoner som ar
lampliga dr bl. a: bly (1 mg/1); koppar (1 mg/l); kobolt (3 mg/l) eller
mangan (5 mg/l).

En spektakuldar demonstration av kemiska preparat, t. ex. blekmedel,

kan erhdllas genom att tillsdtta ndgra droppar av detta till en kultur
av luminescerande bakterier. Ljuset slocknar nastan omedelbart!

Isolering av luminiscenta bakterier fran fisk eller blackfisk

Fiskberikat medium

+  Koka 250 g fiskkott il
kranvatten.

+ Tillsatt 30 g NaCl och sila
buljongen.

+ Tillsatt 10 g pepton, 20 ml
glycerol och eventuellt 1 g
jdstextrakt.

« pH-vidrdet justeras till 7.

» Autoklavera vid 121 °C under
15 min.

For fast medium tillsdtts 15-20 g
agar per liter buljong.

Sakerhet

Flera Vibrioarter ar patogena.
Riskerna att oavsiktligt isolera
patogena bakterier reduceras
avsevart om man anvander 3%
saltlosning och inkuberar fisken
vid 15 °C eller under. Patogena
bakterier som angriper
manniskan, vaxer knappast under
dessa forhallanden.

www.bioscience-explained.org

P. phosphoreum @r en av de vanligaste organismerna pa ruttnande torsk.
Man kdnner inte till att den har orsakat nagon skada, men det har
rapporterats, att manniskor har blivit forvanade over att de sett lysande
punkter pa fisken i frysen.

En farsk saltvattensfisk eller blackfisk placeras i en vanna med 3% NaCl-
[6sning. Lat saltlosningen tacka fisken till halften. OBS! Det ar viktigt att
fisken inte varit fryst eller tvattad i sotvatten. Det dr ocksd battre, men ej
nodvandigt, om fisken ej legat pd is.

Tack vannan och forvara fisken ca ett dygn vid 12-15 °Cii svalt utrymme.
Om denna temperatur ar svar att erhalla, kan man ocksa placera fisken i
ett kylskdp vid 4 °C under 48-72 h.

Efter inkubationen flyttas vannan med fisken till ett morklagt rum. Efter
ca 5 min, nar 6gonen adapterats till morker, syns lysande partier pa
fiskens hud. Anvand en steril tandpetare eller en steril ympnal och
overfor de starkast lysande flackarna till agarplattor med fiskberikat
medium. Tips: En del personer tycker att det dr bra att anvdanda en
"'morkrumslampa’ med rétt ljus vid denna 6verforing. Vand fisken bort
ifran lampan sa att de lysande kolonierna ar i skuggan och darfor synliga.

Omympning av kulturerna till nya agarplattor behdver goras varannan
dag om kulturerna halls vid temperaturer omkring 12 °C och ca en gang i
veckan vid temperatur omkring 4 °C. P. phosphoreum vaxer vid 4 °C,
vilket inte ar fallet med V. fischeri. Genom att gora utstryk fran de mest
lysande kolonierna pa plattorna renodlas bakterierna successivt.
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Foretag som sdljer olika bakteriekulturer

Frystorkade kulturer av Photobacterium phosphoreum kan képas fran
t. ex. Culture Collection, University of Gothenburg, National
Collections of Industrial, Marine and Food Bacteria (UK), eller German
Collection of Microorganism and Cells. Tyvarr ar priset relativt hogt.
Ett praktiskt kit for odling av P. phosphoreum finns att kdpa hos Philip
Harris Education i UK ('Bioluminescence kit’, Kat. Nr. A02264); Carolina
Biological i USA siljer kit for odling av V. fischeri ('Bioluminescent
bacterium kit’, Kat. Nr. BA-15-4750).
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Webb sidor

Luxgene.com — Glow-in-the-dark organisms
http://www.luxgene.com

Luminescent bacteria
http://www.biology.pl/bakterie_sw/index_en.html

HBOI — More about bioluminescence
http://www.biolum.org/

Marine bioluminescence page
http://lifesci.ucsb.edu/~biolum/

Scripps bioluminescence page
http://siobiolum.ucsd.edu/Biolum_intro.html

Tackord

Vi vill tacka Pat C. Hickey, Fungal Cell Biology Group vid Edinburgh
universitet for fotografiet pa Photobacterium phosphoreum. Figur 5
ritades ursprungligen for NCBE Newsletter 1990 av Paul Stevens. John
Richardson vid Scottish Schools Equipment Research Centre och John
Grainger vid Reading universitet har varit till stor hjdlp som radgivare
vid vid sakerhetsfragor och fragor rérande isolering av
bakteriekulturer. Vid Goteborgs universitet har Enevold Fahlsen ocksa
varit till stor hjalp rérande sikerhetsfragor. Vi vill tacka dem alla.

Society for General Microbiology har vuanligen gett oss tillstand att
reproducera C.M. Turleys undervisningsartikel om bakterieluminescens,
1982 (se "Ytterligare ldsning’).
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