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Sam men drag
Bak grunn: Var me ste ri li se ring av agar og 
and re ge le rings mid ler vil i nær vær av fos-
fat re sul te re i pro duk sjon av hyd ro gen per-
ok sid (H2O2) og sann syn lig vis and re re ak ti ve 
ok sy gen for bin del ser (ROS). Dis se stof fe ne 
be gren ser sterkt veks ten av mil jø bak te ri er. 
For må let med den ne stu di en var å få mer 
in for ma sjon om det te fe no me net og un der-
sø ke om lig nen de pro ble mer opp står med 
kom mer si elt til gjen ge li ge me di er og kli nisk 
ma te ria le.

Ma te ria le og me to de: Agar me di er (egen-
pro du ser te el ler kom mer si el le) ble brukt til å 
ana ly se re bak te rie inn hol det i flas ke vann og 
prø ver som er mer re pre sen ta ti ve for kli nisk 
ma te ria le. Agar me di e ne og for søks opp set tet 
ble skred der sydd for å un der sø ke om var me-
ste ri li se ring av agar sam men med fos fat ga 
vekst hem men de stof fer, og om vekst hem-
min gen kun ne fjer nes med ka ta la se.

Re sul ta ter: Var me ste ri li se ring av agar/
phytagel i nær vær av fos fat før te til en sterk 
re duk sjon i veks ten av «vann bak te ri er». Den-
ne be grens nin gen ble opp he vet ved å for be-
hand le agar skå le ne med ka ta la se. Ved tes-
ting av bak te ri er av mer re le vans for kli nis ke 
un der sø kel ser var dis se ef fek te ne ube ty de-
li ge in nen for stu di ens be grens nin ger.

Kon klu sjon: Må ten agar me di er til be re des på 
har stor be tyd ning for kim tal let av mil jø bak te-
ri er, spe si elt ved inn hold av fos fat. Hvis mu lig 
bør me die kom po nen ter au to kla ve res se pa rat 
og blan des et ter var me ste ri li se rin gen. Ef fek-
te ne er mind re ut tal te med bak te ri er som er 
re pre sen ta ti ve for kli nis ke prø ver. 

Nøk kel ord
Fos fat, agar, ROS-dan nel se, kim tall

n Bioingeniøren er godkjent som viten-
skapelig tidsskrift. Denne artikkelen 
er fagfellevurdert og godkjent etter 
Bioingeniørens retningslinjer.

Agar og fos fat – ikke så 
skjønn for en ing 
Inn led ning
De fles te bak te ri er som fin nes i mil jø et, 
ofte es ti mert til ≥ 99 % av alle cel le ne (1,2), 
an tas å være van ske lig å dyr ke el ler del
vis ikke dyrk ba re. Det er man ge grun ner 
til det te og fle re av dis se er dis ku tert i vår 
over sikts ar tik kel om te ma et (3). Fe no me
net be gren ser vår ad gang til vik ti ge stof er 
pro du sert av dis se bak te ri e ne. Et slå en de 
ek sem pel er an ti bio ti ku met teixobactin 
som ble iso lert fra en hit til udyr ket art, 
Eleftheria terrae, i 2015. Det te ble mu lig gjort 
ved å ta i bruk den så kal te iChip (4). Det te 
er et dif u sjons kam mer som leg ger til ret te 
for dyr king av bak te ri er un der for hold som 
er til nær met lik mil jø et de stam mer fra (3, 
4). Alle til gjen ge li ge vekst me di er er mer 
el ler mind re se lek ti ve for vis se grup per av 
or ga nis mer. Noen ny ere agar me di er unn
går høye kon sen tra sjo ner av næ rings stof
fer og sat ser hel ler på la ve re og mer va ri
er te blan din ger av or ga nis ke for bin del ser. 
Rik tig buf ring av vekst me di et, og in klu sjon 
av agens som for ek sem pel py ru vat (an ti
ok si dant) og sti vel se som frem mer vekst 
av stres se de og skadede cel ler, re pre sen te
rer ve sent li ge for bed rin ger. Reasoner’s 2A 
agar (R2A) er et godt ek sem pel (5). Det har 
de siste åre ne også vært man ge suk ses ser 
ba sert på ut vik ling av vekst me di er som er 
bed re et ter lig nin ger av na tur li ge mil jø er 
(f.eks. jordagar), samt me to dis ke og tek no
lo gis ke fram skritt som «di lu ti ontoex tinc
tion» (6) og iCHIP (4). I 2014 ble enda en 
fak tor som be gren ser veks ten av bak te ri er 
på agar skå ler be skre vet i pub li ka sjo nen A 
hid den pitfall in the prep a ra tion of agar me dia 
un der mi nes microorganism cultivability (7). 
Pub li ka sjon ble et ter fulgt av en ar tik kel 
som så nær me re på år sa ken til «den skjul te 
fallgruven» (8). Hva er så den skjul te 
fallgruven i til la ging av vekst me di er? For
fat ter ne vis te at var me ste ri li se ring av fos fat 
(en re la tivt van lig buf er i agar me di er) sam

men med agar før te til pro duk sjon av hyd
ro gen per ok sid (H2O2) og mu li gens and re 
re ak ti ve okysgenforbindelser (ROS). Ma te
ria let som for fat ter ne ana ly ser te var mil
jø prø ver hvor bak te ri e ne ofte er sak te vok
sen de og mer ut satt for ok si da tivt stress (7). 
Ved å au to kla ve re fos fat og agar se pa rat ble 
det ikke dan net H2O2, og kim tal let ble inn
til 20 gan ger høy ere (7,8). Det ble også fun
net hit til ukul ti ver te bak te ri er (7). Til set
ting av ka ta la se, som ka ta ly se rer spal ting 
av H2O2 til vann og ok sy gen, i vekst me di et 
re sul ter te i til sva ren de kim tall, uav hen gig 
av må ten aga ren ble til be redt på. Med tan
ke på ho ved me ka nis men for dan nel se av 
H2O2 ble maillardreaksjonene (MR), ka ta
ly sert av fos fat, fore slått som mu lig år sak 
(7,8). MR er en kom pleks se rie av kje mis ke 
re ak sjo ner, som inn le des mel lom ami
no grup per av or ga nis ke for bin del ser (for 
ek sem pel pro tei ner) og karbonylgrupper 
på re du se ren de suk ker. Et ter hvert som MR 
skri der frem, dan nes en blan ding av dår lig 
ka rak te ri ser te pro duk ter, in klu dert gif ti ge 
for bin del ser som blant an net H2O2. Ka wa
sa ki og Kamagata (8) be skri ver mu li ge 
me ka nis mer for dan nel se av H2O2 hvor fos
fat inn går som ka ta ly sa tor. Dis se stu di e ne 
er imid ler tid be gren set av at me di et var 
selv kom po nert (de fles te la bo ra to ri er bru
ker fer dig lag de me di er) og fos fat kon sen
tra sjon var noe høy. Vi de re ble ikke prø ve
ma te ria le med opp hav hos men nes ker el ler 
dyr un der søkt. 

Hen sik ten med den ne stu di en er å gjen
ska pe det opp rin ne li ge ar bei det til Ka wa
sa ki og Kamagata. Vi de re er det un der søkt 
om to kom mer si elt til gjen ge li ge vekst me
di er, med fos fat kon sen tra sjo ner til nær met 
lik de som tid li ge re er un der søkt (7,8), gir 
økt vekst av bak te ri er et ter be hand ling med 
ka ta la se. Hu ma ne så vel som mil jø prø ver 
ble tes tet for å øke re le van sen for la bo ra to
ri er som job ber med kli nisk ma te ria le.

Hovedbudskap
 n Gif ti ge stof fer dan nes un der var me ste ri-

li se ring av fas te vekst me di er, spe si elt i nær-
vær av fos fat. Ka ta la se kan opp he ve den ne 
be grens nin gen. Fe no me net er et pro blem 
ved dyr king av mil jø bak te ri er, men det er tro-
lig mind re vik tig ved dyr king av bak te ri er i kli-
nis ke prø ver.
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➤

Ma te ria le og me to de

Prø ve ma te ria le
i) Seks «Flas ke vann» (Nr. 16) uten til satt 
kar bon di ok sid (klas si fi sert som en ten 
kil de vann el ler na tur lig mi ne ral vann). 
Na tur lig  mi ne ral vann og kil de vann skal 
ikke des in fi se res el ler ut set tes for noe som 
kan end re det heterotrofe kim tal let.
ii) Spring vann (OsloMet)
iii) Strep to coc cus pyogenes ATCC 19615
iv) Blan det prø ve tatt ved svab ring av 
inn si den av øye lok ket, ne sen, svel get og 
un der ar men (av for fat ter).

Ka ta la se-løs ning 
Katalasepulver (C9322, Sig maAld
rich/Merck) ble opp løst i 50 mM 
natriumfosfatbufer (pH 7,0) ved 1mg/ml. 
Løs nin gen ble ste ril fil trert. Prø ve por sjo
ner på 1ml ble de na tu rert ved opp var ming 
ved 70°C i 25 mi nut ter. Ak ti vi tet/fra vær av 
ak ti vi tet ble be kref tet ved å blan de en drå
pe av løs nin gen med en drå pe 10% H2O2. 
Prø ve por sjo ner på 35 µl (9 cm. agar skå ler) 
el ler 75 µl (14 cm. agar skå ler) ble spredt på 
aga ren før prø ve ino ku le ring.

Vekst me di er
Var me ste ri li se ring for alle vekst me di er 
be skre vet un der var ved 121°C i 20 mi nut
ter.

Me di um 1: PTme di um (agar og fos fat var
me be hand let sam men) og PSme di um 
(agar og fos fat blan det et ter var me ste ri
li se ring) ble frem stilt som be skre vet tid
li ge re (7). Kort for talt ble fos fat (20 mM) 
lagt til den agar hol di ge frak sjo nen en ten 
før var me ste ri li se ring el ler et ter var me
ste ri li se ring når mediumkomponentene 
had de nådd 50°C. Glu ko se ble også au to
kla vert se pa rat og blan det med de and
re kom po nen te ne et ter var me ste ri li se
ring. Den en de li ge sam men set nin gen var 
2,27 mM (NH4)2SO4, 0,2 mM MgSO4, 45 µM 
CaCl2, 15 g/L agar (214010, BactoTM BD), 10 
mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4·12H2O, 0,1 
g/L pepton (LP0085, Oxoid, Ba sing sto ke), 
0,1 g/L gjær eks trakt (7184A, Acumedia, 
Mi chi gan) og 0,1 g/L Dglu ko se. Til sva
ren de pro se dy rer ble også ut ført med 
phytagel (P8169, Sig maAld rich/Merck) 
som ge le rings mid del iste den for agar. 
Si den phytagel lett dan ner klum per ved 
kon takt med vann, ble pul ve ret lang somt 
til satt un der om rø ring. Slutt kon sen tra
sjon av phytagel i vekst me di e ne (PSphytagel 
og PTphytagel) var 10  g/L (an be falt kon sen
tra sjon i produktdatabladet).

Me di um 2 (fos fat fritt me di um): 3 g/L gjær
eks trakt (7184A, Acumedia), 6 g/L trypton 
(7351A, Acumedia), 15 g/L agar (BactoTM 
BD). Aga ren ble en ten var me be hand let 

sam men med de and re inn holds stof e ne 
el ler se pa rat før blan ding. Me di e ne be teg
nes som hen holds vis «ste ri li sert sam
men» el ler «ste ri li sert se pa rat».

Medium 3 BHIA (hjernehjerteinfusjonsagar, 
CM1136B, Oxoid):  hjerne infusjonstørrstof, 
12,5 g/L; bif hjerte infusjonstørrstof, 5 
g/L; proteosepepton, 10 g/L; NaCl, 5 g/L; 
Dglu ko se, 2 g/L; Na2HPO4, 2,5 g/L (= 18 
mM fos fat); agar, 10 g/L. 

Me di um 4 DRBC (Dikoran Rose Bengal 
kloramfenikol agar, CM0727, Oxoid): 
pepton, 5 g/L; Dglu ko se, 10 g/L; KH2PO4, 

1 g/L (= 7,4 mM fos fat); MgSO4, 0,5 g/L; 
dikloran, 0,002 g/L; Rosebengal, 0,025 
g/L; klor am fe ni kol, 0,1 g/L; agar, 15 g/L. 

For søk med vann prø ver
Vann prø ve ne (0,1 mL) ble spredt over aga
ren med vinkelbøyd stav på de uli ke me di
e ne, og in ku bert ved 22 ± 2°C. Ko lo ni er 
ble som re gel telt et ter to til fire uker, når 
an tal let ko lo ni er had de sta bi li sert seg. 
For di mi ne ral vann og kil de vann in ne hol
der en na tur lig po pu la sjon av mik ro ber 
vil det heterotrofe kim tal let og sam men
set nin gen av mik ro ber som of test end
re seg dra ma tisk un der lag ring, spe si elt 
et ter åp ning. Der med ble ikke prø ver tatt 
fra den sam me flas ken ved for skjel li ge 

Figur 1. Vekst av flaskevannsbakterier på kommersielt tilgjengelig Brain Heart Infusion agar. Før inokulering ble agarskålen på venstre side 

behandlet med denaturert katalase, mens agarskålen på høyre siden ble behandlet med aktivt katalase. Flere små hvite kolonier er kun tilstede på 

skålen på høyre side.
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tids punk ter, el ler fra for skjel li ge flas ker 
av sam me mer ke, reg net som pa ral lel ler i 
sta tis tisk sam men heng og test re sul ta te ne 
pre sen te res hver for seg.

For søk med gjær sopp og mugg sopp
DRBCklor am fe ni kol agar (me di um 4) og 
BHIA (me di um 3 til satt klor am fe ni kol) ble 
brukt. Et ter be hand ling med ka ta la se el ler 
de na tu rert ka ta la se ble agar skå le ne (14 cm.) 
plas sert i vin dus kar men for an et åpent vin
du (OsloMet cam pus) i 45 mi nut ter. An tal
let ko lo ni er (luf tb årne sopp) ble telt et ter 
in ku be ring i fem døgn ved 22 ± 2°C.

For søk med S. pyogenes ATCC 19615
S. pyogenes ble dyr ket aerobt på Co lom
bia blodagar i 24 ti mer ved 36 ± 1°C. En 
stam løs ning til sva ren de McFarland 0,5 i 
0,85% NaCl ble brukt i for søke ne. To for
tyn nings se ri er ble la get fra stam kul tu ren 
og spredt (to pa ral lel ler per for tyn ning) 
på BHIA for be hand let med en ten ka ta la se 
el ler de na tu rert ka ta la se. Agar skå le ne ble 
in ku bert aerobt i 48 ti mer ved 36 ± 1°C. For 
å stres se cel le ne ble stam løs nin gen opp
be vart ved 8°C i 24 ti mer, før en ny se rie 
ble sådd ut.

For søk med kommensale bak te ri er (svabre-
prøver)
MSwabs (COPAN, US) ble brukt til å ta prø
ver av hen holds vis inn si den av øye lok ket, 
svel get, ne sen og un der ar men (fra for
fat te ren). Prø ve ne ble slått sam men, for
tyn net i 0,85% NaCl og sådd ut på BHIA 
for be hand let med en ten ka ta la se el ler 
de na tu rert ka ta la se. En se rie ble in ku
bert aerobt ved 36 ± 1°C i sjudøgn, mens en 
pa ral lell se rie ble in ku bert anae robt un der 
sam me for hold. 

Ko lo ni tel ling og be reg ning 
Kim tal let (an tall ko lo ni er pr mL, CFU/
mL) ble be reg net med for me len ne den
for. Der som to agar skå ler fra sam me for
tyn ning ga mel lom 25250 ko lo ni er ble 
gjen nom snit tet brukt så len ge tal le ne ikke 
var for skjel lig med mer enn 10 %. Hvis 
to på føl gen de for tyn nin ger ga ko lo ni tall 
med 25250 ko lo ni er, ble føl gen de for mel 
brukt:

• N = An tall ko lo ni er per ml (CFU/mL)
• ∑ C = Sum men av alle ko lo ni er på alle 

agar skå ler

• n1 = An tall skå ler i før s te for tyn ning 
talt

• n2 = An tall skå ler i and re for tyn ning 
talt

• d = For tyn ning som de før s te tel lin
ge ne ble opp nådd fra

16S rDNA sek ven se ring 
Bak te ri er ble iden ti fi sert ba sert på San ger
sek ven se ring av 16S rDNAge net, nøy ak
tig som tid li ge re be skre vet (9). 

Re sul ta ter
Kim tal let av vann prø ver på me di um 1 (PT- og 
PS-me di um) 
Ta bell 1 vi ser re sul ta ter fra et ut valgt, 
re pre sen ta tivt for søk, samt an tal let for
søks run der. I samt li ge tes ter var kim tal let 
på PT (me di um 1, fos fat au to kla vert sam
men med and re inn holds stof er) la ve re 
enn på PS (me di um 1, fos fat au to kla vert 
se pa rat fra and re inn holds stof er). 

Re sul ta te ne vi ser at var me ste ri li se ring 
av agar sam men med fos fat (PT) har en 
be ty de lig og ne ga tiv inn virk ning på kim
tal let for alle vann ty per sam men lig net 
med PS. I noen for søk ble aga ren vas ket 
fle re gan ger med vann før bruk i vekst me
di e ne. Vask had de li ten el ler in gen ef ekt 
på kim tal let. For flas ke vann 1: PTkim
tal let var 5 % av PSkim tal let (uvas ket 
agar) mens med vas ket agar var an de len 
12 %. Til sva ren de tall for flas ke vann 2 var 
hen holds vis 15 % og 13 %. Det te re sul
ta tet in di ke rer at even tu el le vann lø se
li ge kontaminanter i agar pul ve ret ikke 
kan for kla re re sul ta te ne i ta bell 1. Ta bell 
2 vi ser at den vekst hem men de ef ek ten 
av å varmesterilisere fos fat sam men med 
agar også ble sett ved langt la ve re fos fat
kon sen tra sjo ner, men for skjel len mel lom 
PTkim tal let og PSkim tal let var mind re 
med 5 mM fos fat enn med 20 mM fos
fat for samt li ge vann ty per. Re le vant er 
også ob ser va sjo nen at PSkimtallet5mM ≥ 
PSkimtallet20mM (ta bell 2). Det te fun net 
be tyr at re la tivt høye fos fat kon sen tra sjo
ner er i seg selv ska de lig for mil jø bak te
ri er. Tolk ning av re sul ta te ne gis med for
be hold om at det kun ble gjen nom ført én 
test run de per vann type.

Kim tal let av vann prø ver på me di um 2 (fos-
fat fritt me di um) 
For søk med vekst me di um uten fos fat 
(me di um 2) er vist i ta bell 3. 

Ta bel len vi ser at må ten fos fat fritt 
me di um blir tilberedet på (agar til satt før 
el ler et ter var me be hand ling av næ rings

grunn laget) er av li ten el ler in gen be tyd
ning for kim tal let. Det var der for in ter es
sant at der som agar skå le ne ble be hand let 
med ka ta la se, ble det ob ser vert en øk ning 
i kim tal let re la tivt til kon trol len (ta bell 4). 
Det kan mu li gens for kla res med inn virk
ning fra and re pro ses ser som dan ner ROS 
hvor fos fat ikke inn går. Øk nin gen i kim
tal let et ter ka ta la sebe hand ling kun ne 
for beg ge vann ty per i stor grad til skri ves 
veks ten av ko lo ni ty per som kun var syn
li ge, el ler til ste de i langt høy ere an tall, 
på katalasebehandlede skå ler (se ta bell 
4). Bak te ri e ne ble iden ti fi sert ba sert på 
sek ven se ring av 16S rDNAge net. Dis se 
var en Ampullimonasart (vann type 3) og 
en Undibacteriumart (vann type 4). Beg
ge slek ter er tid li ge re blitt fun net i drik ke
vann (10). 

Bruk av phytagel som ge le rings mid del
For å un der sø ke om et an net ge le rings
mid del (phytagel) enn agar re sul ter te i 
la ve re ko lo ni tall når det ble au to kla vert 
sam men med fos fat, ble for søket vist i 
ta bell 1 gjen tatt med både agar og phytagel 
som ge le rings mid del. For søket ble gjen
nom ført to gan ger med fire uli ke vann
ty per. Re sul ta te ne fra beg ge test run der 
er vist i ta bell 5. Samt li ge test re sul ta ter 
vi ser at også phytagel i kon takt med fos
fat un der var me ste ri li se ring (PTphytagel) 
før te til re du sert kim tall sam men lig net 
med PSphytagel, men at re duk sjo nen er 
noe mind re enn med agar. At PSkim tal let 
er høy ere enn PTkim tal let er der for ikke 
ute luk ken de et agarre la tert fe no men.

For søk med me di um 3 (BHIA, fos fat hol dig 
fer dig blan det agar)
Kim tal let på BHIA et ter for be hand ling 
med en ten ka ta la se el ler de na tu rert ka ta
la se (kon troll) er vist i ta bell 6. Agar skå ler 
som var for be hand let med ak tivt ka ta la se 
ga langt høy ere kim tall enn agar skå ler 
be hand let med de na tu rert ka ta la se. Flas
ker med vann type 2 ble i alt tes tet mer 
enn ti gan ger, og samt li ge test re sul ta
ter vis te en øk ning i kim tall et ter ka ta
la sebe hand ling. Tes ting av flas ke vann 
2 på BHIA be hand let med ka ta la se, ga 
vekst av ko lo ni ty per som ikke var til ste
de på skå ler be hand let med de na tu rert 
ka ta la se. Bak te ri e ne i en ko lo ni type til
hør te slek ten Hydrogenophaga. Li ke dan 
ble vekst av en Variovoraxart ob ser vert på 
katalasebehandlede agar skå ler ino ku lert 
med vann type 1. Beg ge slek ter er tid li ge re 
fun net i drik ke vann (10).

N =
∑C

[(1×n₁) + (0,1×n₂)] × (d) 
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For søk med BHIA og DRBC (luf tb årne sopp)
Ta bell 7 vi ser re sul ta ter av for søk 
med DRBC ([fos fat] 7,4 mM) og BHIA
klormafenikol ([fos fat] 18 mM), gjen nom
ført hen holds vis tre og to gan ger med nye 
pro duk sjons par ti er av vekst me di e ne. 

I noen til fel ler var kim tal let på agar
skå ler be hand let med ka ta la se noe stør re 
enn på skå ler be hand let med de na tu
rert en zym, mens i and re til fel ler var det 
mot satt. Det ble ikke ob ser vert ko lo ni
ty per som kun voks te med, el ler i fra vær 
av, katalasebehandling. Ko lo ni er var i 
ho ved sak ty pis ke mugg sop per, men noen 
få gjær sop per ble også fun net. Tolk ning 
av re sul ta te ne gis med for be hold om at 
det kun ble gjen nom ført to (BHIA) og tre 
(DRBC) test run der.

Vekst av S. pyogenes ATCC 19615 på BHIA
Strep to coc cus pyogenes  (Grup pe Astrep
to kok ker) er en hyp pig år sak til  ton sil
litt,  bi hu le be ten nel se og en rek ke and re 
in fek sjons ty per. Ta bell 8 vi ser re sul ta tet 
når en McFarland 0,5 sus pen sjon ble sådd 
ut på BHIA et ter for be hand ling av agar
skå le ne med ka ta la se/de na tu rert ka ta
la se. Det ble sådd ut to pa ral lel le skå ler 
fra to for tyn nings se ri er. Kul tu ren et ter 
utsåing ble opp be vart i 24 ti mer ved 8°C 
for å stres se cel le ne, og der et ter tes tet på 
nytt. I for søks se rie 1 ble det telt et noe høy
ere an tall ko lo ni er på agar skå le ne be hand
let med ka ta la se, mens i se rie 2 ble den 
mot satt ten den sen re gist rert. For skjel le ne 
be trak tes som små. Opp be va ring av cel le
sus pen sjon ved 8°C i 0,85% NaCl i 24 ti mer 
(stres sen de for hold) re du ser te kim tal let i 
for hold til ferskt til la get kul tur, men den
ne be hand lin gen gjor de ikke cel le ne re la
tivt sett mer føl som me for even tu elt H2O2 

el ler and re ROS i agar me di et.

Vekst av kommensale bak te ri er på BHIA 
Ta bell 9 vi ser re sul ta te ne fra to uav hen
gi ge ana ly se se ri er med nye prø ver og nye 
agar me di er. 

Alle tre be hand lings ty per (uten ka ta
la se, de na tu rert ka ta la se og ak tiv ka ta la se) 
ga lig nen de kim tall un der sam me for hold 
(aerob el ler anae rob dyr king). Det ble hel
ler ikke ob ser vert ko lo ni ty per som kun var 
til ste de, el ler til ste de i høy ere an tall, på 
agar skå ler be hand let med ka ta la se.

Dis ku sjon
Tross sto re fram skritt i molekylær
biologibasert iden ti fi ka sjon, for blir 
dyrkning av bak te ri er grunn pi la ➤

 Ta bell 1. Vekst av «vann bak te ri er» på PT- og PS-agar. Et re pre sen ta tivt for søk er pre sen tert.

Vanntype
PT1

(CFU/mL)
PS2

(CFU/mL)
Kimtall på PT i % 
av PS Antall forsøk

1 10 1300 <1 4

2 2420 4900 49 2

3 90 300 30 4

4 4 405 1 2

5 900 6170 15 2

6 100 1780 6 2

Springvann 490 1080 45 2

1 PT – medium fremstilt med fosfat tilsatt agar før autoklavering

2 PS – medium fremstilt med fosfat tilsatt agar etter autoklavering

Ta bell 2. Vekst av «vann bak te ri er» på PT- og PS-agar til be redt med 20 mM og 5 mM fos fat. 

Vanntype

PT
(20 mM)
(CFU/mL)

PT
(5 mM)
(CFU/mL)

PS
(20 mM)
(CFU/mL)

PS
(5 mM)
(CFU/mL)

Kimtallet 
på PT i % 
av PS (20 
mM/5 mM 
fosfat) Antall forsøk

1 3900 6000 12350 12000 32/50 1

3 10 200 1430 2630 <1/8 1

4 10 100 230 570 4/18 1

Springvann 6000 10000 16000 21000 38/48 1

Ta bell 3. Vekst av «vann bak te ri er» på fos fat fritt me di um hvor aga ren en ten er ste ri li sert sam-

men med and re kom po nen ter i vekst me di et el ler se pa rat fra dis se.

Vanntype
Separat1

(CFU/mL)
Sammen2

(CFU/mL)
Sammen i % av 
separat

Antall
forsøk

1 1322, 320 1088, 450 82,140 2

3 80, 358 80, 390 100,109 2

4
10, 392,
4270

10, 448,
4107

100,114,
96

3

1 Agaren er sterilisert separat fra andre komponenter i vekstmediet

2 Agaren er sterilisert sammen med andre komponenter i vekstmediet

Ta bell 4. Vekst av «vann bak te ri er» på fos fat fritt me di um hvor aga ren en ten er ste ri li sert sam-

men med and re kom po nen ter i vekst me di et el ler se pa rat fra dis se. Tall gitt i pa ren tes vi ser kim-

tal let for katalasebehandlede agar skå ler

Vanntype
Separat
(CFU/mL)

Sammen
(CFU/mL)

Bakteriestammer som vokste fram etter 
katalase-behandling

Antall
forsøk

3 80(1040) 80 (9000)
Ampullimonas utgjorde >95% kimtallet etter 
katalase-behandling

1

4 405(545) 395(600)
Undibacterium utgjorde ca 20% av kimtallet 
etter katalase-behandling

1
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ren i mye av ru ti ne mes sig mik ro bio lo gisk 
dia gnos tikk, samt i kva li tets kon troll av 
næ rings mid ler, far ma søy tis ke pre pa ra ter 
og luft prø ver. Imid ler tid har dyr king av 
bak te ri er en ibo en de svak het ved at kun en 
li ten an del av bak te ri e ne i kom plek se mil
jø er som jord og vann lar seg dyr ke i ren
kul tur på syn te tis ke la bo ra to rie me di er. 
Pro duk sjon av H2O2 og and re ROS un der 
var me ste ri li se ring av agar i nær vær av fos
fat er ut pekt som en ve sent lig år sak til at 
få mil jø bak te ri er vok ser på næringsagar 
(7). Det har ikke tid li ge re blitt un der søkt 
om det te fe no me net også opp står når 
kom mer si elt til gjen ge li ge me di er som 
in ne hol der be ty de li ge fos fat kon sen tra sjo
ner ste ri li se res ved au to kla ve ring. Vi vet 
også lite om hvor vidt bak te ri er med opp
hav i kli nisk ma te ria le på vir kes av even tu
ell pro duk sjon av ROS un der var me ste ri
li se ring. Den ne stu di en har sett nær me re 
på dis se punk te ne. Ta na ka et al. (7) be skri
ver et 3kom po nent me di um hvor fos
fat del en og agar del en kan au to kla ve res 
hver for seg (PSme di um) el ler sam men 
(PTme di um). I her væ ren de stu die ble PS 
og PT pro du sert og tes tet mot «mil jø bak
te ri e ne» i norsk pro du sert na tur lig mi ne
ral vann og kil de vann. Re sul ta te ne gitt i 
ta bell 1 vi ser at også for «vann bak te ri er» 
er PSkim tal let stør re enn PTkim tal
let, og det var fle re til fel ler hvor dis tink te 
kolonimorfologier kun ble ob ser vert på 
PS. Re sul ta te ne be kref ter og ut vi der tid li
ge re funn (7,8). Når fos fat inn hol det i PS/
PT ble re du sert fra 20 mM til 5 mM for
ble PSkim tal let stør re enn PTkim tal
let, men for skjel len var mind re (Ta bell 
2). Ka wa sa ki og Kamagata (8) fant at når 
leng den på var me ste ri li se ring ble økt fra 
15 mi nut ter til 90 mi nut ter i nær vær av 20 
mM fos fat ble det en kvadrupling i kon
sen tra sjo nen av H2O2. Ved lave fos fat kon
sen tra sjo ner (~ 3 mM) ute ble øk nin gen. 
Selv om en varmesteriliseringsperiode på 
90 mi nut ter ikke er van lig prak sis, er det 
fle re kjen te vekst me di er som in ne hol der 
langt mer enn 3 mM fos fat (for ek sem
pel BHIA, se un der). Det an be fa les der for 
å ut vi se for sik tig het ved til be red ning av 
varmesteriliserte fos fat hol di ge me di er. 
Det ble også ob ser vert at PSkimtallet5mM 

> PSkimtallet20mM (ta bell 2) og der med at 
20 mM fos fat i seg selv er vekst be gren
sen de for mil jø bak te ri er. Et vekst me di um 
uten til satt fos fat (me di um 2) ble kom po
nert og tes tet. Re sul ta te ne i ta bell 3 vi ser 
at var me ste ri li se ring av aga ren, en ten 
sam men med el ler adskilt fra næ rings

Ta bell 5. Vekst av «vann bak te ri er» på PS/PT frem stilt med agar el ler phytagel. 

Vanntype

PT 
agar
(CFU/mL)

PS 
agar
(CFU/mL)

PT
phytagel
(CFU/mL)

PS
phytagel
(CFU/mL)

Kimtallet/mL på PT 
i % av PS (agar/
phytagel)

Antallet 
forsøk

1
10
50

1300
1460

1020
280

1350
1690

1/76
3/17

2

2
2420
540

4900
1700

3190
Ingen data

4030
Ingen data

49/79
31/ingen data

2

6
100
280

1780
1060

450
1710

1710
3780

6/26
16/45

2

Springvann
200, 
490

930,
1080

100,
900

630,
1050

22/16
45/86

2

Ta bell 6. Vekst av «vann bak te ri er» på BHIA be hand let før prøveutsåing med ka ta la se/de na tu-

rert ka ta la se (ut valg te for søk)

Vanntype
Denaturert 
katalase (DK)
(CFU/mL)

Katalase 
(K)
(CFU/mL)

Kimtallet på 
DK-agar i % av 
verdien på K-agar Antall forsøk

1 1165 2562 45 1

2 575 3315 17 14 *

6 10 45 22 1

* separate forsøk som omfattet 2 bokser med BHIA og 3 vannflasker. Alle testrunder viste samme tendens.

Ta bell 7. Vekst av luf tb årne sopp på BHIA-klor am fe ni kol og DRBC be hand let med ka ta la se 

el ler de na tu rert ka ta la se.

CFU/mL

Vekst-
medium

Katalase 
forsøk 1 

Denaturert
katalase 
forsøk 1

Katalase 
forsøk 2

Denaturert
katalase
forsøk 2

Katalase 
forsøk 3

Denaturert
katalase
forsøk 3

DRBC 64 ± 3 ,7 
(n=3)

51 ± 3,4
(n=3)

18 ± 4,0
(n=5)

17 ± 3,0
(n=5)

13 ± 11
(n=3)

14 ± 11 
(n=3)

BHIA
31 ± 5,7 
(n=3)

40 ± 2,5 
(n=3)

14 ± 1,9
(n=5)

16 ± 4,9
(n=5)

- -

n= antall agarskåler

Ta bell 8. Vekst av S. pyogenes på BHIA be hand let med ka ta la se/de na tu rert ka ta la se.

    CFU/mL

Behandling Serie 1 Serie 2 Stresset tilstand

Katalase 2,16 × 107 1,77 × 107 9,8 × 106

Denaturert katalase 2,33 × 107 1,83 × 107 1,13 × 107

Ta bell 9. Vekst av kommensale bak te ri er på BHIA be hand let med ka ta la se/de na tu rert ka ta-

la se.

CFU/mL

Forsøk 1 Forsøk 2

Behandling O2 anaerobt O2 anaerobt

Uten katalase 1,50 ×107 2,29 ×107 9,0 ×105 1,1 ×106

Denaturert katalase 1,73 ×107 2,90 ×107 1,0 ×106 2,0 ×106

Katalase 2,44 ×107 3,44 ×107 6,9 ×105 1,6 ×106
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stof e ne, har sam me ef ekt på kim tal let. 
Dis se for søke ne (ta bell 2 og 3) in di ke rer 
at fos fat inn hol det er den mest ve sent li ge 
for kla ring på PSkim tal let > PTkim tal let. 
Det var der for in ter es sant at agar skå le ne 
(uten til satt fos fat, me di um 2) som ble 
be hand let med ka ta la se før prøveutsåing, 
ga både fle re – og fle re for skjel li ge ko lo
ni er – enn skå le ne som ble be hand let med 
de na tu rert ka ta la se (ta bell 4). Blant ko lo
ni ty pe ne som kun voks te (el ler voks te i 
stør re an tall) et ter katalasebehandling, 
var en Ampullimonas-art (flas ke vann 3) og 
en Undibacteriumart (flas ke vann 4). En 
mu lig for kla ring på det te er at ka ta la se 
fjer ner en el ler fle re tok sis ke for bin del
ser som opp står un der var me ste ri li se ring, 
hvor av dan nel sen sy nes å være uav hen gig 
av fos fat (se dis ku sjon un der). Det kan ikke 
uten vi de re ute luk kes at det var fos fat res
ter i me di um 2, men om så for ven tes kon
sen tra sjo nen å være svært lav. Når py ru
vat, som også ef ek tivt fjer ner H2O2 (8), ble 
brukt iste den for ka ta la se, ble en lig nen de, 
men noe mind re, ef ekt målt (re sul ta ter 
ikke vist). Det er blitt fore slått av and re (8) 
at ka ta la se po ten si elt kan fjer ne en rek
ke and re tok sis ke for bin del ser enn kun 
H2O2 (for ek sem pel for mal de hyd, al ko ho
ler) som kan opp stå un der var me ste ri li se
ring. For å un der sø ke nær me re om agar
kom po nen ten var nød ven dig for ut fal let 
PSkim tal let > PTkim tal let, ble PS og PT 
la get med et al ter na tivt ge le rings mid del, 
phytagel. Re sul ta te ne i ta bell 5 vi ser at 
også var me ste ri li se ring av phytagel sam
men med fos fat (PTphytagel) fø rer til en re la
tiv re duk sjon i kim tall sam men lig net med 
PSphytagel. Der med opp står ikke PSkim tal
let > PTkim tal let kun i nær vær av agar
pul ver. Ka wa sa ki og Kamagata (7) rap por
te rer også pro duk sjon av H2O2 ved bruk av 
phytagel. Det kon klu de res med at er stat
ning av agar med phytagel som ge le rings
mid del ikke lø ser PSkim tal let > PTkim
tal letpro ble met, og at PSkim tal let > 
PTkim tal let ikke ute luk ken de for bin des 
med fos fat.

De mye bruk te, og kom mer si elt til gjen
ge li ge, vekst me di e ne BHIA og DRBC in ne
hol der hen holds vis 18 mM og 7,4 mM 
fos fat. For å un der sø ke om det opp sto tok
sis ke for bin del ser un der var me ste ri li se
ring som kun ne fjer nes med ka ta la se, ble 
agar skå le ne be hand let med ak tivt el ler 
de na tu rert ka ta la se. I for søk med flas ke
vann (ta bell 6) vi ser ka ta la sebe hand ling 
av BHIA en ve sent lig øk ning i kim tal let 
sam men lik net med bruk av de na tu rert 

ka ta la se til sva ren de for søk med ikke
kom mer si elt til gjen ge li ge agarer. Der imot 
had de ka ta la se lite å si for veks ten av luf tb
årne fun gi (ta bell 7). Om ROSdan nel se er 
år sa ken til be gren set vekst av mil jø bak te
ri er, er luf tb årne fun gi langt mind re på vir
ket av det te. DRBC bru kes i kva li tets kon
troll av luf ten i mil jø er hvor blant an net 
le ge mid ler el ler næ rings mid ler pro du se
res. Det kon klu de res med at her er det li ten 
el ler in gen ge vinst å få ved å in klu de re et 
trinn med katalasebehandling av DRBC 
(el ler BHIAklor am fe ni kol) før bruk. Det 
bør pre si se res at næ rings ri ke me di er som 
BHIA ikke vil være før s te valg for tes ting 
av vann prø ver. R2A (se inn led ning) som 
også in ne hol der py ru vat gir langt høy ere 
kim tall enn næ rings ri ke me di er (5), som 
hel ler bru kes i un der sø kel se av kli nisk 
ma te ria le. Der med ble det gjort for søk for 
å un der sø ke om den vik ti ge pa to ge ne bak
te ri en S. pyogenes og kommensale bak
te ri er på vir kes av katalasebehandling av 
BHIA.

Mil jø bak te ri er er ty pisk sak te vok
sen de, aero be bak te ri er og kan være mer 
ut satt for ok si da tivt stress enn hur tig vok
sen de ar ter (7). I til legg til å være po ten si
elt syk doms fram kal len de, ble S. pyogenes 
valgt for tes ting også for di med lem mer 
av slek ten mang ler ka ta la se (de har and
re me ka nis mer for å fjer ne ROS). Det ble 
også un der søkt om an tatt cel lu læ re stress 
(kul de uten næ ring) had de ef ekt. Re sul ta
te ne er vist i ta bell 8. Det ble ikke re gist
rert gjen nom gå en de og ve sent lig for skjel
ler i kim tal let (fris ke og stres se de cel ler) 
som kan knyt tes til bruk av ka ta la se. For å 
ut vi de om fan get av ana ly sen fra en en kelt
stå en de art til en po pu la sjons stu die, ble 
en blan det prø ve av øye lok kets, svel gets, 
ne sens og un der ar mens kommensale bak
te ri er tes tet. En se rie med agar skå ler ble 
in ku bert aerobt og en se rie ble in ku bert 
anae robt. Be gren set ad gang til at mo sfær
isk ok sy gen for ven tes å på vir ke kon sen tra
sjon så vel som type ROS pro du sert. Igjen 
ble det ikke ob ser vert ve sent lig ef ekt av 
katalasebehandling på kim tal let, og det 
var in gen ko lo ni ty per som kun ne for bin
des eks klu sivt med ka ta la sebe hand lin
gen (ta bell 9). Dis se to tes te ne ale ne kan 
selv føl ge lig ikke an s es å være helt re pre
sen ta ti ve for alt kli nisk ma te ria le, men 
in di ke rer at ROSdan nel se på stan dard 
la bo ra to rie me di er ikke be gren ser veks
ten av hur tig vok sen de hu ma ne bak te ri er i 
like stor grad som «vann bak te ri er». 

Kon klu sjon
Den ne stu di en gir hol de punk ter for at det 
dan nes for bin del ser som er tok sis ke for 
«vann bak te ri er» un der var me ste ri li se
ring av vekst me di er, spe si elt når re la tivt 
høye fos fat kon sen tra sjo ner (mi nst 5 mM) 
au to kla ve res med agar el ler phytagel. 
Dis se pro ses se ne er der imot av mi ni mal 
be tyd ning når næ rings ri ke, fos fat hol di ge 
me di er, som for ek sem pel BHIA og DRBC, 
bru kes til dyr king av hu ma ne bak te ri er 
el ler luf tb årne sopp. n
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