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Miljipstyrelsen wvil, nar lejlighed gives, offentliggoere
rapporter og indlzg vedregrende forsknings- og udviklings-
projekter inden for miljgsektoren, finansieret af Mil-
jestyrelsens undersegelsesbevilling.

Det skal bemzrkes, at en sé&dan offentligggrelse ikke
ngdvendigvis betyder, at det pagzldende indlag giver
udtryk for Miljgstyrelsens synspunkter.

Offentliggprelsen betyder imidlertid, at Miljgstyrelsen
finder, at indholdet udger et vasentligt indlag i debat-
ten omkring den danske miljgpolitik.
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0. RESUME

Formalet med narverende rapport har veret: 1) at belyse
hvilke typer underseggelser, der ber indgd i en rigikovurdering
af genetisk modificerede mikroorganismer, 0g 2) hvorledes der
hensigtsmessigt kan moniteres for mikroorganismer, der er udsat
eller udledt til miijget.

I rapporten gives der, baseret pa litteraturen, en oversigt
over hvilke faktorer, der pavirker bakteriers vakst og
overlevelse 1 vandige miljgper. Med udgangspunkt i en kKort omtale
af bakteriers fysiologiske tilpasning +til sult- og andre
stressfaktorer, ge¢res der rede for, hvilke krav der stilles til
de metoder, der anvendes til at pavise bakterier i deres
naturlige habitater.

Rapporten omfatter desuden resultater af laboratorie- og
feltforsepg med overlevelse af Bacillus licheniformis (typestamme,

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen) i havvand. Test-organismen
er pavist med to antistof-baserede metoder, idet en direkte
metode rettet mod alle test-organismens celler blev kombineret
med en dyrkningsafhangig metode.

Overlevelsesundersogelserne er dels gennemfort i labora-
toriebaserede mikrokosmos modelokosystemer og dels i mesokosmos
modelgkosystemer etableret i felten. Resultaterne viser, at den

anvendte stamme af Bacillus licheniformis overlever darligt i

havvand. De fysisk-kemiske faktorer i modelsystemerne har ikke
tilladt vazkst af test-organismen, men der synes at have forekom-
met egentlig celled¢d i form af cellelysis. Desuden har predation
af protozoer varet medvirkende til at reducere test-organismens
populationssterrelse.

En sammenligning af resultater opndet i mikrokosmos og
mesokosmos modelsystemer wviser, at systemerne ikke er direkte
sammenlignelige og at laboratoriebaserede undersggelser bor
suppleres med feltafprevninger.

De anvendte detektionsmetoder og test-koncepter er
velegnede til at wvurdere genetisk modificerede organismers
overlevelse i et akvatisk milje. Pa baggrund af disse erfaringer
stilles forslag +til hvordan risikovurdering af en genetisk

modificeret organisme mest hensigtsmassigt foretages.
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1. INDLEDNING

Dette projekt er et led i en rakke projekter, der sigter
mod at forbedre det wvidenskabelige grundlag for at foretage
risikovurderinger af genetisk modificerede mikroorganismer. Vand-
kvalitetsinstituttet (VKI) har i 1989 udfort et projekt for
Miljpstyrelsen (MST) vedrgrende "Immunkemisk detektion af
mikroorganismer i milje¢prover”". I narvarende projekt er disse
metoder anvendt sammen med modelgkosystemer til at folge skzbnen
af en modelorganisme udsat i miljoet.

Projektets formal er at belyse: 1) hvilke typer af un-
ders¢pgelser, der bor indga i en risikovurdering af genetisk
manipulerede mikroorganismer, og 2) hvorledes man hensigtsmessigt
kan monitere organismer, der er udsat eller udsluppet til
miljoet.

De overordnede overvejelser om hvordan en mikroorganismes
skebne i miljeoet mdles og tolkes er uafhangig af, hvorvidt
mikroorganismen er gensplejset eller ikke. Af praktiske grunde
er narverende undersogelse gennemfeort med en testorganisme, der
ikke er genetisk modificeret. Det oprindelige udgangspunkt for
projektet var et ¢nske om at monitere tilstedeverelsen af en
produktionsorganisme efter lengere tids udledning til et
kystnert, marint milje. Dette lod sig imidlertid ikke gennemfore,
idet den relevante virksomhed ikke ¢nskede at stille organismen
til radighed. Det var som fglge heraf ikke muligt at etablere
en specifik detektionsmetode rettet mod produktionsorganismen.
Projektet blev derfor omformuleret til et udsatningsforseg, hvor
produktionsorganismens skabne i et mesockosmosmodelpkosystem kunne
undersgges i et tat samarbejde med wvirksomheden. Det wvar dog
stadig ikke muligt at fa produktionsorganismen stillet til
radighed. Som konsekvens heraf blev der gennemfort et projekt
omhandlende udsatningsforsgpg med typestammen af Bacillus

licheniformig: DSM 13 {(Deutsche Sammlung wvon Mikroorganismen).

Denne art er relevant for industriel produktion. Under et
tidligere projekt for MST er der udviklet en antistof-baseret
detektionsmetode for DSM 13, som her er afprovet pad et marint
milje.



I projektet har udstyr og materialer til etablering af
feltbaserede mesokosmos modelgkosystemer veret stillet +til
radighed af et igangverende EF-projekt: "Structure and Function
of Coastal Ecosystems" (SAFE), som udfores af VKI. Denne kobling
har desuden gjort det muligt at underseoge modelorganismens
overlevelse 1 et velkarakteriseret ¢kosystem. Under projektets
gang viste det sig hensigtsmassigt at supplere undersggelserne
i mesckosmossystemet med overlevelsesstudier i laboratoriebaser-
ede mikrokosmos modelgkosystemer.

Rapporten omfatter resultaterne af overlevelses-
underseggelser foretaget i de anvendte modelpkosystemer. Resul-
taterne sammenlignes med lignende fcrseg udfert med andre
bakterier. Desuden vurderes de anvendte metoders generelle
anvendelighed for risikovurdering og monitering af genetisk
modificerede mikroorganismer.

2. PROBLEMSTILLING

Anvendelse af genetisk modificerede mikroorganismer (GMO)
har mange lovende muligheder, f.eks. inden for den bioteknologi-
ske industri samt inden for landbrugs- og miljgomradet.

Forelegbig er anvendelsen af GMOs blevet begranset af hensyn
til miljpet. De kontrollerende myndigheder har imidlertid manglet
analyser af, hvilke konsekvenser anvendelsen af disse organismer
kan have pd det ydre milje. Hidtil er der foretaget risikovur-
deringer "case by case" og "step by step". Der har saledes ikke
veret nogen fast strategi for risikovurdering af GMO for deres
anvendelse eller ved monitering af organismen under og efter
anvendelsen.

Overordnet set falder anvendelsen af GMO i to wvasens-
forskellige kategorier: 1) anvendelse af GMO som produktions-
organismer ved Dbioteknologisk produktion af rekombinante
genprodukter f.eks.. enzymer, hormone.: og va&kstfaktorer 2)
anvendelse af GMO til at 1¢se specifikke opgaver efter udsatning
i miljget. Det kan “or eksempel dreje sig om organismer, der

fungerer som biologiske pesticider eller som kan nedbryde sveart



omsazttelige xencbictiske stoffer.

En eventuel udledning af produktionsorganismer til miljopet
spges begranset ved fysiske indeslutningsforanstaltninger, som
dog nappe kan forventes at vare 100% effektive til enhver tid.
Hvad angar produktionsorganismer, tilstrabes det at anvende
organismer, der er tilpassede vakstkravene i produktionsanlagget.
Organismerne vil dermed ikke forventes at vere tilpasset
betingelserne i det ydre milje. Udledning af produktionsorganis-
mer til akvatiske miljper kan dels ske som en Xontinuerlig
tilforsel af smd mengder af organismen med spildevandet; dels som
kortvarige men store udledninger i forbindelse med et eventuelt
sammenbrud af de fysiske indeslutningsforanstaltninger.

GMO, der skal l¢gse specifikke opgaver efter udsatning, er
designet til at overleve i miljgpet i kecrtere eller langere tid
og frembyder derfor intuitivt en sterre milje¢risiko end produk-
tionsorganismer. Desuden udszttes de typisk i hej koncentration
p&d en en begranset 1lokalitet. Det kan muligvis betyde, at
populationens storrelse lettere nar den kritiske vardi, der er
ngdvendig for permanent etablering.

For der kan gives tilladelse til anvendelse af en genetisk
modificeret mikroorganisme, skal der ifelge eksisterende
lovgivning gennemfgres en risikovurdering. En risikovurdering mé
tage sit udgangspunkt i et indgdende kendskab til den modificere-
de organisme og den vildtype, den er skabt fra. For eksempel vil
det vare problematisk at anvende sygdomsfremkaldende organismer
eller organismer, som indgdr i symbiose med andre arter.

Dernaest er det neodvendigt at kende organismens vakstkrav
og evne til at overleve i naturen. For ¢jeblikket har man kun et
begranset og overordnet kendskab til, hvilke faktorer der
regulerer naturligt forekommende bakteriers vaekst og overlevelse.
Man ved endnu mindre om, hvorledes populationer af genetisk
modificerede mikroorganismer reguleres.

En vurdering af det rekombinante gens evne til at gpredes
fra en GMO til den naturlige bakteriepopulation indgédr i risiko-
analysen. Man ved allerede, at genudveksling foregar i naturlige
miljeer; men kendskab til hvilke faktorer, der pavirker genover-
forsel stammer stort set fra laboratorizforseg.



Udledning af en GMO kan forventes at pavirke det gkosystem
hvortil udledningen foregdr. Det vil derfor vare pnskeligt at
kende organismens pé&virkning af populationssammensatningen i
systemet og af stof-flowet igennem systemet.

En gennemforelse af risikovurderinger af GMOs er saledes
en szrdeles omfattende opgave. Omridets kKompleksitet gges ved,
at mange forskellige arter kan forventes at blive varter for
forskellige gensystemer, og ved at gensplejsede mikroocrganismer
tenkes anvendt i vidt forskellige miljger. Derfor kan risiko-
vurderinger med vor nuvarende viden kun foretages gennem "case-
by-case" og "step by step" vurderinger, hvor hver enkelt
organisme analyseres ngje.

En vigtig forudsatning for at kunne foretage en risiko-
analyse er, at man rader over fplsomme og padlidelige metoder til
at pavise savel organismen som det rekombinante gen i naturen.
Traditionelt er pavisning af mikroorganismer foregdet wved
pladespredningsteknikker, som har kravet et dyrkningstrin i
laboratoriet. En stor del af de bakterier, som lever i miliget
findes imidlertid i en "viable but not culturabie" tilstandsform.
Da disse ikke-dyrkbare bakterier er gkologisk relevante, har man
udviklet detektionsmetoder, =som kan pavise test-organismen
direkte, uden opdyrkning i laboratoriet. Detektionsmetoderne kan
enten vere rettet mod fanotyper baseret pa antistof-antigen
genkendelse (antistot-prober) eller mod genotyper baseret pa DNA-
DNA genkendelse (DNA-prober). Det tilstrasbes at gpre metoderne
s& folsomme, at de kan spore selv ganske sm& populationer.

Med disse metoder kan en testorganismes og/eller et test-
gens skabne fglges i et sdkaldt modelgkosystem. Nar der arbejdes
med en genetisk modificeret organisme med ukendte egengskaber, ma
forsggene gennemfegres i et indesluttet modelsystem, som eventuelt
kan destrueres efter forseget. I relation til risikovurdering
(som beskrevet 1 OECD (1990)) kan indledende overlevelses-
eksperimenter foretages som laboratorieforspg i mikrokosmos-
modelgkosystemer. Efterfplgende kan der foretages felt-
afprovninger i sterre skala, for eksempel wved anvendelse af
mesokosmos-modelgkosvstemer, der s& wv.dt muligt skal hindre
spredning af modelorganismen.



Anvendelgen af modelgkosystemer kan ikke simulere alle
tznkelige naturlige miljger. Derfor mé& risikovurderinger baseret
pa en tilsyneladende darlig overlevelse i et enkelt system tolkes
med forsigtighed. Der er imidlertid ingen tvivl, om at kombi-
nationen af specifikke detektionsmetoder og velkarakteriserede
modelpkosystemer er den mest farbare vej mod en forstéelse af
gensplejsede mikroorganismers gkologi.

3. BAGGRUND

3.1 Mikroorganismers tilpasning til livet i akvatiske miljger

I naturlige miljger stilles bakterier overfor livsforhold,
der radikalt afviger fra de laboratorieforhold, hvorunder
mikrobiologer traditionelt har studeret bakteriel vakst og
overlevelse., Mikrobiologiske vakstmedier indeholder tilstrak-
kelige substrater og naringssalte, og bakterier dyrkes oftest
under konstante og velkarakterigserede forhold. I modsatning
hertil indeholder naturlige akvatiske miljger ofte kun begransede
mezngder af energikilder og naringssalte, samtidig at med disse
varierer i tid og rum afhangigt af biotiske og abiotiske
faktorer. Det er derfor ikke muligt at definere en normaltilstand
for miljoplevende bakterier, men man kan konstatere, at de
fremherskende vzkstbetingelser formodentlig er suboptimale
(Roszak and Colwell, 1987; Kjelleberg et al., 1987).

Bakterier har aktive kontrolmekanismer, som gor dem i stand
til at tilpasse sig neringsfattige forhold. Disse mekanismer er
isar underseggt for bakterier, som forekommer i, eller er udsat
til marine miljger. N&r bakteriestammer, som ikke naturligt
forekommer i havet, inkuberes i ne®ringsfattigt havvand, ses en
tendens til at alle cellebestanddele som protein, RNA og muligvis
DNA metaboliseres, séaledes at deres mengde 1 cellen aftager.
Desuden kan der syntetiseres sult-specifikke celleoverflade-
proteiner,

Der er dog betydelig forskel mellen de underse¢gte stammer,

og man kan ikke generalisere, hvad angdr sammenh&ngen mellem



specifikke cellebestanddele og sult. Derimod er det generelt, at
evnen til at overleve sult-tilstanden afh®nger af bakteriens evne
til at nedsaztte metabolismen (Kjelleberg et al., 1987).

Hos naturligt forekommende marine bakterier er sult-
betingede overlevelsesmekanismer specielt godt underse¢gt hos
Vibrio sp., hvor sult-responset er sammensat af to faser. I den
fprste fase, hvis langde varierer med forsgpgsomstandighederne,
sker der en kraftig e¢gning af respirationen og et tilsvarende
hurtigt fald i cellens oplagsstoffer. Samtidig sker en endring
af celleoverfladens protein- og (formodentlig) kulhydratsammen-
setning (Albertson et al., 1987; Kjelleberg et al., 1987) ligesom
cellerne kan fragmentere til "ultramikroceller" < ca. 0,3 um,
hvilket er ensbetydende med et g¢get celletal (Kjelleberg et al.,
1987; Morita, 1988). Den anden fase kendetegnes af en extremt lav
metabolisme og langsomt faldende koncentrationer af DNA, RNA

protein m.v. I denne fase er cellernes morfologi ret konstant.

r

Resultatet af sult-tilpasningen er, at cellerne kan bevare et
mélbart stofskifte (og altsd vere i live) i flere &r.

Indenfor mikrobiologien defineres vakst som en ¢gning i celle-
antal eller som en ordnet stigning af tiomasse (Stanier et ail.
1988; Morita, 1988). Forudsatningen for zt anvende disse vakstmal
er, at der foregdr en balanceret wva&kst, hvor stigningen i
biomasse er sammenlignelig med stigningen i alle andre malbare
vekstparametre for den underspgte population (Stanier et al.
1988).

Vekst i naturlige miljger er ikke balanceret (Morita,
1988), saledes at vakstperioder afleses af perioder med ikke-
vekst eller sult. Generationstiden i marine miljper er meget
lang, ofte dage op til uger (Roszak and Colwell, 1988). Yder-
ligere er det kun en lille procentdel &f bakteriepopulaticnen,
der pd et givent tidspunkt er i aktiv vakst. Disse forhold
besvarligg@rtraditionellevakstmélinger_ligesomcellefragmenta—
tion ved sult ikke reprasenterer vakst i traditionel forstand.
Graznsen mellem vakst og ikke-vakst er derfor flydende. En
meningsfuld bestemmelse af en miljplevende bakteries vakst kraver

typisk, at der anvendes mere end &t vakstmal.

Begrebet "viability" er defineret ved at en "viable" celle



er en celle, der er i stand til at dele sig under optimale vakst-
forhold (Postgate, 1976), og er séledes tat knyttet til den
traditionelle opfattelse af vakst som celledeling. Indtil for ca.
10 &r siden blev en bakteries overlevelse ofte undersggt ved at
fplge organismens evne til at vokse pa/i diverse vakstmedier. Man
kan sige at "viability" er blevet identificeret ved "cultura-
bility".

For miljplevende bakterier bryder denne definition sammen,
idet man har wvist at bakterier kan findes i en "viable but not
culturable” tilstand (Grimes et al., 1986). Sadanne celler kan
vere “"viable" derved at de er aktivt respirerende eller udviser
aktiv indbygning af tilsatte substrater (Xu et al., 1981; Grimes
et al., 1986). Disse celler kan dog ikke opdyrkes pad traditionel-
le meget naringsrige medier. "Culturability"”, eller dyrkbarhed
kan til tider fremmes ved at indfore et resuscitations-trin, hvor
cellerne inkuberes 1 et fortyndet, letomsztteligt medie uden
selektionspres, for de udsattes for de relevante selektive
dyrkningsomstandigheder (Roszak and Colwell, 1987). Den altover-
vejende procentdel af miljglevende bakterier findes som "viable
but not culturable" celler og er yderligere ¢kologisk relevante
derved, at de som navnt deltager i gtofoms=ztninger 1 dJderes
habitat (Roszak and Colwell, 1987). Der synes at vare en vis
sammenhzng mellem "ultramicroceller" c¢g "viable but not cul-
turable" celler, se Morita (1988).

Da det er svart npjagtigt at definere, hvad der forstds ved
en 1levende bakterie, er det 1ligeledes svert at definere et

dpdkriterium. I denne rapport vil felgende definitioner blive

anvendt:

Levende celler: celler, som udviser en eller anden
form for malelig metabolsk ak-
tivitet.

Dpde celler: celler, hvor der ikke kan pévises
metabolsk aktivitet og/eller hvor
cellens morfologiske integritet er
tabt.

byrkbare celler: celler, som er i stand til at dele

sig pad definerede vakstmedier.
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Detektionsmetoder til pdvisning af mikroorganismer
i miljget

Bakterier i miljoet kan som navnt ovenfor findes i forskel-
lige fysiologiske tilstandsformer. Derfor er resultatet af
"overlevelsesforspg" starkt afhangigt af hvilken metode, der
anvendes til at pavise organismen.

Dyrkningsmetoder, der krzver at test-organismen kan dele
sig under laboratorieforhold har veret den eneste anvendte detek-
tionsmetode i mange overlevelsesstudier for diverse mikro-
organismer (Fujiocka et al., 1981; Evison, 1988; Awong et al.,
1990; Chao and Feng, 1990). Den mest anvendte dyrkningsmetode er
at udplade organismen pa& generelt eller selektivt medie og
dernast opgoere antallet af fremvoksede kolonier. Valget af
dyrkningsmedie kan pavirke resultatet af et overlevelsesstudie.
I nogle studier opnaes samme resultater wved anvendelse af
generelt og selektivt medie (Awong et al., 1990), andre opnar
farre kolonier pa selektivt - end pad generelt medie (Chaundhry
et al., 1989), og atter andre far flest kolonier pad selektivt
medie (Amy and Hiatt, 1989).

Most Probable Number (MPN) metoder er et alternativ til
udpladningsteknikker nar dyrkbare mikroorganismer skal pavises.
Metoden bygger pd, at en preve ved gentagne fortyndinger
fortyndes til udslukningspunktet, hvorefter en statistisk analyse
kan bestemme antallet af bakterier i den oprindelige prove Batlas
og Bartha, 1987) .

Den vasentligste anke ved anvendelse af dyrkningsmetoder
er at man anvender "dyrkbarhed" som 1livskriterie og derved
ignorerer "viable but not culturable" bakterier. Til gengzld har
metoderne en hegj felsomhed, typiske 10 dyrkbare celler {colony
forming units, cfu) ml™?t, som yderligere kan oges ved at opkon-
centrere provematerialet ved filtrering.

I de senere &r er der sket en udvikling af molekylar-
biologiske detektionsmetoder til pavisning af specifikke
mikroorganismer i miljget. Den mulige anvendelse af GMOs har isear
fremmet brugen af metoder, der anvender DNA-prober til at pavise

en specifik genotype. Hvad angdr en detaljeret beskrivelse af



disse detektionsmetoder og deres anvendelse til at spore
gensplejsede mikroorganismer i miljget henvises til Jain et al.
(1988), Atlas et al. (1989) og Trevors and wvan Elsas (1989).
Metodernes anvendelsesmuligheder wvil dog kort blive omtalt
herunder.

Udpladningsmetoder kan kombineres med molekylare detek-
tionsmetoder. De fremvoksede koloniers molekylere identitet kan
sdledes klarlagges ved enten en gen-probe (Sayler et al., 1985)
eller ved et antistof (Olsen and Rice, 1989) i den sé&kaldte
koloniblotting-metode. Steffan et al. (1989) sammenlignede
resultatet af at benytte selektiv kontra generel udpladning
efterfulgt af DNA-koloniblotting. De fandt, at den generelle
udpladning-koloniblotting metode havde problemer med at pévise
test-organismen ndr den udgjorde < 0,1% af den samlede dyrkbare
population i et ferskvands modelgkosystem. Felsomheden af den
generelle udpladnings-koloniblotting metode faldt derved til ca.
10* cfu/ml. Det var nedvendigt, at specificiteten af metoden blev
defineret af gen-proben, idet der kom kolonier af ikke-test-
organismer pd savel generelt som selektivt medie (Stefan et al.,
1989). Samme erfaringer rapporteres af Amy and Hiatt (1989).
Steffan et al. (1989) sammenlignede yderligere udpladning-
koloniblotting med en MPN-metode, hvor positive prover blev
identificeret gennem positiv reaktion me@ DNA-proben. MPN-metoden
gav resultater, som var sammenlignelige med selektiv udpladning-
koloniblot, men resultaterne var mere variable.

Genprobe-baserede metoder er blevet anvendt til direkte
pavisning af genotyper i miljegprover. Ved anvendelse af sédanne
metoder er det ne¢dvendigt ferst at oprense DNA fra proven. I
vandige miljoer sker dette lettest ved at koncentrere mikrcorga-
nismerne pad et membranfilter, lysere dem med en sterk anionigk
detergent og derefter oprense DNA fra lvsatet ved traditionelle
molekylar-biologiske metoder (Fuhrman ¢t al., 1988; Somerville
et al., 1989). Mengden af +testorganismens DNA i preven kan
derefter kvantiteres ved en Slot-blot metode (Stefan et =al.,
1989; Knight et al. 1990; Morgan et al., 1989; Chaundhry et al.,
1989). Fplsomheden for disse metoder er fra ca. 10° celler mi7?

til ca. 10° celler m1™!, afhangig af DNA-probens egenskaber, men



kan forbedres til ca. 1 celle ml™* ved at oge kopitallet af test-
DNA wved hj=®lp af polymerase chain reaction (PCR; Stefan and
Atlas, 1988; Bej et al., 1990). For ¢jeblikket er PCR ikke en
fuldt kvantitativ metode, men den kan formodentlig ge¢res
kvantitativ ved at udvikle en MPN-metode, hvor genproben benyttes
til at pavise positive proever.

Detektionsmetoder baseret pa antistoffer kan ligeledes
anvendes til direkte péavisning af mikroorganismer i miljget.
Antistofferne bestemmer metodens specificitet, og der er et
enkelt eksempel pd, at antistoffer mod et rekombinant genprodukt,
i dette tilfalde et enzym, er blevet anvendt til at pavise en GMO
(Morgan et al., 1989). Oftest er metodarne dog anvendt til at
pavise naturligt forekommende arter eller stammer. Ofte har man
kunnet opna tilstrakkelig specificitet wved anvendelse af
polyklonale antistoffer, se Nybroe (1990). Monoklonale antistof-
fer kan give endnu bedre specificitet. De har dog i visse
tilfaelde vist sig uegnede til at pavise testorganismen i miljget,
selv om de var velegnede til klinisk brug (Vickers, et al.,
1990). Arsagen kan for eksempel vare sult-betingede andringer i
test-bakteriens overfladestruktur, og observation understreger
vigtigheden af at afpreve savel antistoffets specificitet som
stabiliteten af den antistofbetingede genkendelse.

Den hidtil mest anvendte immunkemiske detektionsmetode er
immunfluorescensmikroskopi (Bchlool, 1980). Ved denne metode
visualiseres antigen-positive celler ved hjelp af en fluores-
cerede markeor og kan optelles ved mik-oskopering. Metoden er
derfor tidskravende, og den har en fglsomhed pa& ca. 10%-1Q°
celler ml™ afhangig af provetypen. Nyere, og potentielt mere
f¢lsomme metoder som DOT-blot og ELISA (se Nybroe, 1980) er endnu
kun anvendt i begra&nset omfang til pPadvisning af naturligt
forekommende - eller genetisk modificerede bakterier (Kemp et
al., 1988, Arredondo et al., 1989; Morgan et al, 1989; Nybroe,
et al., 1980). Et betydeligt udviklingsarbejde er stadig pakresvet
for at forege foplsomheden af disse metocder, som i dag ligger pa
ca. 10* celler ml7t.

Hvor dyrkningsretoder kan pavise c(yrkbare celler, paviser
gen-probe- og antistofbaserede teknikker geno- eller faznotyper
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s& lange den struktur, som de genkender er intakt. De kan derfor
pavise séavel levende som degde celler.

Immunfluorescensmikroskopi kan imidlertid kombineres med
malinger af enkelte cellers aktivitet. Dette kan enten ske ved
at identificere antigen-positive cellers volumenforggelse efter
neringstilsatning under omstandigheder hvor celledeling er hammet
(Direct Viable Count Method, DVC; se Brayton and Colwell, 1987).
En anden mulighed er at identificere antigen-positive celler som
har et aktivt elektrontransport system identificeret ved deres
evne til at omsatte en specifik redox-indikator, INT. Disse
kombinerede detektions- og aktivitetsbestemmelser er formodentlig
noget af det tztteste, man kan komme pad en vurdering af specifik-
ke cellers livstilstgnd (Roszak and Collwell, 1988).

3.3 Overlevelsesstudier med Escherichia coli

Skzbnen af bakterier, som er tilfert et milje, hvor de ikke
naturligt forekommer, er kun systematisk undersegt for ganske fa
arter. Sterst kendskab har man til miljefaktorers effekt pé

humane pathogener som Salmonella sp. eller pé& indikatorbakterier

for fzkal forurening som E. coli eller gruppen fakale coliforme.

Effekten af forskellige miljofaktorer pa E. colis over-
levelse opridses i det fglgende. Hovedparten af unders¢gelserne
er foretaget som modelforseg i labcratoriet og med '"cul-
turability”, d.v.s. synlig fremvakst pd medier, som kriterie for
overlevelse. Resultaterne bliver her brugt til at indkredse nogle
parametre, som potentielt kan pavirke en model-bakteries vakst
og overlevelse. Jvf. afsgsnit 3.1 kan man dog ikke generalisere,
hvad angar forskellige bakteriers respons pa miljefaktorer.

Med mindre andet er n®vnt foregdr de refererede forseg med
fysisk/kemiske parametre med 0,2 um filtreret vand eller kunstigt
havvand for at eliminere effekten af predation. I forspgene med
0,2 pm filtreret vand andres det totale antal bakterier mdlt ved
direkte metoder som regel ikke. Der er derfor alene @ndringer i
dyrkbarhed eller aktivitet, der sammenfattes herunder.

Lys. Lys er en betydningsfuld regulator af E. coli's
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overlevelse malt pa flere forskellige mader. Fujioka et al.
(1981) viste, at sollys nedsatte overlevelse (= dyrkbarhed) milt
som Ty, i havvand fra flere dage i morke til 30-90 minutter i
lys. T4 er et udtryk for den tidsperiode der gar, for 90% af de
undersggte celler ikke lengere kan pavises ved dyrkning. Forfat-
terne bemarkede, at lysets inaktiverende effekt bl.a. kunne
gennemtrange 3,3 m havvand og tilskrev den derfor primart synligt
lys. Ved brug af kunstigt lys fandt Evison (1988) tilsvarende en
Ty P& 60-120 minutter i havvand og pa 80-200 minutter i fersk-
vand. Endelig har Barcina et al. (1989; 1990) undersegt effekten
af synligt lys, pd E. coli's overlevelse. I belyste prover
forsvandt E. coli's dyrkbarhed praktisk taget i 1lgbet af 4 dogn
i ferskvand, mens Kolonier ikke langere kunne pévises efter 2
degn i havvand. I de tilsvarende forspg udfort i morke kunne der
ikke konstateres et fald i antallet af dyrkbare E. coli.
Barcina et al. (1989; 1990) malte ligeledes E. coli's
elektron transport aktivitet og '“C-glucoseindbygning i 1lys og
i mprke. De to aktivitetsmal var konstante gennem 2-4 dogn i
mprke, men faldt dramatisk ved lyspavirkning. Aktivitetsmalene

udviste derved @ndringer, som stemte overens med dyrkbarheden.

Salinitet. E. coli's overlevelse synes at vare bedre i
ferskvand end i havvand, men det er svart at generalisere -

oftest fordi de vandprover, der anvendes til overlevelsesforseg
sjeldent karakteriseres med hensyn til salinitet m.v., men blot
benevnes ferskvand eller havvand.

Flere unders¢gelser finder stabile plate-count verdier for
rekombinante E. coli i sevand fra 7 dage (Amy and Hiatt, 1989;
Chao and Feng, 1990) og op til adskillige m&neder (Flint, 1987).
Derimod finder Chaundhry et al. (1989), at dyrkbarheden for en
rekombinant E. coli forsvinder efter 5-10 dogn, afhangig af
hvilket dyrkningsmedie, der benyttes til udpladning. I denne
undersggelse folges model-organismens genotype ved en genprobe-
PCR teknik, der giver positive signaler laznge efter, at dyrkbare
organismer er forsvundet.

I et studie af bl.a. E. coli's overlevelse i syntetisk
havvand paviste Xu et al. (1982) en darligere overlevelse ved
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25 o/o00 end ved 5 o/oc gennem en forsgpgsperiode pa 96 timer, og
Evison (1988) fandt optimal overlevelse ved 8,5 o/o00. Xu et al.
benyttede ikke blot dyrkningsteknikker til at wvurdere over-
levelse, men ogsd DVC-metoden. Det viste sig, at en significant
del af E. coli populationen var levedygtig malt ved DVC (Direct
Viable Count Method), men ikke dyrkbar. Dermed var Xu et al.
(1982) med til at danne konceptet om "viable, but not culturable”
bakterier i miliget.

Langerevarende overlevelsesstudier med to forskellige
stammer af E. coli viste, at dyrkbarheden bevaredes i 6 hen-
holdsvis 21 dage i 35 o/00 syntetisk havvand (Byrd and Colwell,
1990).

Nar overlevelse af E. coli direkte sammenlignes i belyste
systemer, synes den at vere bedst i ferskvand, mens tilsvarende
direkte sammenligninger i mgrke giver det modsatte resultat
{Evison, 1988; Barcina, et al., 1990).

Temperatur. Generelt synes overlevelsen af E. coli at vare

bedst ved lave temperatur. For eksempel fandt Awong et al. (1990)
at savel en vildtype som en rekombinant E. coli overlevede bedre
ved 15°C end ved 25°C og 30°C i diffusionskamre ophazngt i et
mikrokosmosmodelsystem med ferskvand.

Evison (1988) underspgte overlevelse i ferskvand og havvand
ved temperaturer fra 2-25°C og fandt T, verdier pd 70-80 timer
ved 25°C gradvist stigende til 600-750 timer ved 2°C. Flint
(1987) fandt ogsd generelt hepjere overlevelse ved lavere
temperaturer.

Disse resultater stemmer overens med den observaticon, at
bakteriers evne til at overleve i miljeet afhanger af deres evne
til at nedsatte deres stofskifte (Kjelleberg et al., 1987).

Nering. Overlevelsesforseg foretaget med havvandsprover pa
forskellige drstider, men ellers foretaget under sammenlignelige
forhold, viste at antallet af dyrkbare celler faldt hurtigere i
januar end i maj (Fiksdal et al., 1989). Arsagen kunne vare en
hojere mengde tilgzngeligt organisk stof i maj end i januar, og
resultatet understrejger, at det langt fra er ligegyldigt, pé
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hvilken arstid overlevelseseksperimenter foretages. Tilsatning
af neringsstofer medfgrer som hovedregel en ¢get overlevelse, men
sammenhangen mellem overlevelse mdlt som dyrkbarhed og narings-
koncentration synes at vare non-linear (Evison, 1988; Fiksdal et
al., 1989).

Predation- og konkurrence. En rzkke studier har sammenlignet

overlevelse i filtreret og ikke-filtreret wvand. Savel i

ufiltreret fersk- som i havvand finder man, at E. coli elimineres
i lgbet af 3-20 dage (Amy and Hiatt, 1989; Martinez et al., 1989:
Awong et al., 1990; Chao and Feng, 1990).

Ved at udfere en yderligere filtrering fandt Amy and Hiatt
(1989), at E. coli's overlevelse i 0,8 pm filtreret vand 1a
imellem overlevelsen i ufiltreret og i 0,2 um filtreret vand,
mens Martinez et al. (1989) rapporterede, at den partikulare
fraktion der 14 mellem 2 pum og 0,2 pm var den vasentligste arsag
til E. coli's mortalitet i havvand. Ingen af disse forfattere
kunne dog afklare, om mortaliteten var forarsaget af predation

af f. eks. mikroflagellater eller af konkurrence med den endogene
bakteriepopulation.

Andre faktorer Blandt andre arsager til, at E. coli kan

forsvinde fra en given vandmasse er adsorption til partikler og
efterfoplgende sedimentation (Grimes et al., 1986). Bakterierne
vil i dette tilfazlde blive registreret som "dpde" ved gengse
metoder, men kan teoretisk overleve i mere neringsrige sedi-
menter, og blive resuspenderet efter fysisk eller biologisk
forstyrrelse af sedimentet.

Bakterier, som er tilknyttet overflader ved adsorbtion
eller adhasion har ofte hpjere wvakstrater end fritlevende
bakterier, specielt i miljper med 1lave koncentrationer af
organisk stof (Iriberri et al., 1990; van Loosdrecht et al.,
1990). Det er et diskussionspunkt, hvorvidt naturlige marine
bakteriepopulationer hovedsaglig findes som fritlevende celler
eller associeret til overflader (Kjelleberg et al., 1987). I
kunstige indelukker oges det overfladeareal pr. volumen, der er

til rédighed for bakteriel kolonisation, og undersggelser af
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bakteriers overlevelse bor tage hgpjde herfor.

3.4 Overlevelsesstudier med andre bakterier

Udover af E. coli er det hovedsagligt andre Gram-negative

bakterier, som Alcaligenes og Pseudomonasg, der er anvendt i

overlevelsesforspg i mikrokosmos modelpkosystemer.

Det almindeligste resultat af denne type undersogelser er,
at antallet af modelorganismer reduceres i lgbet af forsegsperio-
den. For eksempel finder Steffan et al. (1989) et langsomt

aftagende antal af Alcaligenes og Pseudomonas udsat i et

ferskvandsmikrokosmossystem tilsat nering. Faldet blev iagtaget
med sé&vel dyrkningsmetoder som direkte metoder. Tilsvarende
tendens blev iagtaget for en 3-klorobenzoat nedbrydende Al-
caligenes introduceret i et ferskvands/sediment modelgkosystem
uden selektionspres (Fulthorpe and Wyndham, 1989}. Langt bedre

overlevelse pd over 1 Aar er observeret for Pseudomonas og

Klebsiella inkuberet i markafvandingsvand i1 en lys/mgprke cyklus
pa 16/8 timer ved 16-20°C (Trevors et al., 1989). I dette forseg

fandt forfatterne, at organismernes overlevelse var reguleret af

neringsmengde, tilstedevarelse af ilt og af konkurrence fra den
endogene mikroflora.
Hvad angdr Gram-positive bakterier er der sadvidt vides Kun

foretaget overlevelsesforspg med sporer af Bacillus thuringensisg

(Menon and de Mestral, 1985; Cham et al., 1987), som er svare at
sammenligne med de overlevelsesforspg med vegetative celler, som

er refereret herover.

3.5 Overlevelse af naturlige bakteriepopulationer.

Abiotiske faktorer. En rakke fysiske og kemiske faktorer kan

direkte og indirekte pavirke naturlige bakteriepopulationers
vekst i akvatiske miljoger.

Lys er en kritisk faktor for fytoplanktonets opbygning af
organisk stof via fotosyntesen samt bestemmende for visse
heterotrofe organismers (cladoceer og rotatorier) adferd og

dognrytme. Vaksten af naturlige bakteriepopulationer synes deri-
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mod i ringe grad at vare pavirket af lys, idet in situ forseg har
vist, at optagelsen af me&rket glukose er uafh&ngig af lys og
merke (Azam and Holm-Hansen 1973). Hgje lysintensiteter i over-
fladevand kan imidlertid wvirke hazmmende for visse arter af
fytoplankton og bakterier. Ultraviclet lys har iszr at vare
hzmmende, men ogsid andre belgelzngder kan vare skadelige.
Fletcher (1979) navner (i Lynch and Poole (19279)), at lys i det
blad omrdde kan hamme nitrifikationen hos Nitrobacter. Un-
dersegelser af bakteriepopulationers degnvariation i forskellige
naturlige systemer har samstemmende vist, at biomasse og
aktivitet er relativt konstant over degnet (Riemann and Sgnder-
gaard, 1984).

Temperaturen er vakstregulerende for naturlige bak-
teriepopulationer i tempererede omrader. Bakterienettoproduk-
tionen, milt som indbygning af *H-thymidin, stiger med tempera-
turen indtil ca. 10°C, mens produktionen ved hejere temperaturer
er konstant (Scavia and Laird, 1987). Tilsvarende fandt Hagstrom
et al. (1979) at forholdet mellem delingsraten og temperatur hos
naturlige marine bakteriepopulationer var eksponentielt stigende
indtil ca. 10°C.

Salinitet og pH og er normalt ikke regulerende for naturlige bak-
teriepopulationer, idet disse faktorer oftest varierer indenfor
et relativt snavert spektrum, hvortil bakterierne er tilpasset.
Det er dog sandsynligt, at store salinitetsgradienter i fjord-

omrader med ferskvandstilfersler pdvirker bakteriernes aktivitet.

Biotiske faktorer. En lang rzkke faktorer som uorganiske og

organiske naringsstoffer, ilt, biologisk struktur samt mzngden
aft bakterivorer er potentielle regulatorer af bak-
teriepopulationer. I denne sammenhang fokuseres specielt pé
substratmezngden og predation.

I litteraturen diskuteres det intensivt, hvorvidt naturlige
bakteriepopulationer begrznses af fosfat eller af kulstof. En
teori peger pa, at bakterierne via deres effektive optagelsessys-
tem regulerer tilferslen af fosfat til fytoplanktonet og at
fytoplanktonet regulerer kulstoftilferslen til bakterierne
(Currie and Kalff, 1984). En anden teori peger pd, at bakterierne
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pd trods af deres effektive optagelse af fosfat (halvmatnings-
konstanten for fosfatoptagelse er en storrelsesorden lavere for
bakterier end for fytoplankton (Vadstein and Olsen, 1989), kan
vare begransede af fosfat, fordi deres muligheder for lagring af
fosfat er ringere end for fytoplanktonet (Morris, 1990). Denne
sidste teori stettes af direkte mdlinger med tilsztning af fosfat
til naturlige bakteriepopulationer. Udskillelse af organiske
substrater fra fotosyntetiserende fytoplanktonpopulationer samt
lysisprodukter fra hendgende populationer er en vasentlig
substratkilde for bakterierne (Riemann and Spndergaard, 1986).
Fytoplanktonet frigiver 5-35% af den indbyggede kulstofmangde,
hvilket kan optages af den bakterielle biomasse i lgbet af fa
timer. Andre substratkilder frigives som spildprodukter og
eskretion fra steorre organismer (zooplankton og fisk) samt gennem
den mikrobielle nedbrydning af partikulare fraktioner (Jumars et
al., 1989). Der er saledes steorst bakteriel vekst i systemer med
stor autotrof og heterotrof produktion (n:ringsrige systemer),
og i perioder med stor aktivitet (forar og sommer).

Predation er formodentlig den vasentligste regulator af
bakteriel biomasse. Bakterieceller konsumeres primart af proto-
zoer. Heterotrofe nanoflagellater forekommer i hgjt antal (10°-
10* mi1™) i de fleste akvatiske systemer, og kan effektivt
filtrere partikler omkring 1 pym i diameter. Ciliater er ligeledes
almindeligt forekommende og en del arter er i stand til at ernzre
sig af bakterier, om end ciliater er mindre effektive filtratorer
end flagellater. Gonzalez et al. (1990) fandt, at filtreringsrat-
en hos marine flagellater var steorre pa de sterste bakterie-~
celler, og at flagellaterne ikke selekterede pd baggrund af form
0g smag. Derimod viste det sig, at ciliaters filtreringsrate var
mindre afhengig af bakeriecellernes storrelse, men at ciliaterne
var selektive overfor gram-positive bakteriestammer. En razkke
nyere marine planktonstudier har wvist, at populationer af
nanoflagellater og bakterier udviser koblede svingninger, hvilket
indikerer, at bakteriernes vakst kan vare reguleret af protozocer
(Andersen and Sgrensen, 1986; Bjgrnsen et al., 1989; Riemann et
al., 1990}). Storre heterotrofe organismer som crustacéer er
generelt ringe filtratorer af bakterieplankton. Der er dog

17



undtagelser, idet cladocéer har et bredt filtreringsspektrum, der
ger disse i stand til af tilbageholde selv sm& partikler. I
ferskvandssystemer, hvor cladocéer ofte dominerer, har det vist
sig, at disse i perioder af vakstsazsonen kan konsumere heile
bakterieproduktionen (Riemann, 1985; Christoffersen et al., .
1990).

Hvorvidt tilstedevarelsen af virus pévirker bakteriers
vakst og overlevelse er uklart, idet der kun eksister ganske fa
kvantitative opgerelser af wvirus betydning for bakterie-
populationer. Disse peger imidlertid p&, at wvirus findes i
havvand i koncentrationer p& 10’ - 10® per ml samt at antallet
kan &ndres meget hurtigt, hvilket sandsynligger at virus kan vare
betydende for naturlige bakteriepopulationers mortalitet (Bergh
et al., 1989; Proctor and Fuhrman, 1990; B¢rsheim et al., 1990).

4. Materialer og metoder.

4.1 Modelorganisme

Ved denne undersggelse er typestammen for Bacillus licheni-

formis DSM 13, blevet anvendt som modelorganisme. Valget blev
truffet pa baggrund af et udtalt ¢nske fra Miljostyrelsen om at
anvende en organisme af relevans for industriel produktion. DSM
13 er ikke selv en produktionsstamme, men anvendes, da en
egentlig produktionsstamme af B. Licheniformis ikke kunne

fremskaffes fra den relevante virksomhed. Bakterien blev
indledningsvis dyrket i nutrient broth. Til brug ved inockulation
af model-gpkosystemer blev DSM 13 dyrket til tidlig stationar fase
i LB-medie ved 20°C under kraftig omrystning.

4.2 Detektionsmetcder

Immunkemiske metoder, Specifik pavisning af B. licheni-

formis DSM 13 blev foretaget ved hjzlp af immunkemiske detek-

tionsmetoder. Disse metoder er baserede pd et polyklonalt kanin-

antistof mod hele, wvarmedenaturerede celler fremstillet som
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beskrevet i Nybroe (1990). Specificiteten af dette antistof er
ligeledes beskrevet i Nybroe (1990). Pa grund af den stramme
tidsplan for projektet, var det en forudsatning for projektets
gennemferelse, at et brugbart antistof wvar til radighed ved
projektets start.

Pavisning af DSM 13 direkte i vand-, sediment- og biofilm-
prover foregik ved immunfluorescensmikroskopi som beskrevet i
bilag I. Dyrkbare DSM 13 blev pavist ved en koloniblotmetode, se
bilag II. Efter udpladning af en fortyndingsserie af provemate-
rialet p& Nutrient Agar, blev pladerne inkuberet ved 20°C i 3
dage. Efter optalling af kolonier (antaliet af dyrkbare bak-
terier) blev der fremstillet replikaer af plader med mellem 20
og 200 kolonier. Disse replikater blev processet som immunoblot,
se Nybroe (1990), med anvendelse af anti DSM 13 fortyndet 1:400.
Herefter blev antallet af dyrkbare DSM 13 bestemt ved optalling
af antallet af kolonier, der reagerede med antistoffet.

Acridin Orange Total Counts (AQOTC). Direkte opt®lling af det

totale antal bakterier foregik ved epifluorescensmikroskopi efter
farvning af nukleinsyrer med akridin orange (Hobbie et al.,
1977), se bilag III.

4.3 Modelgkosystemer

I narvarende projekt indgar anvendelse af to typer
modelokosystemer. Disse omfatter 1) mikrokosmos pa ca. 0,5 liter
der etableres i laboratoriet, og 2) mesokosmos pa& 5-6000 liter

der etableres pid en aben marin station.

Mikrokosmocs. Mikrokosmos modelsystemer blev etableret i

500 ml1 fladbundede glaskolber, der wvar vasket og autcklaveret for
brug. Kolberne blev £fyldt med 400 ml ufiltreret eller 0,2 um
filtreret havvand. Eksperiment 1 blev udfort med vand udtaget fra
Knebel Vig 4. 18/9 1990. Dette vand havde feolgende sammensatning:
Salinitet 20 o/oo, NO,+NO,-N 45 pg 17!, NH,-N 20 ug 17 og PO,-P 8
Bg 17'. Eksperiment 2 blev udfert med vand fra Oresund ved
Rungsted udtaget d. 30/10 1990. Vandet havde folgende sam-
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mensatning: Salinitet 10 o/oco, NO,+NO,-N 45 pg 17°%, NH,-N 34 nug
1! og PO,-P 20-30 ug 17" kolberne blev lukket med lostsiddende 1ag
og anbragt ved 20°C i m¢rke med svag omrystning i 5 - 8 dage.

Mesokosmos. Disse omfattede store plastcylindre (1,5 m
i diameter; 4-5 m lange) der fastnes til en pontonbro (Fig.
4.3.1). selve broen er fastgjort med glidebeslag p& lange
jernr¢r, der rammes 3-4 m ned i bunden. Det anvendte plastmateri-
ale er 0.14 mm klar PVC, der er svejset med lgbegange til
stabiliserende ringe. Tidligere testforspg har vist, at dette
materiale ikke har lethale eller sublethale effekter p& zooplank-
tonpopulationer. To typer plastindhegninger blev anvendt i
nervarende projekt: dels systemer der er lukkede mod bunden og
dels systemer, der blev forankret i bunden med en metalkrave
(Fig. 4.3.1). Sidstnazvnte blev desuden monteret med et selvregu-
lerende system til justering af plastindhegningernes hejde 1
relation til tidevandsandringer. Plastindhegningerne fyldtes med
vand, idet disse i sammenfoldet tilstand blev trukket ned pa 3-
4 m's dybde og herfra langsomt trukket mod overfladen og til slut
fastgjort pa& pontonbroen. Kontravagte (ca. 4 x 10 kg) blev
anbragt pa& plastindhegninger med bundkontakt. Selve montagen af
plastindhegninger blev udfort med agsgistance af professionelle
dykkere. Vandet i plastindhegningerne blev holdet i cirkulation
af mekaniske vindmgller, der skabte en javn og konstant vandbe-
vegelse ved bade lave hurtige vindhastigheder. Der blev opsat
ialt 4 indhegninger uden bundkontakt, hvoraf 2 blev tilsat DSM
13 og 2 fungerede som kontrol. Derudover blev 2 indhegninger med
bundkontakt opsat, som hvoraf 1 blev tilsat DSM 13. Indhegningen
uden DSM 13 blev imidlertid o¢delagt efter 1. forsepgsdag.

Inokulering. Mikrokosmos: DSM13 blev tilsat til en
slutkoncentration pd 1 x 10° ml'. Den tilsatte mzngde celler
blev udregnet ud fra maling af kulturens Ago, idet 1 ml kultur
med Age = 0,1 indeholder ca. 6 x 107 celler. DSM 13 blev tilsat
enten som rakultur (uvaskede celler), eller som celler, der 2
gange var centrifugeret ved 6000 x g i 10 min og resuspenderet

i isotont saltvand (vaskede celler). Mesokosmos: DSM 13 kulturer
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3-6 1liter) blev tilsat indhegningerne under omrering.

(ca.
1 x 10° ml', som blev

Slutkoncentrationen af DSM 13 var ca.
opndet ud fra aflasning af Ay, og under antagelse af at hver

indhegning indeholdt 6200 1 vand.
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Fig. 4.3.1. Model af de to typer mesokosmos der blev anvendt i
forseget.

Prgvetagning. Mikrokosmos: Prever pa 5 ml til bestemmelse
af det totale antal bakterier, det totale antal DSM 13, samt atf
antallet af dyrkbare bakterier blev udtaget med 1 - 2 dages
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mellemrum. I &t forseg blev antallet af heterotrofe flagellater
ligeledes fulgt (se bilag VII). Mesokosmos: Det blev antaget, at
opblandingen af hele vandsgilen var total cirka 1 time efter
tilsatningen af DSM 13, hvorefter en integreret vandpreve blev
udtaget med en klar vandhenter til bestemmelse af total antal
bakterier og antal DSM 13. Vandprever blev ved hver pregvetag-
ningsdag udtaget fra 3 dybder og mixet til én vandpreve, hvorfra
delprever blev udtaget til de enkelte analyser.

Prover til bestemmelse af bakteriel begroning p& biofilm

blev indsamlet wved at afklippe ca. 1 cm®

plast fra udhangte
strimler. Disse blev opbevaret i partikelfrit vand tilsat 1% for-
malin.

Sedimentprever blev udtaget ved hjzlp af en specialkonst-
rueret prevetager og opbevaret i glasvials tilsat 1% formalin.
Prover fra biofilm og sediment blev desuden forbehandlet med hen-
holdsvis 8 min ultralydsbehandling og 3 min homogenisering (bilag
IV og V) fer videre analyser.

Vand- og sedimentprever til bestemmelse af dyrkbare
organismer blev transporteret til laboratoriet med bil/fly i
nedkelet tilstand (4°C).

4.4 Feltanalyser

Parametre, analysefrekvens og de anvendte metcoder i
forbindelse med feltanalyserne er opsummeret i Tab. 4.4.1.
De enkelte analysemetoder er kort gennemgdet i det felgende.

Uorganisk fosfat og ammoniak blev analyseret ifplge Murphy
and Riley (1962) og Crosby (1967). Pregver til bestemmelse af
ammoniak blev tilsat reagenser i felten.

Vandpreover til bestemmelse af klorofyl a blev filtreret
p& 25 mm Whatman GF/C filter, som blev ekstraheret i 96% ethanol
i ca. 24 timer (Jespersen and Christoffersen 1987). Klorofylkon-
centrationen blev mdlt med HPLC-udstyr.

Fytoplanktonets totale primazrproduktion blev bestemt ved
en modifikation af den traditionelle '“C-metode. Vandprever (50
ml) tilsat 4 wucCi NaH“CO3kﬂev inkuberet i felten fra sand middag
til solnedgang. I laboratoriet blev 50 ml vandpreve overfert til
en glasvials og derefter tilsat 100 ul 0,5 N HCl. Preverne blev

22



herefter hensat i stinkskab i 24 timer til afgasning af uvorganisk
“co,. Pregverne blev til sidst tilsat scintillationsvaske og
mengden af organisk bundet '*C (partikulazrt og oplest) blev mdlt

i scintillationstaller.

Tabel 4.4.1. Frekvens og analysemetoder for fysisk-kemiske og
biologiske parametre i felteksperimentet.

Parameter Frekvens Analysemetode
Ilt Hver 3. dag Sensocr
Temperatur Hver 3. dag Sensor
Fosfat Hver 3. dag Spektrofotometrisk
Ammoniak Hver 3. dag Spektrofotometrisk
Klorofyl Hver 3. dag HPLC
Fytoplankton sammensaztning Hver 7. dag Omvendt mikroskopi
Fytoplankton produktion Hver 3. dag ¥C-indbygning
Bakterie antal Dagligt Epifluorescens
Bakterieproduktion Dagligt *H-indbygning
Bakterier pd biofilm Hver 3. dag Epifluorescens
Bakterier i sediment Hver 3. dag Epifluorescens
Flagellat antal Dagligt Epifluorescens
Ciliat antal Hver 7. dag Omvendt mikroskopi
Mesozooplankton antal Hver 3. dag Stereo mikroskopi

Fytoplanktconets artssammensatning blev bestemt pa Lugol-
fixerede preover i omvendt mikroskop.

Antallet af den totale mzngde af bakterier i vandfasen, pé
biofilm og i sedimentet blev opgjort med standardprocedure (bilag
ITI) der omfatter farvning med acridin-orange (Hobbie et al.
1977). Specifik bestemmelse af antallet af DSM 13 i henholdsvis
vandfase, pa biofilm og i sediment fulgte metoderne beskrevet
under laboratorieforseg.

Bakteriernes nettoproduktion (bilag VI) blev bestemt ud
fra inkorporering af *H-thymidin (Fuhrman and Azam 1980) under
anvendelse af empirisk bestemte omregningsfaktorer (Riemann and
Bell, 1980). Heterotrofe nano-flagellater blev optalt i epifluo-
rescensmikroskop p& proflavinfarvede praparater (bilag VII, Haas
1982). Ciliater og mesozooplankton blev artsbestemt og optalt i

omvendt mikroskop pé& Lugol-fixerede prover.
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5. RESULTATER

5.1. Indledende laboratorieforspg

Dyrkning og transport. De anvendte mesokosmos-systemer pa
ca. 6000 liter skulle inokuleres med DSM 13 i t®thed pd 1 x 10°
celler ml™'. Da det var ¢nskeligt, at inokulum udgjorde sad 1lille
et volumen som muligt, blev det af betydning at kunne dyrke
organismen op til en hgj celletzthed. Det blev tilstrabt, at
inokulum ikke matte udgpre mere end 1 o/ooc af modelsystemets
totalvolumen (ca. 6 1), hvoraf feglger, at inokulationskulturen
skulle indeholde ca 1 x 10° celler mi™'.

Ved opdyrkning af DSM 13 i et vakstmedie (Nutrient Broth)
som bliver anbefalet af DSM var det ikke muligt at opnd cel-
letztheder over ca. 1 x 10° celler ml™'. Desuden tenderede DSM
13 til at aggregere i dette vakstmedie, hvilket gjorde det svart
at dosere en bestemt mazngde celler. Ved at skifte til LB-medie
var det muligt at opnd de onskede celletstheder, 1ligesom
tendensen til at klumpe var mindre udtalt. Uanset hvilket medie,
der blev benyttet, wvar det erfaringen, at DSM 13 skulle dyrkes
med kraftig omrystning - formodentlig for at sikre en tilstrzkke-
lig iltning af mediet. Kulturer, der henstod uden omrystning ved
stuetemperatur, lyserede efter f& timer.

I forbindelse med inckulation af mesckosmos-systemet i
Knebel Vig, blev 24 1 kultur af DSM 13 indeholdende ca. 1 x 10°
celler ml™ transporteret fra Hgrsholm til Knebel. Transporten
foregik med bil/ferge og varede ca. 4 timer. P& grund af
organismens tendens +til .at lysere, blev der fremstillet AOTC
przparater af kulturerne umiddelbart for udsatningen. Der blev
ikke fundet visuelle tegn pa cellelysis. Det var ikke muligt at
bestemme cellernes dyrkbarhed umiddelbart for udsatning.

Specificitet af det anvendte antistof. Det anvendte antistof var
fremstillet mod vegetative celler af DSM 13. Under de indledende

forsgg viste det sig imidlertid, at antistoffet ogsd reagerede
med sporer af DSM 13.

Som omtalt i Nybroe (1990) krydsreagerede antistoffet med
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andre isolater af B. licheniformis. Det blev spgt at fjerne disse

krydsreaktioner ved absorbtion; men dette var ikke muligt uden
samtidig at fjerne antistoffets reaktion med DSM 13. P4 trods af
dette problem kunne antistoffet stadigvak anvendes til specifik
pavisning af DSM 13 under forudsztning af, at det ikke Kryds-
reagerede med bakterier, der naturligt forekom i wvand eller
sediment fra Knebel Vig.

Analyser af vand- og sedimentpreover fra Knebel Vig wved
immunfluorescensmikroskopi viste, at det var muligt specifikt at
pavise DSM 13 omend mod en hej baggrund pd grund af antistoffets
krydsreaktion med den naturlige bakterieflora. Tilsvarende viste
koloniblotmetoden, at der var en vis baggrund af krydsreagerende
kolonier i materialet fra Knebel Vig, men at kolonier af DSM 13
ikke desto mindre kunne identificeres gennem deres kraftigere
reaktion med antistoffet, og gennem deres karakteristiske
kolonimorfologi (Fig. 5.1.1).

Fig. 5.1.1. Kolcniblot af bakterier opdyrket fra Knebel vig (til
venstre) og af en renkultur af DSM 13 (til hejre). Anti DSM 13
antistoffet blev anvendt i fortyndingen 1:400.
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5.2, Feltforspg i mesokosmos-modelpkosysmemer

I de folgende resultatafsnit omtales DSM 13 pavist ved
immunfluorescensmikroskopi som total DSM 13 og DSM 13 pavist ved
udpladning-kolonibloting som dyrkbare DSM 13. Antallet af
bakterier pdvist ved ACTC-metoden omtales som total antal/mangde
bakterier.

Bakterieantal og -produktion. Den totale me&ngde registre-
rede bakterier i vandfasen samt mzngden af den tilsatte organisme
er illustreret i Fig. 5.2.1.
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Fig. 5.2.1. Total antal bakterier i kontrolindhegninger (hvide
cirkler) og i indhegninger tilsat DSM 13 (sorte cirkler) samt
antallet af DSM 13 (sorte firkanter). Vardierne angiver gen-
nemsnittet af to ens behandlede indhegninger og bjzlker angiver
de reskeptive minimum- og maksimumvardier.
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Det totale antal bakterier er 5 x 10° ml1™' i indhegninger med DSM
13 ved fors¢gets start, mod ca. 2 x 10° ml™' i kontrolindheg-
ninger. Antallet stiger i begge typer systemer gennem de fglgende
2 dage. Tilvaksten er en faktor 2,7 i indhegninger med DSM 13
og 1,4 i indhegninger uden DSM 13. Efter 3 dage begynder det
totale antal af falde i begge typer indhegninger, dog kraftigst
i indhegninger tilsat DSM 13, og er efter 8 dage ca. 1 x 10°
celler ml™ . Tilstedevaerelsen af DSM 13 kunne registreres ved
immunofluorescensmikroskopi gennem forspgets forste 2 dage i et
antal pa 1,6-1,8 x 10° m1™'. Optalling af DSM 13 med AOTC metoden
p&4 dag 0O viste, at der var tilsat ca. 7 x 10° DSM 13 ml™" (se
endvidere note i afsnit 5.3). Herefter var det ikke muligt at
pavise organismen i m&lbare koncentrationer. Allerede dag 0 kunne
der konstateres et betydeligt antal 1lyserede DSM 13. Disse
"ghosts" blev ikke optalt som DSM 13. Det totale antal dyrkbare
bakterier var 2,5 x 10° cfu ml™* umiddelbart efter udsatning af
DSM 13 og faldt i lgbet af forspgsperioden til ca. 4,2 x 10° cfu
ml™. Antallet af dyrkbare celler blev ikke fulgt kontinuert i
kontrelindhegningerne, men to bestemmelser i lobet  af
forspgsperioden gav henholdsvis 5,4 og 3,2 x 10° cfu ml™.
Dyrkbare DSM 13 kunne kun pavises den forste forseggsdag i et
antal pa 1,8 x 10' cfu ml1™'. P& forsogets sidste dag blev det,
udover almindelig udpladning-koloniblotning, forsegt at pavise
DSM 13 efter sporeaktivering. Der kunne dog ikke pd denne made
pavises levedygtige sporer af DSM 13 i nogen af preverne.

Biofilmen indeholdt totalt 10°-10° bakterier cm™ i indheg-
ninger tilsat DSM 13, men uden en registrerbar tilstedevarelse
af den specifikke organisme (Tabel 5.2.1).

Tabel 5.2.1. Total antal bakterier og antal af specifik organisme
per cm® biofilm i indhegninger tilsat DSM 13. Vardierne angiver
gennemsnittet af to ens behandlede indhegninger. Den totale
variation er angivet i parentes.

Forsopgets 2. dag Forsegets 5. dag

Total antal 0,76 x 10° (0,12 x 10°) 3 68 x 10° (1,38 x 10%)
DSM 13 0 0
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Det totale antal bakterier pd biofilmen faldt med ca. 50% fra dag
2 til dag 5. Det var nedvendigt at anvende ultralydsbehandling
(se materialer og metoder) for at frigere bakteriefilmen fra
plastikstrimlen. Den anvendte metodik gav 132-323% (gennemsnit:
240%) flere bakterier end ved ubehandlede prgver (Tabel 5.2.2).

Tabel 5.2.2. Total antal bakterier feor og efter ultralydsbe-
handling af biofilm efter varierende eskponering (1-10 dage) i
begge typer indhegninger.

Fgr sonificering Efter sonificering Foregelse
Prove 1 3,13 x 10° 8,77 x 10° 280 %
Prove 2 3,01 x 10° 6,70 x 10° 223 %
Prove 3 2,51 x 10° 3,31 x 10° 132 %
Prove 4 1.88 x 10° 6.08 x 10° 323 %

Sedimentet indeholdt gennem hele perioden ca. 4 x 10° bak-
terier g''. Antallet af dyrkbare bakterier var ca. 5 x 10* g'.
Denne mengde var ens for indhegninger tilsat DSM 13 og kontrol-
indhegninger. Det wvar ikke muligt at spore en forekomst af DSM
13 i sedimentet hvor disse var udsat.

Den bakterielle nettoproduktionen i vandfasen (Fig. 5.2.2)
i indhegninger tilsat DSM 13 var ca. 20 gange sterre end i
kontrolindhegningerne umiddelbart efter udsztningen, men aftog
i lgbet af 4 dage til det samme niveau som i indhegninger uden
DSM 13 (3 x 107 celler 17 time'). I den resterende forsegsperiode
s&s en faldende nettoproduktion i begge systemer.

Temperatur og ilt. Temperaturen var 14,3°C ved forsggets start
og 11,2°C ved forseget afslutning. Der var ingen forskel i
vandtemperaturen i indhegningerne og i det omgivende wvand.
Iltindholdet varierede i perioden fra 7,2 til 9,6 mg 0, i alle
indhegninger (Fig 5.2.3).

Lys od salinitet. Lysindstrdlingen blev mllt over land og

2 dagq, hvilket er

normalt for Arstiden. Saliniteten var 20-30 o/oo.

varierede 1 perioden mellem 23 og 90 MJ m
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Fig. 5.2.2. Den totale bakterleproduktlon i indhegninger tilsat
DSM 13 (sorte cirkler) og i kontrolindhegninger (hvide cirkler).
Verdierne anglver gennemsnittet af to ens behandlede indhegninger
og bjazlker angiver de reskeptive minimum- og maksimumvardier.
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Fig. 5.2.3. Oxygenlndhold i indhegninger tilsat DS8M 13 (sorte
cirkler) og i kontrolindhegninger (hvide cirkler). Vardierne
angiver gennemsn:.ttet af to ens behandlede indhegninger og
bjzlker angiver de reskeptive minimum- og maksimumverdier.
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Neringssalte. I indhegninger med DSM 13 maltes til 6-8 ug
PO, -P 17! gennem hele perioden (Fig 5.2.4). Tilsvarende nhiveau
findes ved forsegets start i indhegninger uden DSM 13, men med
en faldende tendens gennem forsegsperioden. Ved forsggets
afslutning registreres < 2 pg PO,-P 1", Ammonium fandtes i meget
heje koncentrationer (ca. 300 pg NH -N 14) ved forsegets start
i indhegninger tilsat DSM 13, men aftog efter 2 dage til 10 ug
NH,~N 1" og efter 9 dage til under 1 ug NH, -N 1" (Fig. 5.2.4).
Ammoniumindholdet indhegninger uden DSM 13 var ved forsegets

start omkring 20 pg NH,-N 1" og aftog ligedes til vardier under
-1
1 ug 1 7.
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Fig. 5.2.4. Fosfat og ammoniak i indhegninger tilsat DsM 13
(sorte cirkler) og i kontrolindhegninger (hvide cirkler).
verdierne angiver gennemsnittet af to ens behandlede indhegninger
og bjalker angiver de reskeptive minimum- og maksimumvardier.

Fytoplankton. Fytoplanktonets biomasse, bestemt som
mzngden af klorofyl a, var hejere i indhegninger tilsat DSM 13
(2=-5 upg klorofyl 1"y end i de respektive kontrolindhegninger
(1,5-2,5 ug klorofyl 14) (Fig. 5.2.5). Fytoplanktonets produk-
tivitet. malt som den totale inkorporation af uorganisk Y%e, var
8-41 mg C m2 dag'1 i indhegninger tilsat DSM 13 og 7-23 mg C m°
dag”' uden DSM 13 (Fig. 5.2.5). Fytoplanktonet var sammensat af
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en lang rzkke arter 1 begge typer indhegninger med dominans af

forskellige Chaetocerogs-arter.
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Fig. 5.2.5. Klorofyl og primzrproduktion i indhegninger tilsat
DSM 13 (sorte cirkler) og i kontrolindhegninger (hvide cirkler}.
vardierne angiver gennemsnittet af to ens behandlede indhegninger
og bijazlker angiver de reskeptive minimum- og maksimunvardier.

Flagellater. Antallet af heterotrofe nancflagellater
varierer mellem 1,8 og 3,3 X 10° ml™"' med en stigende tendens 2-
6 dage efter tilsatqingen af DSM 13 (Fig. 5.2.6). Niveauet i
indhegninger uden DSM 13 var lavere (0,5 til 1,5 X 10° m1™' men

udviste ligeledes en stigende tendens gennem forsegsperioden.

ciliater. Antallet af ciliater er faldende gennem
periode i begge systemer og udgjorde 3,5-3,0 x 10° 17" 1 indheg-
ninger med DSM 13 og 3,0-1,5 X 10° 17"
(Fig. 5.2.6). Ciliatsamfundet er domineret af Strombidium o©og

i kontrolindhegningerne

Mescdinium.

Mesozooplankton. Antallet af mesozooplanktonorganismer
varierede fra 5 til 12 individer 1"'. Indhegninger tilsat DSM 13
udviste en stigende tendens i antallet gennem perioden (Fig.
5.2.16). Mesozooplanktonet bestod foruden copepoder (Oithona,
Paracalanus og Acartia)) af sneglelarver, muslingelarver,

polychaetlarver, rurlarver samt tunicater.
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Fig. 5.2.6. Heterotrofe flagellater, ciliater og mesozooplankton
i indhegninger tilsat DSM 13 (sorte cirkler) og i kontrolindheg-
ninger (hvide cirkler). Vardierne angiver gennemsnittet af to ens
behandlede indhegninger og bjzlker angiver de reskeptive
mimnimum~ og maksimumvardier.

5.3. Laboratorieforspg i mikrokosmos

For at kunne analysere effekter af enkelte fysisk-kemiske
eller biclogiske parametre, som kunne pavirke overlevelsen af DSM

13 blev der gennemfort undersogelser i mikrokosmos-modelgkosy~
stemer i laboratoriet.

I et indledende eksperiment blev skabnen af DSM 13 fulgt
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over 5 dage i henholdsvis 0,2 pm-filtreret og ufiltreret havvand
fra Knebel Vig (se afsnit 4.3). I 0,2 um filtreret vand obser-
veredes, efter en lag-fase pa 1 dag, en stigning i det totale
antal bakterier fra 2 x 10° ml™® til 3 x 10" m1™ i le¢bet af for-
spgsperioden (Fig. 5.3.1.A). Totalantallet af DSM 13 malt med
immunfluorescens teknik steg fra 3 x 10° ml™® dag O til 1 x 10°
ml™* dag 1.
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Fig. 5.3.1. Populationsandringer af bakterier i 0,2 pm filtreret
havvand (A) og i ufiltreret havvand (B) malt med direkte tzlling.
Sorte cirkler angiver den totale bakteriepopulation og sorte
firkanter angiver DSM 13.
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Det ber dog bemzrkes, at en optalling af tilsatte DSM 13 celler
med AOTC-metoden'
dyrkbare DSM 13 var 8 X 10° cfu ml'. Disse resultater antyder,

dag 0 gav 1 X 10° celler ml’', og at antallet

at der virkelig var tilsat de forventede ca 10° celler ml™'. Den
tilsyneladende stigning af DSM 13 fra dag 0 til dag 1 kan derfor
vere et artefakt forarsaget af en #ndring af bakteriens antigene
struktur. Fra dag 1 til dag 5 faldt det totale antal DSM 13 fra
1 x 10° ml' £il 3 x 10° ml"'. Tilsvarende faldt antallet af
dyrkbare DSM 13 til under detektionsgraznsen pa 10 cfu ml'i lgbet
af forsegsperioden (Tabel 5.3.1).

Tabel 5.3.1. Zndringer 1 total antal dyrkbare og antal dyrkbare
DSM 13 efter 5 dages inkubation i havvand.

0,2 um filtreret vand Ufiltreret vand

start slut start slut
Dyrkbare total 1,2 x 10° <10 1,1 x 10° <10
Dyrkbare DSM 13 7,5 x 10° <10 7,2 x 10° <10

I ufiltreret havvand steg antallet af totale bakterier de
' £il1 2 x 107 ml" hvorefter der
skete et fald pd ca 10 gange i resten af perioden (Fig. 5.3.1.B).

forste 2 dage fra 5 X 10° ml

For DSM 13 blev der igen iagttaget et meget lavt celletal dag 0,
som omtalt ovenfor. Hvis der tages hgjde for denne usikkerhed,
faldt antallet af DSM 13 fra 1 x 10° m1™" £i1 9 x 10° m1” i lebet
af forsegsperioden (Fig. 5.3.1.B). Antallet faldt saledes
hurtigere end i forseget med 0,2 um-filtreret vand. Antallet af
dyrkbare DSM 13 faldt til under detektionsgrznsen (Tabel 4.3.1).

I et andet og mere omfattende 1laboratorieforseg blev
skzbnen af DSM 13 fulgt gennem en periode pa 8 dage i henholdsvis
0,2 wpum filtreret og ufiltreret vand udtaget fra @resund.
Laboratorieforseget omfattede desuden en analyse af antallet af
heterotrofe flagellater.

I felteksperimentet var det af praktiske grunde nedvendigt

' pSM 13 kan identificeres som varende vasentlig storre end den

naturlige bakteriepopulation.
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at tilsaztte DSM 13 direkte som en kultur i vakstmedie. Den
neringstilsztning, som derved blev foretaget, kunne have
betydning for organismens overlevelse. Denne effekt blev
undersegt i laboratorieeksperimentet ved at tilsztte henholdsvis
r& kultur af DSM 13 (u-vaskede celler) og vaskede celler til
mikrokosmossystemerne.

Populationsdynamikken i mikrokosmossystemer indeholdende
0,2 um filtreret havvand ses 1 Fig. 5.3.2.
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Fig. 5.3.2. Populationsandringer af bakterier 1 0,2 um filtreret
navvand tilsat uvaskede celler af DSM 13 (A) eller vaskede celler
(B) . Sorte cirkler angiver den totale bakteriepopulation, sorte
firkanter angiver DSM 13 og sorte trekanter angiver DSM 13 malt
ved udpladning-kolonibloting.
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I systemer tilsat u-vaskede celler steg det totale bakterieantal
langsomt fra 4 x 10° m1' til 4 x 10" m1’'. Antallet af totale DSM
13 var derimod ret konstant p& 1 - 2 x 10° m1"', mens antallet af
dyrkbare DSM 13 faldt ca. 2 dekader fra udgangspunktet pa 2 x 108
ml”’ (Fig. 5.3.2.2). En sekvens af koloniblots fra et modelsystem
med 0,2 um-filtreret vand er vist i fig 5.3.3.A.
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Fig. 5.3.3. Koloniblots af DSM 13 inkuberet i 0,2 um filtreret
havvand (a) eller i ufiltreret havvand (B). De viste blots er fra

da% 0, 1 og 2 (alle er taget fra udpladninger i fortyndingen
1077).

Systemerne med 0,2 pm-filtreret vand tilsat vaskede celler
udviste en mindre stigning af det totale bakterieantal fra 3 x
10° m17' £i1 1 x 107 m1'. Det totale antal DSM 13 faldt svagt,
og dyrkbare DSM 13 faldt ca 3 dekader, begge fra et udgangspunkt
pd 2 x 10% m1’ (Fig. 5.3.2.B). Kontroltzllinger af flagellater
dag 0 og dag 8 viste, at disse organismer ikke fandtes 1
systemerne med filtreret vand.

Resultaterne fra modelsystemer med u-filtreret havvand er
vist i Fig. 5.3.4. Systemer med u-vaskede celler udviste en
stigning af det totale antal bakterier fra 1 x 10’ ml™' til 5 x
10’ ml' i legbet af det forste degn. Fra dag 1 til dag 2 skete
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der et tilsvarende fald, hvorefter antallet stabiliseredes (Fig.
5.3.4.A). Antallet af DSM 13 syntes at stige fra dag 0 til dag
1, men faldt derefter fra 6 x 10° ml1™' til 1 x 10* m1™ i lgpbet af
de neste 7 dage. Parallelt hermed faldt antallet af dyrkbare DSM
13 fra 2 x 10° ml™* til under detektionsgrznsen pad 8 dage (Fig.
5.3.4.3).
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Fig. 5.3.4. Populationsandringer af bakterier i wufiltreret
havvand tilsat uvaskede celler af DSM 13 (A) eller vaskede celler
(B). Sorte cirkler angiver den totale bakteriepopulation, sorte
firkanter angiver DSM 13 og sorte trekanter angiver DSM 13 malt
ved udpladning-koloniblotting.
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En sekvens af koloniblots fra et system med u-filtreret vand er
vist i Fig. 5.3.3.B. I dette system steg antallet af heterotrofe
flagellater fra 4 x 10° m1™? til 2 x 10° m1™ i 1pbet af de forste
to dage, hvorefter antallet faldt ned mod udgangspunktet i den
resterende periode (Fig. 5.3.5).
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Fig. 5.3.5. Populationsandringer af heterotrofe flagellater i
havvand tilsat vaskede (sorte firkanter) eller uvaskede (hvide
firkanter) celler af DSM 13.

For modelsystemer tilsat vaskede celler blev der observeret
tilsvarende tendenser som navnt ovenfor for de u-vaskede celler
(Fig. 5.3.4.B og 5.3.5). Dog var den initielle stigning i
antallet af totale bakterier, og den foplgende stigning af
heterotrofe flagellater mindre. Henfaldskurven for totale DSM 13
var ens i de to systemer, og der kunne i begge tilfaide iagttages
lyserede celler fra dag 3. Dyrkbarheden af DSM 13 aftog 1lidt
hurtigere i systemer tilsat vaskede celler.
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6. DISKUSSION

6.1 Testorganismens overlevelse.

Underspgelsen af B. licheniformis DSM 13's overlevelse i

havvand blev dels gennemfort i et mesokosmos modelgkosystem
etableret i Knebel Vig, dels i laboratoriebaserede mikrokosmos
modelpkosystemer. I det indledende 1laboratorieforsegg blev
mikrokosmos etableret med wvand fra Knebel Vig, udtaget ved
felteksperimentets start. Et efterfelgende, og mere omfattende
laboratorieforseg, blev gennemfort med vand fra Qresund ved
Rungsted.

I laboratorieeksperimentet med 0,2 um-filtreret wvand fra
Knebel Vig falder det totale antal DSM 13 gennem fors¢gsperio-
den, og dyrkbare DSM 13 forsvinder hurtigere end 4 dage.
Henfaldsforlgbet for sével totale som dyrkbare DSM 13 antyder,
at alene de fysisk-kemiske faktorer har veret sardeles ugunstige
for organismen. Det observerede fald i dyrkbarhed er storre end
det, der er fundet for E. coli wved inkubation i kunstigt havvand
i laboratoriet under sammenlignelige forsggsbetingelser (Xu et
al., 1982; Evison, 1988; Byrd and Colwell, 1990). Tilsvarende
rapporterer Livsdal et al. (1989) en Tgg for E.coli pad ca. 5 dage
i Uv-bestralet, 0,2 uym-filtreret havvand. Det er vdermere
pafaldende, at der 1 vore forspg er konstateret et faldende
celletal af DSM 13, mens de ovenfor citerede overlevelsesforseg
med E, coli observerer et uasndret antal totale E. coli. Det
faldende celletal understeottes af observationen af lyserede DSM
13, og antyder at der hurtigt forekommer egentlig celleded i
systemet.

Da felteksperimentet kun kunne gennemfores ved at tilsatte
DSM 13 som ra kultur inklusiv vakstmedium, blev der gennemfort
endnu et laboratorieeksperiment, hvor effekten af neringsmediet
blev sammenholdt med effekten af tilsatte vaskede celler. Dette
forsgpg blev gennemfort med vand fra Oresund, som havde lavere
salinitet og heojere neringsindheld end vandet fra Knebel Vig. DSM
13 overlevede bedre i dette end i det forrige eksperiment, bade
nar der blev tilsat vaskede og uvaskede celler. Tgp Var ca. 4 -
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5 degn i 0,2 pm-filtreret vand, hvilket dog stadigvak er udtryk
for en darlig overlevelse og af samme storrelsesorden som for
E. coli i havvand (Xu et al., 1982; Evison, 1988; Fiksdal et
al., 1989). Det er ikke muligt at bedgmme, hvorvidt det er den
lavere salinitet og/eller det hgjere naringsindhold, der betinger
DSM 13s bedre overlevelse i vand fra @resund.

Sammenlignes DSM 13's skabne efter tils®tning som vaskede
henholdsvis uvaskede celler kan det konkluderes, at neringstil-
s@tningen alene pavirker DSM 13's overlevelse i 0,2 pm~filtreret
vand. Effekten er dog marginal og mindre end det er set for E.
coli i tilsvarende forsgpg (Xu et al., 1982; Fiksdal et al.,
1989).

Hvad angar den naturlige bakteriepopulation ses i alle
forspgene med 0,2 pm~filtreret vand en fremvakst ud fra celler
< 0,2 pm i lgbet af forsegsperioden. Dette ses ofte i denne type
laboratorieforsepg og tilskrives dels en pulje af opleste
organiske stoffer i vandet og dels en frigivelse af narings-
stoffer til vandet pd grund af filtrering og anden manipulation
(Ferguson et al., 1984). I nervarende forseg spiller tilsatningen
af DSM 13 henholdsvis med og uden naringsmedie naturligvis ogsa
en rolle. Som konsekvens af fremvaksten ud fra den naturlige
bakteriepopulation kan det ikke udelukkes, at DSM 13's skzbne er
pavirket af konkurrence fra denne bakteriepopulation. Det kan
have givet en dérligere overlevelse, end man wville have obser-
veret i et kunstigt medie.

I laboratoriefcrsepg med ufiltreret vand forsvinder dyrkbare
DSM 13 i lebet af 4 - 6 dage. Totalantallet af DSM 13 falder til
et niveau 10 - 100 gange lavere end i forspgene med 0,2 um-
filtreret vand. Ogsd i forspgene med ufiltreret vand, overlever
DSM 13 bedst i vand fra O@resund, ligesom medietilsaetningen i sig
selv kun marginalt p&virker henfaldskurverne.

Hvad angar totalpopulationen af bakterier, sker der et
kraftigt fald i celletal efter den forste dag. Denne fjernelse
af bakterieceller kan formodentlig tilskrives predation. I
"Oresund-eksperimentet” blev @ndringerne i mangden af hetero-
trofe flagellater fulgt. Tilsatning af DSM 13 inducerede en
stigning i antallet af flagellater, dog med en tidsforskydning
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p& 1 - 2 degn i forhold til stigningen i bakterietal. Efter 2
dage er flagellatantallet 10* - 10> ml”’ og kan under antagelse

! (Riemann et al.,

af en clearance rate pa 5 nl individ™! time’
1990) fjerne 5-25% af bakterierne i forseget med vaskede celler
og 20-100% af bakterierne i forseget med uvaskede celler. Da DSM
13 ikke voksede i systemet, vil den kunne fjernes fra vandet i
lgbet af f& dage, hvilket stemmer overens med de faktiske obser-
vationer. Vasentlig lavere vardier (1-10%) blev estimeret for og
efter flagellat-maksimaet.

I felteksperimentet, som bedst sammenlignes med laborato-
rieforseget med ufiltreret vand fra Knebel Vig, ses et endnu
hurtigere fald i antallet af totale og dyrkbare DSM 13 end det
blev set i laboratoriet®. En vesentlig forskel mellem laboratori-
eforsggene og feltforseget er lysforholdene, idet laboratoriefor-
spgene blev udfert i merke, mens feltforseget blev udfert i
naturligt lys. I andre laboratorieundersegelser nedsatter lys
E.colis overlevelse (Fujioka et al., 1981; Evison, 1988; Barcina
et al., 1989; Barcina et al., 1990). Feltforsgg med diffusions-
kamre ophangt i et eustuarie viser dog mindre forskel prd E.colis
overlevelse i lys og merke (Lessard and Sieburth, 1983). Det er
dog muligt at diffusionskamrets plastvag ikke har tilladt
tilstrakkeligt lys at traznge igennem. I nzrvarende forseg med DSM
13 synes det rimeligt at antage, at lyspavirkningen i felten har
nedsat testorganismens overlevelse.

Ud over at analysere vandfasen i1 modelgkosystemet for DSM
13, blev der ogs& foretaget analyser af sedimentet og af biofilm
pd plastoverfladerne i systemet, idet det er velkendt, at nogle
pakterier kan @ndre deres adhasivitet som led 1 deres over-
levelsesstrategi under sult (Kjelleberg et al., 1987). En tet
associering til en overflade kan beskytte mod predation, ligesom

der kan findes hejere koncentrationer af naringsstoffer i

2 Hvad ang&r pé&visning af dyrkbare DSM 13 skal det bemarkes, at
udpladninger ferst fandt sted efter transport af preven til
Hersholm. Selv om preven blev opbevaret ved 4°C under transport,
er DSM 13s reelle opholdstid lzngere end angivet i teksten, idet
disse angivelser relaterer til prevetagningstidspunktet. Ved
fremtidige feltundersggelser md det derfor anbefales, at der
oprettes et mikrobiologisk laboratorium i felten.
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grenselaget tat ved en overflade - og i sediment (Enger et al.,
1990; wvan Loosdrecht et al., 1990). Selv om der var en stor
population af bakterier i sedimentet og i biofilmen kunne
tilstedevarelse af DSM 13 ikke pavises. Detektionsgransen for
pavisningsmetoderne var sé&ledes, at DSM 13 wville vare blevet
pavist, hvis den havde udgjort ca 1 - 10% af den samlede
bakteriepopulation.

Den samlede konklusion pad unders¢gelsen er, at DSM 13 har
en darlig overlevelse i det undersg¢gte miljp. Der bor dog knyttes
visse forbehold til denne konklusion. DSM 13 har haft den
uheldige egenskab, at de(t) antigen(er), som pavises med det
anvendte antistof, ikke udtrykkes stabilt under alle wvakstbe-
tingelser (Nybroe, 1990). Antigenets varierende ekspression synes
at vere arsagen til, at den immunkemiske metode har undervurderet
antallet af DSM 13 umiddelbart efter tilsaztning i eksperimenterne
med vand fra Knebel Vig. (Eksperimentet med vand fra @resund
viste en langt bedre overensstemmelse mellem AOTC metoden og den
immunkemiske metode. ) Det er derfor muligt, at antallet af totale
DSM 13 kan vare undervurderet, mens problemet ikke er relevant
for pavisning af dyrkbare DSM 13.

Denne undersggelse er foretaget med en sporedannende
bakterie. Den anvendte antistofbaserede detektionsmetode
genkender savel vegetative celler som sporer i kulturer af DSM
13, men det har ikke varet muligt at vurdere stabiliteten af
spore-genkendelsen. Det kan derfor ikke udelukkes, at sporer har
veret til stede i havvandet, men ikke har kunnet pavises. Herimod
taler dog det resultat, at sporer heller ikke har kunnet pavises
ved dyrkningsteknikker.

6.2 Qkosystemeffekter.

I feltstudiet blev mesokosmos modelokosystemer anvendt som
testsystem ved udsatning af B. licheniformis til et kystnart,

marint milje. En rakke danske undersepgelser af interaktioner

mellem naturlige planktonpopulationer i relation til nerings-
saltpavirkning og trofisk struktur har varet baseret pa& mesokos-

mos-~eksperimenter. Disse studier i1 bide ferske (Riemann og
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Sendergaard, 1984; Riemann 1985; S¢ndergaard et al., 1987;
Christoffersen et al. 1990) og marine omrdder (Riemann et al.,
1988; Bjernsen et al., 1989; Riemann et al., 1990) har bidraget
til et detaljeret videngrundlag for anvendelse af modelgkosystem—
er. Fzlles for alle eksperimenterne er, at de integrerede
resultater har kunnet anvendes i beskrivelser af stofomsztningen
i de frie vandmasser, samt kunnet bidrage med vurderinger af
vesentlige reqgulerende faktorer. I nogle af de navnte eksperimen-
ter har sedimentet vearet inddraget, idet oxygenbalance og
neringsstofregenerering er relateret til processer i overgangen
mellem vand og sediment.

Tilsztningen af DSM 13 til de anvendte mesokosmos modelgko-
systemer medferte en foreget biomasse og produktion af den
samlede bakteriepopulation. Indenfor det feorste degn var biomas-
seforpgelsen en faktor 39 i modelekosystemer tilsat DSM 13 og en
faktor 2 i systemer uden tilsstning af DSM 13. Bakteriernes
nettoproduktion blev ikke mdlt umiddelbart efter tilsztningen af
DSM 13, men ét degn efter blev der konstateret en 20 gange hgje
produktion i modelgkosystemer tilsat DSM 13. Disse forhold blev
tilskrevet en naringsherigelse, der hidrerte fra udsaztningen af
DSM 13-kulturen. Det organiske kulstofindhold i startkulturens
neringsmediet udgjorde 6,4 ¢ 1" hvoraf en del (ca. 30%) antages
at vare respireret under vakstforlebet, mens det resterende
tilfores i modelpkosystemerne i partikular og oplegst form. Herved
formodes den eksisterende kulstofmzngde (1-2 mg ]f” at vare
fordoblet. Naturlige bakteriepopulationers produktion kan vare
nzringsstofbegrznset (jvnf. afsnit 3.5) og de er hurtigt i stand
til at respondere pd et @ndret substratgrundlag. Tilsztningen af
DSM 13 medforte desuden en kraftig foreget ammoniumkoncentration
men ingen &ndring 1 fosfatkoncentrationen. Lysering af DSM 13
populationen i lebet af de ferste dage efter udsatningen (se
afsnit 6.1) har medfert et hejere naringsgrundlag og dermed en
hejere biomasse og produktion af den naturlige bakteriepopula-
tion i modelgkosystemer tilsat DSM 13. Den ¢gede bakterielle
omsztning medfegrte ingen reduktion i iltmzngden. Ved forsegets
afslutning var der ingen navnevardig forskel i bakteriebiomasse

og -produktion i de to typer systemer, hvilket tilskrives, at den
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tilferte naringsmzngde er respireret og dels transformeret til
energi for andre led i fedenettet.

Biomasse og produktion af de autotrofe komponenter
(fytoplankton) tenderede ligeledes til et hegjere niveau i
modelpkosystemer med DSM 13. Det er sandsynligt, at bade fosfat
og kvalstof er begrznsende for fytoplanktonets vakst i kontrol-
systemerne gennem forsggsperioden, og at tilferslen af narings-
stoffer med DSM 13 mediet delvist ophaver denne begraznsning.

Ovennavnte &ndringer skaber et foreget fedegrundlag for
flagellater, ciliater og mesozooplankton i systemer med DSM 13.
Sdledes konstateres en kraftigere stigning i antallet af hetero-
trofe flagellater i modelskosystemer med tilsztning af DSM 13
sammenlignet med Xkontrolsystmer. Antallet af heterotrofe fla-
gellater stiger sfledes fra 1,8 x 10° m1”' til 3,4 x 10° ml1' fra
dag 1 til dag 5 i systemer med DSM 13 modelgkosystemerne mod et
fluktuerende antal omkring 1,4 x 10° m17" i systemer uden DSM 13.
Tilsvarende forskelle, om end mindre markante, observeres i
antallet af ciliater. Mzngden af ciliater i modelgkosystemer
tilsat DSM 13 er hgjere og aftog mindre end i de respektive
kontrolsystemer uden DSM 13. Endelig ses en tendens til stigning
i antallet af mesozooplankton mod slutning af forsegsperioden.
Disses langsommere respons skyldes en lzngere generationstid for
mesozooplanktonpopulationen (uger) end for flagellater og
ciliater (<1 dag).

Stigningen i antallet af heterotrofe flagellater medfeorer
et potentielt sterre predationstryk i modelgkosystemer med DSM
13. Under antagelse af, at alle heterotrofe flagellater og 50%
af ciliaterne (vurderet ud fra kvantitative opggrelser af de
enkelte arter) er bakteriovorer med filtrationsrater pé
henholdsvis 0,005 gl ind' time™' (Riemann et al. 1990) og 200 ul
ind” time! (Gonzalez et al. 1990) blev predationstrykket (som
gennemsnit for hele perioden) pé& den samlede bakteriepopulation
beregnet (Tabel 6.2.1). Det fremghr heraf, at predationstrykket,
som gennemsnit for perioden var vasentligt hepjere i systemer
tilfert DSM 13 og sandsynliggjorde, at dette var en medvirkende
'4rsag til det kraftige fald i bakteriepopulationen. De antagede
individuelle filtrationsrater er estimeret i feltstudier i en
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dansk fjord (Riemann et al., 1%90) og understegttes af 1lit-
teraturen. B&de produktion og biomasse er vasentlig hgjere i
systemerne, hvor DSM 13 er tilsat. I ba&de kontrolsystemerne og
i systemerne tilsat DSM 13 er bakterieproduktionens sterrelse
reguleret af substratpuljens storrelse og sammensztning, hvorimod

bakteriebiomasserne er kontrolleret af predation.

Tabel 6.2.1. Beregning af filtrationspotentialet (ml 17" time™)
og predationstrykket (% af bakteriebiomasse degn ') af heterotro-
fe flagellater og ciliater i modelekosystemer tilsat DSM 13 og
systemer uden DSM 13.

Filtrationsrate Predation
Flagellater Ciliater Samlet
Tilsat DSM 13 10,0 0,66 26
Uden DSM 13 4,9 0,46 13

L[]
(]

. Moniteringsstrategi

Anvendelse af genetisk modificerede mikroorganismer falder
i to grupper: 1) organismer beregnet til at udfere specifikke
opgaver efter en udsztning til miljget og 2) organismer bestemt
for indesluttet bioteknolegisk produktion.

For s& vidt angir den indesluttede anvendelse, pdhviler det
blandt andet den godkendende myndighed at foretage en samlet
risikovurdering af organismens virkning p& miljget. Desuden skal
den kontrollerende myndighed tilse, at sikkerhedsprocedurer ved
affaldshdndtering og ved et eventuelt hdslip af organismen er
tilstrekkelige (EF-Direktiv 219, 19%0).

Ved planlagte udsztninger af en genetisk modificeret
mikroorganisme skal den godkendende myndighed blandt andet
vurdere risici ved udsatningen og om negdvendigt udfere prever
eller foretage tilsyn, som mdtte vare nedvendige til kontrol-
formil (EF-Direktiv 220, 1990). I direktivet la&gges der vagt pa,
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at der bor foretages en vurdering af risikoen for miljoet for
hver udsatning, og at det er npdvendigt at opstille harmoniserede
procedurer og kriterier for vurdering af de mulige risici.

Implementeringen af de to ovennavnte direktiver ngpdvendig-
gor, som allerede beskrevet i Lov af 4. juni 1986 om miljo- og
genteknik, at den godkendende myndighed rader over et beredskab,
der omfatter mulighed for at:

* fore tilsyn med at udledninger af genetisk modificerede
organismer er i overensstemmelse med vilkA3r i givne miljo-
godkendelser

*

folge skabnen af en genetisk modificeret organisme som
fplge en udledning og/eller efter en faktisk udsatning.

Heraf folger, at den tilsynsfgrende myndighed har radighed
over folsomme metoder til specifikt at pavise den relevante
genetisk modificerede organisme. Disse metoder kan vare rettet
mod det aktuelle rekombinante gen, eller mod vaertsorganismen. Da
gener kan spredes i miljget uafhangigt af vartsorganismen, wvil
det vare hensigtsmassigt at anvende sével detektionsmetoder
rettet mod det rekombinante gen som mod vertsorganismen. Grundet
den nedsattelse af vartsorganismens dyrkbarhed, som ofte
iagttages efter udledning/udsatning til miljget, er det vigtigt
at supplere dyrkningsbetingede pavisningsmetoder med metoder, der
kan pavise testgenet eller testorganismen direkte i miljget, se
igvrigt afsnit 3.2.

Anvendelse af akvatiske modelgkosystemer, hvor testorganis-
mens skabne Kkan studeres under kontrollerede og eventuelt
indesluttede forhold, er et vigtigt redskab for risikovur-
deringer. De egenskaber ved testorganismen, som bor belyses ved
forspg i modelsystemer, er vakst og overlevelse, evne til at
spredes og til at overfere genetisk materiale til andre organis-
mer og endelig felsomhed for struktur og funktion af det pkosy-
stem, hvortil organismen udsattes/udledes (Tiedje et al., 1989;
EF-Direktiv 220, 19%90; OECD, 18%80).

Vurderingen af risici ve udsatning af genetisk modificerede
mikroorganismer til miljeet skal ske trinvist. Fra trin til trin

skal indeslutningsgraden begrznses og udsagtningens omfang gges,
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under forudsatning af at resultaterne fra det tidligere trin
siger god herfor (EF-Direktiv 220, 1990). I praksis betyder
dette, at de tidlige faser af en risikovurdering udfgres som
laboratorieeksperimenter, mens senere faser udfgres som felt-
eksperimenter (Tiedje et al., 1989; OECD, 1990).

I relation til risikovurdering af genetisk modificerede
mikroorganismer er b&de mikrokosmos modelgpkosystemer og mesokos-
mos modelgkosystemer relevante. Mikrokosmossystemer kan anvendes
til indledende vurderinger af testorganismens respons pd fysisk-
kemiske parametre og dens egenskaber som bytte for predatorer.
Systemerne er lette at holde indesluttede, men resultaterne lader
sig dog darligt overfore til naturlige forhold. P4 senere trin
er feltbhaserede mesckosmossystemer, hvori testorganismen
ligeledes kan indesluttes, velegnede. Disse systemer er fleksible
derved, at de kan etableres i alle typer akvatiske miljper, men
kan samtidig reprzsentere et harmoniseret testkoncept. Systemer
med er relativt 1lille wvandvolumen (100 i1 1.000 1liter) kan
benyttes til korttidsundersggelser (7 til 14 dage)} af testorga-
nismers skzbne efter udssztning. Sterre systemer (1.000 - 6.000
liter) kan anvendes til vurderinger af testorganismens skabne og
af de g¢kologiske effekter af savel udsztning som af udledning
over en langere tidshorisont (2 til 5 uger). Dette er en vigtig
egenskab, idet den mé&de, hvorpd en testorganisme tilfoeres
miljpet, forventes at pavirke dens muligheder for at etablere sig
i naturen (OECD, 1990). En organismes fitness i et givet miljo
kan ¢oges ved adaptation, og dette fznomen forventes at vare mest
betydningsfuldt i miljger med lange generationstider som i havet,
se Tiedje et al. (198%9). Underspgelser i mesckosmos modelgkosy-
stemer giver endvidere mulighed for at undersgge organismens
spredningskapacitet, for eksempel ved adhasion til krebsdyr og
fisk etc.

Mesokosmossystemer er mere naturlignende end mikrokosmossy-
stemer, idet systemets sterrelse nedsatter den relative betydning
af en eventuel "vaeg-effekt" 1ligesom systemets placering i
naturlige omgivelser sikre, at de vaesentligste fysisk-kemiske og
biclogiske faktorer ikke a&ndres radikalt af forsggsopstillingen.

Der kan dog ikke p& kort sigt opnas fuld sikkerhed for at en or-
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ganisme, der er fundet ufariig ved en sekvens af udsatningsfor-
s@g, ikke reprasenterer en risiko for miljoet. Moniterings-
strategien ma derfor s¢ge at etablere et test-koncept, der er
dzkkende hvad angdr antallet af undersogte miljger, og antallet
af eksperimenter per milje. Vurderinger heraf, samt af hvor leange
de enkelte overlevelseseksperimenter skal gennemf¢res, kan Kun
foretages ved at sammenholde erfaringer med de aktuelle organism-
er, doseringsmaden og erfaringer med feltbaserede modelqbkosystem-
er.

Det arbejde, der skal udferes for at forbedre det viden-
skabelige grundlag for at gennemfore risikovurderinger af
genetisk modificerede mikroorganismer, involverer et tverfagligt
samarbejde mellem mikrobiologer, molekylar biologer og mikrobiel-

le gkologer. Pa denne baggrund kan narverende rapport udmunde i
fglgende anbefalinger:

* Udviklingen af mere foplsomme detektionsmetoder til

pavisning af savel genotyper som fenotyper direkte i
miljpet foreslas fortsat.

* Undersepgelser af bakteriers vakst og metabolisme under
miljolignende forhold foreslés udbygget, for at oge for-
stédelsen af de overlevelsesstrategier, som bakterier
benytter sig af i naturlige miljoger.

* Undersegelser af faktorer, der pavirker genoverforsel

mellem bakterier i naturlige miljoer, foreslas styrket.

Feltstudier der omfatter anvendelse af modelgkosystemer,
koblet med anvendelse af detektionsmetoder og fysiologiske
undersggelser foreslds viderefort med henblik pa at
etablere et optimalt test-koncept.

En status af danske og udenlandske erfaringer med feltbase-
rede modelgkosystemer foreslds, med henblik pd at afklare
fordele og ulemper ved at anvende modelgkosystemer som et
led i en moniteringsétrategi.
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P4 det overordnede plan anses det for yderst relevant, at
fremtidige malrettede projekter i Miljostyrelsens regi med hensyn
til risikovurdering af genetisk modificerede organismer udnytter
metodefallesskab og felles testorganismer med de grundvidenskabe-
lige risikovurderingsprojekter der gennemferes i Danmark, samt
at der med hensyn til feltbaserede testning udvikles et standard-

iseret test-koncept.
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BILAG

Bilag I

DSM 13 Immunfluorescens mikroskopi

1.

Filtrer proven gennem et 0,2 pm filter. Brug Nucleoporefil-
ter SN 110656 med Whatman GF/C som underfilter.

Vask med 3 x 5 ml immunovaskebuffer. OBS! Alle buffere skal
vare sterilfiltreret.

Tilsat 400 pl imminoblokeringsbuffer. Inkuber ved 20 min.
Vask filtreret med 3 x 5 ml immunobuffer.

Tilset 400 nl primart antistof fortyndet i immunofor-
tyndingsbuffer. Fplgende fortynding anvendes 1:400. Inkuber
i minimum 1 time ved stuetemperatur.

Vask med 3 x 5 ml immunovaskebuffer.

Tilset 400 pm sekundzrt antistof: FITC-konjugeret svine
anti-kanin immunoglobulin i fortyndingen 1:20 i PRBS.
Inkuber 1 time i morke.

Vask med 3 x 5 ml immunovaskebuffer.

Ved mikroskopering bruges "Immisions o0il" fra OLYMPUS
CPTICAL CO. Brug fe¢lgende filter: gult-fluorescens

barriere-filter O0515. Benyt exciter filtersat B~-G samt
ekstra exciter-filter EY 455.
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Bilag II
DSM 13 Koloniblotting

Filter: Milipore eller Schleicher & Schuell ¢ 82 mm, 0,45 um

membranfilter.

1. Filteret placeres op pladen ved hjazlp af hansker/pincet.
Der m& ikke vzre luftbobler under filteret.

2. Henst8r et par min. Filteret felger nu den szdvanlige

procedure for dot-blot.
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Bilag III

Acridin Orange Total Counts (AOTC)

0,5 ml prove tilszttes 4 drdber 0,2 pum filtreret acridin-
organge (1:1000) og rystes.

Efter 2 min henstand filtreres preven pa et sort Unipore-
filter 0,2 pm med et GF/C filter som underlag. Underfil-
teret vades med 0,2 pm filtreret dest. vand, inden det
sorte filter lagges pad. Vakumm etableres (max. 20 cm Hg),

og hvis filteret ligger glat uden lufthobler, kan proven
filtreres.

Der skylles med 0,2 um filtreret dest. vand, bade i glasset
og pd filtreret.

Filteret torres pd vandsugende papir i et par min og lagges
herefter pd et objektglas med immersionsolie under og over
filteret. Et dakglas l=:gges over praparatet. Prazparatet
merkes og anbringes i en praparatmappe (moprkt).

60



Bilag IV
Ultralydsbehandling af biofilm

1. Biofilmstrimmel opbevares i 20 ml 0.2 um filtreret dest.

vand i glasvials med formalin (slutkonc. 1%)

2, Prgven ultralydsbehandles (Branson model 250/450) i 8 min"
ved indstilling af duty circle p& 10 og ocutput control pa
1.

3. Prover udtages til bestemmelse af immunfluorescens og ATOC

eftr disses standardmetoder.
4, Biofilmstrimmel opmdles med skydelare og arealet udregnes.
*restforseg med 0, 2, 4, 6, 8 og 10 min ultralydsbehandling
viste, at antallet af bakterier er konstant efter 2 min's

behandling, og at cellerne ikke disintegrerer efter 10 min's

behandling.
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Bilag V

Sedimentekstraktion

Buffere: Homogeniseringsoplesning

Isoton fosfatbuffer pH 7,4 25 mM Na-fosfat

125 mM Nacl
0,1% Tween 20

Buffere skal vaere sterilfiltreret og glasvarer m.m autoklaveres
ved 121°C i 15 min.

1.

10 g sediment udtages sterilt og overfgres til homogenise-

ringsbager. Der tilsazttes 90 ml homogeniseringsoplesning.

Prgoven homogeniseres i 3 min pd is ved "gul hastighed" pa
MSE Homogenigator.

Homogenisatet hensattes til sedimentering i npjagtig 3 min.

Herefter udtages pre¢ver til bestemmelse at total antal

bakterier (AOTC) og bestemmelse af kimtal pa PC-agar eller
GYC-agar.

Homogenisatet ultralydsbehandles i 3 min p& is.

De udtagne prover mikses omhyggeligt feor yderliger for-
tyndinger,
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Bilag IV

Bakterienettoproduktion

1.

5 ml vandpreve pipetteres til glasvials.
Blindprever tilsattes 200 pl formalin eller glutataldehyd.

Alle prever tilszttes ‘H-thymidin og inkuberes i 30 min ved
in situ temperatur. Inkubationen stoppes ved at tilsztte
200 pl formlin eller glutaraldehyd.

Herefter filtreres preverne p& et Sartorius cellulosenitrat
filter 0,45 um; 25 mm. Filtrene skal ligge i dest. vand

inden brug.
Filtreringsrer og glasvial skylles 10 gange med 5% TCA.

Filtrene placeres vha. pincet i plastvials og tilsattes 10
ml Ultima Gold.

Prgverne rystes 15-20 min og henstar herefter 18 inden
tzlling i scintillationstzller. De 2 sidste timer skal

preoverne std i tzlleren.

Filtreringsrer og TCA skal vare kolde (0-5°C)

63



Bilag VII

Flagellattalling

2,5 ml vandprove tilsattes 5 drdber 0,2 pm filtreret
proflavin (0,03%).

Efter 2 min tilsattes 100 pl glutaraldehyd.

Efter 2 min filtreres proven p& et sort Uniporefilter 0,2
pm med et GF/C filter som underfilter. Underfilteret vades
med 0,2 pum filtreret dest. vand, hvorefter det sorte filter
placeres ovenpa. Vakuum etableres. Nar filteret ligger glat
og uden luftbobler filtreres proven.

Filteringsre¢r og glas skylles med 0,2 pm dest. vand.
Filteret fjernes inden det suges helt tort og lagges pid et

objektglas med paraffinolie under og over filteret. Et

dekglas l®gges over og praparatet opbevares i en mappe 1i
ke¢leskab.

64



	Overlevelse af specifikke mikroorganismer i akvatiske miljøer
	INDHOLDSFORTEGNELSE
	0.   RESUME
	1.   INDLEDNING
	2.   PROBLEMSTILLING
	3.   BAGGRUND
	3.1   Mikroorganismers tilpasning til akvatiske miljøer
	3.2   Detektionsmetoder til påvisning af mikroorganismer i miljøet
	3.3   Overlevelsesstudier med E.coli
	3.4   Overlevelsesstudier med andre bakterier
	3.5   Oversevelse af naturlige bakteriepopulationer

	4.   MATERIALER OG METODER
	4.1   Medelorganisme
	4.2   Detektionsmetoder
	4.3   Modeløkosystemer
	4.4   Feltanalyser

	5.   RESULTATER
	5.1   Indledende laboratorieforsøg
	5.2   Feltforsøg i mesokosmos modeløkosystemer
	5.3   Laboratorieforsøg i mikrokosmos modeløkosystemer

	6.   DISKUSSION
	6.1   Testorganismens overlevelse
	6.2   Økosystemeffekter
	6.3   Moniteringsstrategi

	7.   REFERENCER
	8.   BILAG

