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5. Projektresume 

Før projektet var det fundet at cellerne fra nogle laktokokstammer er små og har 

kun et enkelt kromosom per celle (haploide), medens andre er større og har to 

kromosomer per celle (diploid). Projektet var fokuseret på hvad dette skyldes og 

om det har konsekvenser for ostekvaliteten.   

 

1. Resultatet fra seks ostefermenteringer med blandinger af haploide og 

diploide laktokokker, udført i samarbejde med Danicso/Dupont i Frankrig, 

viste at tilbageholdelsen var ens for de to typer celler. 

2. Der er konstrueret et stort antal laktokokmutanter hvor mængden af DnaA 

proteinet, som i andre bakteriearter påvirker antallet af kromosomer per 

celle, varierer fra 40% til 650% af det normale niveau. Stammerne gror 

næsten med samme hastighed på nær de stammer med de højeste DnaA 

niverauer. Her er væksthastigheden lidt lavere. Analyser af DNA-

indholdet per celle med flowcytometri viser dog at DNA-syntesen er me-

get forstyrret i bakterier med over 200% DnaA.  

3. Analyse af laktokokker med forskellige niveauer af DnaA proteinet har ik-

ke givet sikre konklusioner på hvorfor nogle stammer er haploide og andre 

diploide. 

4. Mutanter som er gået fra at være diploide til at være haploide er forsøgt se-

lekteret på flere måder. Analyser af mutanterne viste at de alle var diploi-

de.  

5. Der er foretaget en sammenligning af genudtrykket blandt haploide og 

diploide laktokokker og stammer med forskellige niveauer af DnaA prote-

inet ved hjælp af DNA mikroarray analyse. Screeningen tydede på at ha-

ploide laktokokker, og laktokokker som har tre-fold forhøjede niveauer af 

DnaA i forhold til den diploide MG1363 var ændret i deres udtryk af gener 

i blandt andet threalose og maltose nedbrydningen. Resultatet er meget in-

teressant, men så uventet at det kræver gentagelse og mere gennemgriben-

de analyser.  

 

 

 

 

 

6. Projektets formål 

Formålet med dette projekt er at udvikle metoder til at kontrollere modningspro-

cessen uafhængigt af syrningsfasen ved kontrol af starterkulturens sammensæt-

ning. 
 

7. Projektets delaktiviteter i hele projektperioden 

Analyse af  
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1) tilbageholdelsen af haploide og diploide stammer i ostekorn - både hver 

for sig og i blandinger. 

2) hvilke faktorer der er afgørende for om en bakterie er haploid eller diploid 

– altså hvilke genetiske faktorer der har givet anledning til ændret cellecy-

clus i de diploide stammer. 

3) Hvorledes de diploide stammer på nanoskala adskiller sig fra de normale 

haploide stammer med hensyn til form og overflade. Dette vil blive analy-

seret ved hjælp af atomic force microscopy. 

4) Hvorledes L. lactis sanser indespærringen i ostemassen og modningspro-

cessen, ved hjælp af data fra DNA mikroarray analyser. 

8. Projektets resultater/faglige forløb i perioden 

Fra mikrobiologiundervisningen har vi altid hørt at gær og højerestående orga-

nismer kan eksistere i både en haploid og en diploid tilstand, mens bakterier kun 

kan eksistere som haploide. Muligheden for at eksistere som diploid gør at en or-

ganisme kan have to forskellige udgaver af samme gen, for eksempel både et 

funktionelt og et ufunktionelt. Det kom som en overraskelse at den bedst under-

søgte laktokok, MG1363, viste sig at være diploid medens andre laktokokstammer 

enten var haploide eller diploide. I projektet ønskede vi at finde ud af, om forskel-

len på haploide og diploide laktokokker skyldtes forskelle i niveauet af DnaA pro-

teinet som er involveret i beslutningen om hvornår cellen skal fordoble sit kromo-

som under væksten. Vi ønskede også at se om vi genetisk kunne selektere mutan-

ter i MG1363 som dermed blev haploide. Så ville vi kunne undersøge disse med 

henblik på at opklare mekanismen. Diploide laktokokker er større en haploide. Vi 

forestillede os at der kunne være forskelle i hvor godt små og store celler blev til-

bageholdt i ostemassen når vallen løber fra. Dette blev undersøgt i small-scale 

ostningsforsøg på Danisco/Dupont’s forsøgsmejeri i Frankrig.  

I afslutningsrapporten er der sakset nogle figurer sakset fra den interne afrapporte-

ring skrevet af PhD studerende Malene Meyer Pedersen til DTU Systembiologi 

ved hendes aftrædelse. I det følgende anvendes disse med deres oprindelige num-

merering og engelske undertekster, selv om nummereringen ikke er fortløbende.  

 

Analyse af tilbageholdelse af laktokokker i ostematrix. 

Når caseinet under ostningsprocessen kollapser til en casein-matrix vil en stor del 

af bakterierne i ostemælken blivet fanget. Det var ikke muligt at finde præcise tal 

for hvor stor en del af bakterierne der bliver fanget i casein-matrixen og hvor 

mange der undslipper i vallen.  

Vores teori var, at hvis bakterierne var af forskellig størrelse ville deres tilbage-

holdelse i ostematrix være forskellig. I samarbejde med Danisco/Dupont i Frank-

rig designede vi et eksperimentelt setup som kan ses i figur 24. En syrevækker be-

stående af den haploide stamme NCDO712 og den diploide NCDO505 blev tilsat 

mælk i forholdet 1:1 i til eksperimentelle miniskala oste. Sample A blev udtaget 

med det samme. Efter 60 min ved 32
o
C blev der tilsat løbe, og lige før skæring og 

valleaftapning blev Sample B udtaget. Efter løbeaftapning blev Sample C taget fra 

vallen. Sample D blev udtaget efter eftervarmningen (5 min 36,5
 o
C) og presning 

fra den udpressede valle. Sample E blev udtaget fra den resulterende ostemasse.  
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Enkelthederne i proceduren kan ses i figur 25.  
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Før processens start var vi nødt til at mærke de to typer bakterier så vi nemt kunne 

tælle dem bagefter. Da Danicso/Dupont ikke ville acceptere GMO bakterier i de-

res forskningsfaciliteter måtte vi mærke dem på en ikke GMO-baseret måde. Vi 

selekterede for naturligt forekommende resistente mutanter ved at udplade stam-

merne på agarplader som indeholdt enten rifampicin (100 ug/ml) eller streptomy-

cin (100 ug/ml). Vi opnåede rifampicinresistente (RifR) og streptomycinresistente 

(StrepR) mutanter af begge typer for både NCDO712 og NCDO505. Efter en del 

tovtrækkerier og diskussioner fik vi overbevist Danisco/Dupont om at mutanterne 

voksede lige så godt som moderstammerne, og syrnede med samme hastighed (se 

Danisco/Duponts syrningskurver hvor NCDO505 ikke groede i figur 22, og figur 

23 for vores dokumentering for nedsyrning ).  
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Der blev udført 2 forskellige ostningsforsøg, hver i triplicat. Det ene forsøg var 

med blanding af NCDO505 RifR mutant og vildtype NCDO712. Det andet forsøg 

var omvendt, med vildtype NCDO505 og NCDO712 RifR. Resultatet af forsøge-

ne ses som søjlediagram i figur 26, hvor det kan ses at der ikke er signifikant for-

skel på tilbageholdelsen af haploide og diploide celler mellem NCDO712 og 

NCDO505 RifR i forsøg 1/2/3 eller mellem NCDO505 og NCDO712 RifR i for-

søg 4/5/6. Der er stor overensstemmelse mellem cellekoncentrationen i alle Sam-

ples A, og ligeledes for de øvrige samples.  

 

 
 

  
 

De sammenfattede tal i tabel 4 fortæller at det samlede antal celler under ostnin-

gen steg fra 63 til 97 milliarder, hvis vi regner med at ostemassen udgør 100 ml af 

de samlede 1000 ml mælk, og at vallen derfor udgør 900 ml. Det er en forøgelse 

der viser at de fleste bakterier har delt sig en gang, men at mange slet ikke har delt 

sig. Det andet interessante resultat var at 95% af laktokokkerne blev tilbageholdt 
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af ostematrix under alle betingelser, så kun 5% endte i vallen. Det gav dog stadig 

en koncentration på 2 til 5 milioner laktokokker per ml. valle. Man vi kan konklu-

dere med stor sikkerhed at haploide celler tilbageholdes lige så effektivt som 

diploide. 

 

 

Analyse af diploide laktokokker med forskellige udgaver af samme gen 

(funktionelt diploide stammer).  

For at kunne komme med konklusioner om diploide celler har andre egenskaber 

end haploide celler blev der iværksat en undersøgelse om der var iagttaget funkti-

onelt diploide laktokokker. Denne undersøgelse viste at flere forskere havde ople-

vet at det var muligt at inaktivere gener som man havde forventet var essentielle. 

Generne var blevet inaktiveret ved genetisk indkrydsning af et resistensgen, som 

medførte at mutantstammen var blevet resistent overfor et antibiotikum. Der blev 

fra DTU opnået evidens for at der i samme stamme var et funktionelt og et ødelagt 

gen for enzymet PRPP synthetase (prs genet). Tilsvarende havde den anderkendte 

forsker Bert Poolmann opnået stammer med et funktionelt og et ødelagt *** gen. 

Ingen af laktokokstammerne er genomsekventeret, så det er ikke 100% verificeret, 

men meget tyder på at den diploide MG1363 er i stand til at fungere som funktio-

nelt diploid.  

 

  

Analyse af kromosomstørrelsen i haploide og diploide laktokokker 

Det er muligt at visualisere størrelsen af kromosomer fra bakterier og gær med 

pulsed field gel-elektroforese. Bakteriernes DNA må ikke gå i stykker, så intakte 

bakterierne støbes ind i agarose og deres cellevæg bliver nedbrudt enzymatisk in-

de i gelen før elektroforesen udføres. Hvis en diploid bakteries DNA findes som 

to adskildte kromosomer vil det ikke være muligt at se forskel på dem og haploide 

bakteriers DNA. Men hvis den diploide bakterie har to kromosomer der hænger 

sammen til et af dobbelt længde vil man kunne se forskel. Vi har forsøgt mange 

gange at sammenligne kromosomstørrelserne for haploide og diploide laktokok-

ker, men det har aldrig givet så klare resultater at der kunne drages nogen konklu-

sion.  

 

Analyse af laktokokker med ændrede niveauer af DnaA proteinet. 

Vi starter lige med en kort præsentation af DnaA proteinets virkning  i faktabox 1. 

Proteinet er den faktor der starter DNA syntesen ved at adskille de to strenge fra 

hinanden i startpunktet, der kaldes ”origin of replication”. Måden hvorpå DnaA 

regulerer hvornår der skal startes på DNA syntesen er meget kompleks, men er 

afhængig af hvor mange DnaA molekyler der er i cellen. Hvis en celle indeholder 

høje niveauer af DnaA forventer vi derfor, at syntesen af kromosomets DNA vil 

starter meget oftere, så cellerne kommer til at indeholde flere kopier af kromoso-

met.  
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For at opnå stammer med forskellige niveauer af DnaA proteinet indsatte vi, 

på kromosomet af MG1363, kunstige promotorer foran stammens eget dnaA 

gen. Først skulle vi imidlertid have mulighed for at måle mængden af DnaA 

på en simple måde. Vi indsatte derfor et gusA reportergen efter dnaA på en så-

dan måde at vi ikke ødelagde dette eller det næste gen på kromosomet (se fi-

gur 1). Mængden af GusA reporter i cellen svarer til mængden af DnaA, og da 

GusA er nemt at måle med en farvereaktion kunne vi nemt bestemme DnaA 

niveauet.  

 

 
 

Herefter indsatte vi syntetiske promotersekvenser med randomiserede sekven-

ser foran dnaA genet, og opnåede hvad vi kalder et dnaA promoterbibliotek. Et 

promoterbibliotek består af en samling af bakterier med forskellige niveauer af 

genudtryk, altså her med forskellige niveauer af DnaA proteinet. I figur 3 ses 

placeringen af den normale promoter (P) og de syntetiske promotersekvenser 

(SP) i hver celle i biblioteket.  
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Et stort udvalg af sådanne laktokok-stammer blev analyseret for DnaA niveau, 

ved at måle på GusA reporteren. DnaA niveauerne ses i søjlediagrammerne 

herunder i figur 7, sorteret efter størrelse. Det er tydeligt at det blev fundet fle-

re stammer med DnaA niveauer over vildtypens (til højre for den røde søjle) 

end der blev fundet under dette niveau. Det laveste niveau var på ca. 40% af 

vildtype laktokokkens , og det højeste var på ca 640% (se figur 7B).   
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Væksthastigheden af stammerne var forbløffende nok ikke særlig afhængig af 

DnaA niveauet i cellerne (se figur 8), og alle stammer groede eksponentielt (se 

figur 4 herunder) 

 

 

 
 

Vi var meget interesserede i om DnaA udtrykket per celle var konstant gen-

nem den eksponentielle vækstfase. Det viste sig imidlertid at celler i den sene 

del af fasen indeholdt mere DnaA protein per celle end i den tidlige (data er 

ikke vist).  
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Den vigtigste analyse af stammerne skete ved hjælp af flow cytometri. Her 

bliver cellerne en for en ført forbi et mikroskop med et fluorescens-følsomt 

kamera, hvor cellestørrelsen og DNA indholdet bliver målt. Ud fra fordelingen 

af DNA indhold kunne vi visualisere hvor mange kromosomer bakterierne i 

gennemsnit havde. I figur 9, panel 2 kan man se at en kultur af MG1363 har 

flest bakterier med 2 kromosomer, men også en mindre fraktion af bakterier 

med 4 kromosomer. Til sammenligning har en kultur af Escherichia coli (pa-

nel 1) en stor fraktion af bakterier med 1 kromosom (den store peak) og en 

mindre fraktion med 2 kromosomer (den lille peak til højre). Stammerne 52, 

50 og 27 (panelerne 3, 4 og 5) som har DnaA niveau på 40-100% af vildtype-

niveauet ser næsten ud som MG1363. Stammen 12 (panel 6) ser ud til at inde-

holde en større fraktion af bakterier med 4 kromosomer end MG1363. Alle 

stammer med højere DnaA niveau end 300%, ser ud til kun at have 2 kromo-

somer, men ser i det hele taget underlige ud.  

 



Side 12 af 26 

 

 
 

Ud fra flowcytometrikurver som dem i figur 9, kan man udregne B, C og D ti-

derne for laktokokkernes vækstfaser (se figur 11). C-tiden er den periode hvor 

DNA-syntesen foregår; B-tiden er tiden mellem celledeling og starten på 

DNA-syntesen; og D-tiden er tiden fra afslutningen af DNA-syntesen til celle-

delingen. Ud fra de fundne kurver blev tiderne bestemt. Disse ses i tabel 1. 

Normalt regner man C perioden for konstant, så den store variation i DNA 

syntesetiden fra 15 til 60 min lyder lidt usandsynlig. Det er muligt at forud-

sætningerne for denne udregning ikke er opfyldt i stammerne med høje DnaA 

niveauer, så vi tør ikke rigtig sætte lid til disse udregninger.  
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I alle de tidligere laktokokker med ændrede DnaA niveauer havde vi fjernet 

den normale regulering af dnaA genet, samtidig med at vi efterlod et halvt 

dnaA gen (se det første stump dnaA gen til venstre i figur 3) som kunne give 

problemer. Vi prøvede at fjerne hele dnaA genet ved genetisk overkrydsning 

med et plasmid der indehold the flankerende sekvenser for dnaA, men uden 

genet. Dette viste sig efter flere måneders arbejde at være meget besværligt og 

blev opgivet.  

 

For at se om forøgede mængder af DnaA i den haploide stamme NCDO505 

kunne medføre at den blev diploid, startede vi på at konstruere et bibliotek af 

NCDO505 som indeholdt sit normale dnaA gen, og derudover fik en ekstra 

mængde DnaA fra et dnaA der blev indsat på et andet sted på kromosomet. 

Det andet dnaA gen blev transskriberet fra syntetiske promotorer. Herunder i 

figur 14 ses hvordan genet indsættes i indsættelsepunktet for bakteriofagen 

TP901-1 (attB). 

 

 
 

Der blev opnået en del sådanne kloner, men da alle de flowcytometre vi før 

havde kunnet anvende var gået ned, strandede det projekt indtil videre.  

 

 

Selektion af diploid-til-haploid mutanter og haploid-til-diploid mutanter. 

Ved hjælp af ISS1 elementet blev der lavet mutantbiblioteker fra de diploide 

stammer MG1363 og NCDO712 samt de haploide stammer NCDO505 og 
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NCDO2031, hvor vi beregnede at der i hver eksisterede så mange mutantbak-

terier at det måtte have ramt hvert eneste ikke-essentielle gen i mindst en af 

dem.  

 

Disse biblioteker skulle sorteres ved hjælp af en Fluorescence Assisted Cell 

Sorter (FACS), så små haploide celler skulle sorteres fra store diploide. Det 

blev vist i et kontrolforsøg at sorteringen kunne lade sig gøre, idet vi fra en 1:2 

blanding af haploide og diploide celler kunne sortere os frem til en 8:1 blan-

ding.  

 

 
 

Figur 15 viser størrelsesfordelingen af bakterierne fra FACS analysen. Der 

blev sorteret efter størrelse så bakterierne i område 1 (gate 1) blev sorteret for 

sig, og ligeledes de øvrige gates 2, 3 og 4.  

 

 
I figur 16 ses først fordelingen mellem haploide og diploide i den totale blan-

ding som blev analyseret med FACS i figur 15. Denne fraktion har en forde-

ling på ca. 0.5 haploid/diploid (blå søjle). I gate 1 blandingen er fordelingen 8 

haploid/diploid (rød søjle), og 5 for gate 2 (grøn søjle). Dette viser meget ty-

deligt at det er muligt ved hjælp af FACS at sortere efter størrelse. 
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Efter laktokokbiblioteket var blevet sorteret blev otte mutanter udvalgt og ana-

lyseret for om de var blevet mindre eller på anden måde var ændret. I figur 17 

ses deres væksthastigheder som desværre ikke var væsentlig forskellige fra 

vildtype stammen.   

 

 

 
 

Profilen af cellerne med hensyn til DNA indhold versus størrelse viste heller 

ikke nogen forskel fra vildtypen. Figur 19 viser diagrammerne for tre udvalgte 

mutanter i sammenligning med vildtypen. Det eneste tidspunkt flowcytomete-

rets FACS funktion virkede efter hensigten i hele forløbet var da vi lavede 

kontrolforsøget til figur 15 + 16. Vi anvendte tre forskellige FACS maskiner 

på DTU og KU i projektperioden, og ingen af dem virkede til sortering mere 

end et par uger af gangen. På disse tidspunkter var de selvfølgelig optaget af 

maskinernes ejere. Vi måtte konkludere at metoden virkede hvis man havde 

rådighed over en veltrimmet FACS maskine, men at dette ikke var tilfældet 

mere end et par gange i projektforløbet. En ny FASC maskine ville have ko-

stet omkring en til to millioner kroner i anskaffelsespris, så dette var ikke en 

mulighed.  
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Selektion af haploide laktokokker fra MG1363 ved indsættelse af gener 

fra en haploid laktokok.  

 

For at undersøge diploid-til-haploid problematikken med den omvendte meto-

dik, blev der lavet et bibliotek af MG1363 celler, som hver især modtog et til-

fældigt stykke DNA fra en haploid laktokok. I stedet for at analysere mutanter 

der manglede forskellige proteiner, så vi her efter bakterier som havde over-

skud af forskellige proteiner ved at sætte DNA-stykker ind i et plasmid og 

derefter indsætte dem i kromosomet på MG1363. Der blev anvendt samme ty-

pe FACS sortering for at adskille små celler fra laktokok-biblioteket. FACS 

maskinen havde desværre driftsproblemer, og virkede ikke her eller i resten af 

projektetperioden.  Figuren herunder viser FACS profilen fra et indledende 

forsøg, med størrelsen ud af X-aksen og antallet af bakterier med en given 

størrelse ud af Y-aksen. Bibliotekerne er gemt, men på grund af de tekniske 

vanskeligheder blev delprojektet sat i bero. 
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Konstruktion af mutanter hvor gener der burde være involveret i kromo-

somantallet blev ødelagt.  

 
I steret for at lede efter tilfældige mutanter som var ændret i deres kromosomantal per cel-

le, gik vi nu målrettet til værks for at fjerne specifikke proteiner fra cellerne, som fra litte-

raturen var kendt for at have en virkning på kromosomantallet. Vi fokuserede først på at 

ødelægge genet parA, som er nødvendigt for fordelingen af kromosomerne til hver af dat-

tercellerne under en celledeling. Derefter fokuserede vi på at ødelægge cshA genet, som 

ligger ved siden af parA genet på kromosomet af MG1363. CshA proteinet, som kodes af 

cshA genet har en DNA ”resolvase” funktion som kunne være vigtig for om to kromoso-

mer kunne smelte sammen til et enkelt (dobbelt så stort) kromosom.  Vi konstruerede mu-

tanterne og analyserede deres væksthastighed. Vækstkurver ses i figur 28. Det er meget 

interessant at det ikke observeres nogen stor forskel i væksthastig på mutanterne og vild-

typen.  
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Under et mikroskop så mutanterne imidlertid meget anderledes ud end vildtypen. I figur 

29 kan det tydeligt ses at parA mutanten danner lange kæder medens cshA mutanten giver 

meget større celler, efter bakterierne blev vokset i kemisk defineret medium. Efter vækst i 

det rige GM17 medium kunne der ikke identificeres nogen væsentlige forskelle på mutan-

terne (se figur 30).  
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Analyse af stammer hvor parA og cshA generne blev overekspresset.  

I sidste afsnit undersøgte vi om mangel på parA genet havde virkningen. Da vi ik-

ke kunne udelukke at overgangen fra diploid-til-haploid krævede højere mængde 

af ParA eller CshA protein, lavede vi også stammer hvor parA genet blev udtrykt 

højere end i vildtypen. Væksten af sådanne stammer ses i figur 31. Niveuet af Pa-

rA i stammerne ses i figur 32. Hvis vi sammenholder de to figurer ses det at et 

middelhøjt niveau af ParA medfører at cellerne vokser dårligst (høj fordoblings-

tid), medens både lave og høje niveauer medfører hurtigere vækst. Selv om dette 

var interessante observationer blev projektet stoppet under Malenes barsel, og 

blev ikke genoptaget da hun fik et nyt job med det samme efter afslutningen af ba-

relsorloven.  
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Ændringer i transkriptionsmønsteret mellem haploide og diploide stammer 

og stammer med overudtryk af dnaA genet.   

I den originale ansøgning havde vi planlagt et forsøg hvor laktokokkernes genudtryk 

skulle analyseres under ostemodningen. Dette skulle ske i samarbejde med Dani-

sco/Dupont i Frankrig. Imidlertid viste det sig, at vi ikke ville kunne sikre os at prøverne 

blev taget på den rigtige måde. RNA syntesen og nedbrydningen i bakterieceller ændrer 

sig virkelig hurtigt , så bakterieprøverne skal behandles hurtigt mellem høsten og RNA 

ekstraktionen. Dette var meget problematisk da disse forsøg var planlagt i et tidligere pro-

jekt ansøgt af Mogens Kilstrup, og var blevet koblet på dette projekt i en samlet ansøg-

ning.  

I stedet for blev det aftalt at transkriptionsmønsteret skulle sammenlignes mellem haploi-

de og diploide celler efter vækst under laboratorieforhold i kemisk defineret medium.  

Det blev også aftalt at transkriptionsmønsteret skulle sammenlignes i nogle af de stammer 

med forskellige niveauer af DnaA proteinet som var konstrueret i projektet. Bakterierne 

(se oversigten i tabel 5) blev vokset eksponentielt under reproducerbare forhold (se figur 

33), og RNA blev ekstraheret fra hver af dem.  
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DNA mikroarray analyser blev udført på prøverne, og deres transkriptionsprofiler blev 

sammenlignet bioinformatisk. Resultaterne ses herunder. Jeg viser detaljerede oplysnin-

ger for sammenligningen mellem mRNA niveauerne i clone 12 og MG1363. Andre sam-

menligninger vil kun blive vist med sammenfattende figurer. På mRNA-niveau viste det 

sig at clone 12 have 3,4-fold højere niveau af DnaA end MG1363, hvor der tidligere var 

påvist 2,3-fold (se figur 7B). Forskellene i genudtryk mellem de to stammer viste sig spe-

cielt at give sig udtryk i sukkermetabolismen (se figur 34 og 35), men der viste sig ingen 

system i ændringerne da der både var op- og ned- regulering af gener fra samme klasse.  
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Vi har forsøgt at sammenfatte de største ændringer i figur 36, hvor op-regulerede gener i 

clone 12 er vist med grønne smilies, medens ned-regulerede gener er vist med røde. Æn-

dringerne er interessant og uventede, men kræver store forsøg til verificering hvis de skal 

publiceres. 

 

Når clone 12 sammenlignes med stammen NCDO712 som er moderstamme til MG1363 

ses et tilsvarende mønster (se sammenfatning i figur 37).  
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Når clone 50 som har 0,4-fold DnaA niveau i forhold til MG1363 sammenlignes med 

denne (figur 43) eller med NCDO712 (figur 46) ses også et tilsvarende resultet. Højere 

DnaA-niveau (her MG1363 eller NCDO712) giver opregulering af trePP operonen og 

nedreguleringen af ptcC-bglA operonen.  

 

 

 

Til sidst sammenlignede vi profilerne for den haploide stamme NCDO505 og den diploi-

de NCDO712. Begge stammer har som vi tidligere viste (figur 23) alle nødvendige gener 

for vækst i mælk. Som det ses i figur 51 følger denne analyse trenden fra stammer med 

ændrede DnaA niveauer idet trePP-pgmB generne er nedreguleret i den haploide 

NCDO505 (altså op-reguleret i den diploide NCDO712). Vi så jo tidligere at stammer 

med forhøjet DnaA niveau også havde forøget DNA indhold, hvilket korrelerer med op-
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regulering af trePP-pgmB generne. De øvrige gener der er ændret mellem de haploide og 

diploide stammer er interessante , men vi kan ikke se nogen sammenhæng mellem denne 

regulering og en mekanisme for dannelse af haploiditet eller diploiditet 

 

 

 

Hvor langt er der til at resultaterne er anvendelige for mejeribruget? Ud-

gangspunktet for projektet var meget anvendelsesorienteret, idet vi håbede på at 

kunne konkludere at store celler med flere kromosomer blev bedre tilbageholdt i 

ostematrix, og at overvægten af disse celler kunne medvirke til en bedre ostemod-

ning. Det viste sig ikke at være helt så simpelt, idet tilbageholdelsen var fuldstæn-

dig ens for de to typer celler.  

 

Da vi udelukkende har fundet de store diploide laktokokstammer blandt mejeri-

brugets starterkulturer og ikke blandt efterkommerne af laktokokkernes fritleven-

de forfædre, mener vi at det er mejeribruget der har fremavlet de store laktokok-

ker. Hvis mennesket har fremavlet diploide laktokokker i løbet af de 5000 til 8000 

år mælkefermenteringen har eksisteret, må det være fordi de store diploide bakte-

rier har givet en bedre smag eller fordi de var bedre til at overleve mælkesyrnin-

gen. I projektet har vi forsøgt med mange forskellige teknikker at finde baggrun-

den for at små laktokokker udvikler sig til store diploide laktokokker, men da vi 

ikke har kunnet opnå klare konklusioner fortæller det os, at vi også skal se efter 

nye angrebsvinkler. Den mest interessante vinkel ville være at undersøge hvordan 

laktokokkerne selv oplever ostemodningen. I et projekt under Mejeribrugets 

Forskningsfond analyserede vi de tidlige faser i mælkesyrningen ved at undersøge 

hvordan bakterierne om-programmerede deres metabolisme som reaktion på for-

andringerne. I dette projekt skulle vi have videreført analyserne til også at omfatte 

modningsprocessen, men vi havde uoverstigelige problemer med at få aftalt pro-

duktionen af oste i Danisco’s afdeling i Frankrig og derefter at få dem fragtet til 

Danmark for at få dem analyseret. Nu kan vi se at dette element havde været me-

get værdifuldt for konklusionerne. For at se om størrelsen af laktokokkerne havde 
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betydning for modningsprocessen er vi nødt til at analysere ostemodningen med 

store bakterier og sammenligne den med modningen med små bakterier. Foruden 

disse analyser vil vi også have brug for at undersøge hvor nemt store og små bak-

terier går i stykker i osten (autolysering) under modningen. Dette er vigtigt fordi 

modningen af osten kræver at laktokokkerne går i stykker og deres celleindhold 

med modningsenzymer lækker ud. Hvis de store celler går lettere i stykker i osten 

vil det give en hurtigere og anderledes ostemodning. Et projekt hvor ostemodnin-

gen og aytolyseringen bliver undersøgt, koblet med afsluttende analyser af DnaA 

reguleringen ville kunne bringe projektet til et stade hvor det kunne finde anven-

delse i mejeribruget. 

 

Hvad kan mejeribruget bruge dette projekt til? Hvis projektet bliver fulgt til 

dørs med de nødvendige ekstra eksperimenter, kunne vi stå med en helt ny viden 

omkring ostemodningen og en viden om hvilke typer stress laktokokkerne oplever 

i osten i denne periode. Denne viden kunne fortælle mejerierne om anvendelsen af 

store haploide laktokokstammer vil give bedre oste, og en hurtigere ostemodning. 

Størrelsen af laktokokkerne har aldrig indgået i beslutningsprocessen omkring 

sammensætningen af syrevækkeren, så det kunne give endnu en parameter at æn-

dre på for de enkelte mejerier.  
 

 

9. Afvigelser 

 9.1 Fagligt  

Som beskrevet ovenfor har der været få faglige afvigelser. Vi har måttet undlade at analy-
sere hapliode og diploide stammer på nanoskala, idet det planlagte atomic-force mikro-
skop ikke kunne bringes til at virke.  

Vi har også måttet ændre delprojektet med analyse af laktokokkernes respons på mod-
ningsprocessen. Da vi ikke kunne opnå en sikret prøveudtagning under ostning aftalte vi 
at der skulle foretages vækst under laboratoriebetingelser. Vi sammenlignede derfor gen-
udtrykkene (transkriptomet) mellem haploide og diploide stammer og mellem diploide 
stammer med forskellige niveauer af DnaA proteinet.  

 

 9.2 Økonomisk 
Har ikke rådighed over oplysningerne, da jeg først overtog projektet i 2014.  
 
 9.3 Tidsplan 
 
Tidsplanen er blevet rykket hele tiden i samarbejdet med Danisco/Dupont i Frakrig og på 
grund af Malene Meyer Pedersens barselsorlov. Til sidst er projektet stoppet på grund af 
Malenes opsigelse og mangel på financiering. Projektet skulle være afsluttet i 2012, men 
afsluttet først nu.  
 

 

 

 

 

10. Planer for næste halvår 
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Projektet er nu afsluttet 

 
 

11. Formidling og vidensdeling vedr. projektet  

Resultater fra projektet har været præsenteret ved flere konferencer. Jeg har ikke rådighed 

over detaljerede oplysninger.  

 

 

12. Nye kontakter 

Samarbejde med Danisco/Dupont i Frankrig  

 

 


