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Sammendrag

Sammendrag

Flere bakterieslekter har evne til & danne biofilm og det er antatt at biofilmdannelse spiller en
rolle nar det kommer til deres overlevelse i neringsmiddelindustrien. Enda viktigere er kanskije
det at deres tilstedevaerelse kan ha en positiv pavirkning pa sykdomsfremkallende
mikroorganismer. Kunnskap om sammensetning av biofilm matriks hos flere ulike
bakteriestammer vil derfor veere nyttig med tanke pa forebygging og fjerning av biofilm i

neringsmiddelindustrien.

Hensikten med dette arbeidet var a finne ut om ulike kjemiske forbindelser (Enzymer, D-
aminosyrer og norspermidin) kunne ha en hemmende effekt pd et bredt spekter av
bakteriestammer isolert fra matindustrien. I tillegg har det ogsa i den senere tid veert gkt fokus pa
bakteriers egen evne til a lgse opp biofilm. Man gnsket derfor & se om bakterier fra matindustri

kunne produsere forbindelser som lgsnet biofilm.

Bakterier ble dyrket i glassrgr og i mikrotiterplater i tryptone soya broth. For & undersgke om
noen bakterier dannet stoffer som lgser opp biofilm ble hver enkelt stamme inkubert i fem
glassrgr over en tidsperiode pa 14 dager med forskjellige uttak. Mengde dannet biofilm ble sa
malt ved A 600nm. Supernatant fra noen utvalgte bakteriestammer ble sa testet for & se om de
kunne ha en opplgsende effekt pa biofilm. I mikrotiterplater ble det i tillegg tilsatt enzymer, D-
aminosyrer og norspermidin. Fgr platene ble inkubert i to dager. Etter to dager ble

mikrotiterplatene behandlet pa en tilsvarende mate som for glasssrar.

| dette arbeidet ble det vist at DNAse kunne ha en effekt pd hemming av biofilm, noe som
antyder at DNA er en stor del av biofilm matriks hos bakterier. Det ble ogsa funnet noen effekter
pa hemming av biofilm med enzymer og D-aminosyrer innad i ulike bakterieslekter, henholdsvi

hos Pseudomonas spp. og Serratia spp.

Gjennom arbeidet ble det ogsa observert variasjoner innenfor slektene, som ikke var mindre enn
variasjonene mellom slektene. Dette indikerer at nar man jobber med biofilmdannnelse hos en
spesifikk bakteriestamme bgr man veere forsiktig med a generalisere og si at dette gjelder for alle

bakterier av denne typen.
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Abstract

Several bacteria have the ability to produce biofilm and it is assumed that biofilm formation
plays an important role when it comes to their survival in food industry. More importantly
perhaps is that their presence might have a positive effect on pathogenic microorganisms.
Therefore knowledge of the composition of the biofilm matrix in several different bacterial

strains will be useful in the prevention and removal of biofilms in the food industry.

The purpose of this work was to determine whether different chemical compounds (enzymes, D-
amino acids and norspermidine) could have an inhibitory effect on a wide range of bacterial
strains, isolated from the food industry. In addition we wanted to see if bacteria from the food

industry produced compounds which sloughed biofilm.

Bacteria were grown in glass tubes and in microtiter plates in Tryptone soya broth. To
investigate whether some bacteria formed substances that dissolve the biofilm each strain was
incubated in five glass tubes over a period of 14 days with different outlets. Amount of biofilm
was measured at OD 600nm. Supernatant from selected strains were then tested to see if they
could have a disruptive effect on biofilm. The microtiter plates were added enzymes, D-amino
acids and norspermidine. Before the plates were incubated for two days. After two days, the

microtiter plates were treated in a similar manner as the glass tubes.

In this work it was shown that DNAse could have an effect on the inhibition of biofilm, which
suggests that the DNA is a big part of the biofilm matrix in bacteria. We also observed effects on
the inhibition of biofilm when using enzymes and D-amino acids within the genus of
Pseudomonas and Serratia Through the work of this thesis it was also observed variations within
the genus, which was no less than the variation between genuses. This indicates that when
working with biofilm formation on a specific bacterial strain, one should be careful not to

generalize.
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1.0 Innledning

1.0 Innledning

Biofilm i matindustrien er et stort problem. Til na har fokuset ofte veert rettet mot
sykdomsfremkallende bakterier, men disse forekommer sjeldent pa overflaten i industrien.
Bakterier som dominerer er blant annet Pseudomonas, Acinetobacter, Rhodococcus og Serratia.
Disse bakteriene kan blant annet ha en pavirkning pa sykdomsfremkallende bakterier (Bore and
Langsrud 2005; Maretrg, Sonerud et al. 2006; Simdes, Simdes et al. 2010).

Denne oppgaven inngar i et basisprogram ved Nofima som heter Mattrygghet, matkvalitet og
helseeffekter-kontroll med mikrofloraen. Prosjektet er finansiert av fondet for forskningsavgift
pa landbruksprodukter. Man gnsker med dette prosjektet a fa ny kunnskap og kompetanse for a

forsta hvordan mikroorganismer overlever og vokser i mat og matproduksjonsmiljger.

Nar bakterier vokser pa overflater har de en tendens til & danne biofilm. Biofilm er en samling av
bakterieceller som er festet til en overflate og innkapslet i en selvklebende matriks utskilt av
cellene (Madigan, Matinko et al. 2009). Biofilmdannelse er blant annet en metode for
mikrobiologisk forsvar som gjer at bakteriene i biofilmen vil motsta fysiske krefter samt vere

mer resistente mot skadelige kjemikalier som for eksempel antibiotika.

Hensikten med denne masteroppgaven var a se pa biofilmdannelse hos ulike bakteriestammer i
hovedsak isolert fra naeringsmiddelindustrien samt & se om ulike kjemiske forbindelser (D/L-

aminosyrer, norspermidin og enzymer) har en effekt pa biofilmdannelse.

I tillegg gnsker man & finne ut om noen av disse bakteriestammene produserer komponenter som
kunne lgsne biofilm. @kt kunnskap pa hvilke forbindelser som kan lgse opp biofilm kan blant
annet gi indikasjoner pa sammensetning av biofilm matriks. Noe som kanskje vil gjgre det mulig

a utvikle nye mer effektive rengjgringsmidler til kampen mot biofilm i neringsmiddelindustrien.
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2.0 Teori

2.1 Biofilm

Overflater er viktige mikrobielle habitater, det finnes flere gode grunner til dette. For det farste
vil naeringsstoffer adsorbere til overflater og overflater vil derfor inneholde mer naringsstoffer
en hva som er tilgengelig for frittsvevende celler. Overflater vil ogsa veere omrader hvor
mikrobielle celler kan feste seg. Det a feste seg til en overflate vil veere en mate a sikre seg det a
forbli i et fordelaktig habitat og dermed unnga a bli vasket bort (Madigan, Matinko et al. 2009).

Nar bakterieceller vokser pa overflater har de en tendens til a danne biofilm (Madigan, Matinko
et al. 2009). Biofilm er en samling av bakterieceller som er festet til en overflate og som er
innkapslet i et selvklebende matriks utskilt av cellene (Madigan, Matinko et al. 2009). Biofilm pa
overflater har ofte en karakteristisk konstruksjon som bestar av tarn- og sopp formasjoner av
mikrokolonier som er innelukket i et hydratisert matriks (Smith, Fratamico et al. 2009).

Dog er det viktig a merke seg at ikke alle biofilmer ser like ut og strukturen kan avhenge av
hvilken bakterie som har dannet den (Siebel and Characklis 1991; Smith, Fratamico et al. 2009).
Biofilm matriks vil typisk veere en blanding av polysakkarider, men kan ogsa inneholde proteiner

og nukleinsyrer.

Biofilmens funksjon vil da vaere & fange naringsstoffer for mikrobiell vekst samtidig som den
hindrer at cellene lgsner pa overflater som pavirkes av stramninger. Biofilmer har typisk flere
ulike porgse lag, og inneholder vanligvis flere typer av bakterier, men kan ogsa bare besta av en
bakterieart (Smith, Fratamico et al. 2009).

Som eksempel kan biofilmer som dannes rundt en tann inneholde flere hundre ulike fylotyper,
samt inneholde stammer fra bade Archaea og Bacteria. Man kan derfor si at biofilmer er
funksjonelle mikrobielle samfunn og ikke bare celler fanget i en klebrig matriks (Madigan,
Matinko et al. 2009).

Biofilm spiller en sentral rolle i human medisin. | kroppen vil bakterieceller i biofilm veere
beskyttet mot angrep fra immunsystemet. Antibiotika og andre antimikrobiske stoffer vil ofte ha
problemer med a trenge gjennom biofilmen og dermed vil de vaere ute av stand til & ha en effekt
pa bakteriecellene. For eksempel kan medisinske implantater veere ypperlige overflater for
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kolonisering og utvikling av biofilm. Det har blant annet blitt estimert at over 10 millioner
mennesker arlig opplever biofilm infeksjoner fra implantater eller fra andre kirurgiske inngrep. |
industriell sammenheng kan biofilm senke stremningen pa olje, vann og andre vaesker gjennom
rgrledninger. Biofilmer kan ogsa forarsake degradasjon av nedsunkede objekter som for

eksempel utstyr til oljeplattformer (Madigan, Matinko et al. 2009).

Tryggheten pa drikkevann star ogsa i fare ved utvikling av biofilm i distribueringsrar. | de fleste
tilfeller inneholder disse bare harmlgse mikroorganismer, men de er alltid en fare for at patogene
mikroorganismer kan kolonisere rgrledningen. Vanlig bruk av klor vil da i flere tilfelle ikke veere
nok for & drepe disse. Man vil da kunne sta i fare for at periodiske utslipp av bakterier fra disse
biofilmene, kan fare til utbrudd av sykdom hos kundene (Madigan, Matinko et al. 2009).

2.2 Biofilmdannelse

De ulike trinnene i biofilmdannelse blir beskrevet som fglger, se ogsa figur 2.1 (Stoodley, Sauer
et al. 2002).

Steg 1: Reversibel adhesjon av bakterie til overflate
Steg 2: Irreversibel adhesjon formidlet ved produksjon av eksopolymerisk materiale
Steg 3: Dannelse av mikrokolonier og starten pa modning av biofilm

Steg 4: Biofilmen modnes og det dannes en tre-dimensjonal struktur som inneholder celler
pakket i Klaser med vannkanaler mellom klasene som muliggjer transport av avfall og

neringsstoffer

Steg 5: Lasrivelse og spredning av cellene fra biofilmen og initiering av ny biofilmdannelse.

Disse utbryter cellene vil veere mer like planktoniske celler enn modnede biofilmceller
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Figur 2.1 Ulike trinn i biofilmdannelse hos Pseudomonas aeruginosa etter D. Davies. Lisensiert under

Creative Commons Attribution 2.5 Generic (http://creativecommons.org/licenses/by/2.5/).

2.3 Fra planktonisk celle til biofilm

Nar en celle fester seg til en overflate vil dette veare et signal for biofilm-spesifikke gener. Disse
genene koder for proteiner som syntetiserer intercellulaere signal molekyler som initierer matriks
formasjon. Nar en celle blir engasjert i biofilmdannelse vil en tidligere svammende celle miste
sin flagell og dermed miste sin motilitet. Bakterien vil pa en mate sanse en hgvelig overflate og
gjennom en rekke hendelser vil dette fare til dannelse av biofilm. Man vet at overgangen fra en
planktonisk celle til initieringen av biofilmdannelse blir trigget av syntesen av cyklisk diemerisk
guanosin monofosfat eller c-di-GMP som er et derivat av nukleotid guanosin trifosfat. C-di-GMP
blir laget av en rekke proteiner assosiert med sensorisk membran integrasjon, som pa et vis er i

stand til & oppdage overflater hvor biofilmdannelse er mulig.

Man tror c-di-GMP virker ved at det bade utlgser en biofilm spesifikk gen ekspresjon samtidig
som det aktiverer enzymer i cellen som syntetiserer matriks materiale. Intercelluleer
kommunikasjon er viktig i utviklingen og vedlikehold av biofilm. Hos for eksempel
Pseudomonas aeruginosa som er kjent som en god biofilmdanner skjer denne intercellulaere
kommunikasjonen ved hjelp av stoffer kalt acylerte homoserin laktoner. Disse molekylene vil
over tid akkumuleres og signaliserer andre P. aeruginosa bakterieceller i en mekanisme kalt
quorum sensing. Dette systemet finnes ikke bare hos P. aeruginosa men gjer det mulig bade for

Gram-negative og Gram-positive bakterier & kommunisere med hverandre (Smith, Fratamico et


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4a/Biofilm.jpg
https://en.wikipedia.org/wiki/en:Creative_Commons
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al. 2009). Populasjonen av P. aeruginosa i dette avgrensede omradet vil da stige og man far
produksjon av biofilm. Over tid vil man da fa en soppeformet klebrig polysakkarid matriks som
kan vaere over 100 um hgy og inneholde milliarder av celler (Madigan, Matinko et al. 2009).

2.4 Quorom sensing

Quorom sensing (QS) er et cellekonsentrasjons-avhengig signalsystem som regulerer
genekspresjon og blir styrt av kjemisk signalmolekyler som blir produsert av bakterien. Nar
bakteriepopulasjonen nar sitt «quorum» niva vil de kjemiske signalmolekylene binde seg til de
egnede transkripsjons regulatorene, etterfglgt av en aktivering og undertrykkelse av det utpekte
genet. QS gjor det mulig for mikroorganismer & fremvise en samlet respons gunstig for

overlevelse av populasjonen (Smith, Fratamico et al. 2004).

Det fins flere signalmolekylsystemer hos bakterier. QS systemet hos Gram-negative bakterier er
avhengig av homologe LUxI- LuxR regulatoriske proteiner. Disse proteinen er ansvarlige for
biosyntesen av ulike kjemiske signalmolekyler og som nevnt tidligere blir disse kalt acylerte
homoserin laktoner (AHL) (Kanamaru, Kanamaru et al. 2000; Smith, Fratamico et al. 2009). Det
har ogsa blitt beskrevet andre systemer for QS hos Gram-negative blant annet Autoinducer -2
(Al-2) (Van Houdt, Givskov et al. 2007). AHL blir produsert inne i cellen for sa a bli utskilt.
Konsentrasjonen av disse stiger ettersom antallet bakterier stiger (Miller and Bassler 2001). Til
slutt vil konsentrasjonen na et kritisk niva hvor AHL igjen vil ga inn i cellen for s& og binde seg
til den N-terminale omradet pa LuxR protein reseptor (Miller and Bassler 2001). LuxR-AHL vil

da aktivere eller undertrykke gen transkripsjon (Smith, Fratamico et al. 2009).

Gram-positive vil i likhet med Gram-negative ogsa bruke QS men til forskjell, bruker de utskilte
peptider som signalmolekyler og pa samme mate vil konsentrasjonen av disse signalmolekylene
stige ettersom bakteriepopulasjonen gker (Miller and Bassler 2001). Et to-komponents
regulatorisk system hos bakterien oppdager disse signalmolekylene som farer til en serie av
fosforylering og defosforylerings — reaksjoner. Som til slutt vil fagre til en fosforylering av
respons regulatoren. Denne reaksjonen farer til at respons regulatoren binder seg til DNA som

forandrer transkripsjonen av det QS-kontrollerte genet (Smith, Fratamico et al. 2009).

Bakterier kan bruke QS systemet bade for & opplgse og forsterke biofilm dette ble vist hos
Staphylococcus aureus som sa ut til & hindre biofilmdannelse ved bruk av QS mens det motsatte
var tilfelle hos Pseudomonas aeruginosa (Boles and Horswill 2008).



2.0 Teori

2.5 Hvorfor lager bakterier biofilm?

Man kan godt kalle biofilm for bakterienes storby og det finnes flere grunner til danning av
biofilm. For det farste er biofilm en metode for mikrobiologisk forsvar. Biofilm motstar fysiske
krefter som farer til at frie celler blir skylt eller revet bort. 1 tillegg hindrer biofilm fagocytose fra
kroppens immunceller samt gjennomtrengingen av toksiske molekyler fra for eksempel
antibiotika (Smith, Fratamico et al. 2009). Disse fordelene er med pa a gke sjansene for
overlevelse for cellen i biofilmen. For det andre sa vil dannelse av biofilm vaere med pa og sikre
at bakteriene blir veerende i en fordelaktig nisje. Som for eksempel pa en stein i en elv. For det
tredje sa gir dannelsen av biofilm bakterier muligheten til a leve tett pa hverandre noe som gjar
det enklere for bakterier a kommunisere intercelluleert samtidig som det gker sjansene for
overlevelse. | tillegg nar celler er i narhet av hverandre sa er sjansene for genetisk utveksling
mye stgrre. Det ser ogsa ut til at biofilm er den foretrukne livsformen for bakterier ute i naturen,
hvor neringsstoffene ikke er like lett tilgjengelige som de er pa et vekstmedium i et
laboratorium. Derfor nar overflater er tilgjengelige i et naturlig miljg sa vil planktonisk vekst
bare veere normen for de bakterier som er tilpasset et liv ved ekstremt lave

neeringsstoffkonsentrasjoner (Madigan, Matinko et al. 2009).

2.6 Adhesjon, opplgsning og spredning av biofilm

Hvor enkelt en mikroorganisme klarer & feste seg til overflater er en komplisert prosess som
avhenger av flere ulike faktorer. Generelt kan man si at adhesjon til overflater ofte vil vaere
enklere pa ujevne hydrofobe overflater som er overtrukket med kondisjoneringsfilm (Simdes,
Simdes et al. 2010). En kondisjoneringsfilm vil da veere organiske stoffer som kommer i kontakt
med vann og lagres pa en fast overflate (Stellenbosch, Molobela et al. 2009). | tillegg vil flere
andre ulike faktorer spille inn inkludert temperatur, pH, tilgjengelighet pa naringsstoffer og

cellens morfologi (Simdes, Simdes et al. 2010).

Hvis bakterier ikke hadde hatt muligheten til & reamme fra biofilmen ved lave
neeringsstoffkonsentrasjoner, uvennlige naboer eller generelt ved ugunstige miljgforhold ville
biofilmen blitt en dgdsfelle (Watnick and Kolter 2000). Det finnes derfor som nevnt tidligere en
rekke ulike miljgfaktorer som trigger opplgsning og spredning av biofilm som blant annet
alterasjon i naeringsstoffer, oksygenmangel, lave niva av nitritt oksid (NO),
temperaturforandringer og lave eller hgye niva av jern. Det finnes ogsa flere bakterielle signal

som vil indusere opplgsning og spredning av biofilm. (McDougald, Rice et al. 2012) Som for
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eksempel AHL som star sentralt i QS hos Gram-negative og auto induserende peptider har en
tilsvarende rolle hos Gram-negative (Smith, Fratamico et al. 2009; McDougald, Rice et al.
2012). 1 tillegg har det blitt vist at flyktige fettsyrer, D-aminosyrer, polyaminer samt en rekke
enzymer kan ha en effekt pa opplgsning og spredning av biofilm (Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012;
McDougald, Rice et al. 2012).

2.7 D-Aminosyrer

Biofilm vil over tid eldes, samtidig vil ogsa neringsstoffer ofte bli begrensede og
avfallsprodukter vil hope seg opp. Det vil i dette tilfellet veere bra for de biofilm assosierte
bakteriene og trekke seg tilbake til en planktonisk tilveerelse. Derfor vil biofilm ofte ha en
begrenset levetid karakterisert med en eventuell opplesning indusert av selvproduserte
aminosyrer (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010; Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012).

Mange ulike fylum innenfor bakterier syntetiserer og slipper ut disse. D-aminosyrene. De styrer
cellevegg regulering i stasjoner fasen av vekst og farer til splittelse i aldrende bakteriekulturer,

som oftest kan sees som en opplgsning av biofilm (Cava, Lam et al. 2011).

Man har tidligere trodd at D-entaniomerere av aminosyrer har hatt liten innvirkning pa
biologiske prosesser. Mens L-aminosyrer ofte dominerer i naturen blir D-aminosyrer av og til
funnet i proteiner som ikke blir syntetisert av ribosomer, og blant annet D-Ala og D-Glu blir
rutinemessig funnet i peptidoglykanlaget hos bakterier (Cava, Lam et al. 2011).

Siden L-aminosyrer er den dominerende formen for aminosyrer i en organisme sa vil de typisk
virke som substrat for dannelse av D-aminosyrer, ved konvertering fra L- til D-aminosyrer. Dette
skjer ved hjelp av racemases som er enzymer som forandrer stereokjemien til det kirale o-
karbonet i aminosyren. Aminosyre racemacer blir klassifisert i to grupper pyridoxal-5-fosfat som

enten kan vere PLP avhengig eller PLP uavhengige enzymer (Cava, Lam et al. 2011).

Det har blitt utfert studier pa Bacillus subtilis som i tester i laboratorier har laget flytende biofilm
ogsa kjent som pellikkel i grenseflaten mellom vann/luft i et reagensrer (Branda, Gonzalez-
Pastor et al. 2001; Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012). Cellene i pellikkelen vil vaere holdt sammen
av en ekstra celluleer matrix som bestar av eksopolysakkarider og amyloid liknende fibre som i
hovedsak er sammensatt av proteinet TasA (Branda, Chu et al. 2006; Kolodkin-Gal, Cao et al.
2012).
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De ble funnet at B. subtilis biofilm hadde en begrenset levetid hvor den modnet etter tre dager
med inkubasjon i et biofilm induserende vekstmedium ved 22 °C. For sa & ga i opplgsning etter
atte dager og dermed slippe ut individuelle planktoniske celler (Kolodkin-Gal, Romero et al.
2010). Det ble sa studert hvordan cellene hos B. subtilis remte fra matriksen i pellikkelen for sa a
retunere til en planktonisk eksistens. Det ble funnet ut ved 4 tilsette supernatant fra atte dager
gamle kulturer til nye kulturer at gamle kulturer inneholdt stoffer som hindret pellikkeldannelse i
ferske kulturer. En av disse faktorene er en blanding av D-aminosyrer D-tyrosin, D-leucin, D-
tryptofan og D-metionin. Disse aminosyrene er inkorporert i celleveggens peptidoglykan hvor de
trigger frigivelse av amyloide fibre fra cellen (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010; Cava, Lam et
al. 2011).

Funksjonen bak dette er som falger B. subtilis biofilmer blir holdt pa plass av et ekstracellulert
matriks som inneholder celle ankrede amyloide fibre som bestar av det amyloidogeniske
proteinet TasA (Romero, Vlamakis et al. 2011). Som tidligere nevnt sa vil biofilmer opplases
over tid fordi cellene frigir de amyloide fibrene. Dette tror man er en konsekvens av at man far

inkorporert D-aminosyrer i celleveggen (Romero, Vlamakis et al. 2011).

Man har ogsa studier som viser at D-aminosyrer ogsa hindrer biofilmdannelse hos andre
stammer da hos Staphylococcus aureus og Pseudomonas aeruginosa (Kolodkin-Gal, Romero et
al. 2010).

Bakterier produserer D-aminosyrer i stasjonarfasen av vekst. D-aminosyrer som, D-tyrosin, D-
leucine, D-tryptofan og D-metionin var alle aktive i inhiberingen av biofilm i flytende og solid
medium (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010). Dette var i kontrast til korresponderende L-
isomerer og D-isomerer av aminosyrer som D-alanin og D-fenylalanin som viste seg og vere
inerte i studien. Studien testet sa videre hvilke minimumskonsentrasjoner man skulle legge seg
pa for a fa en effekt pa hemming av biofilm. Resultatet ble varierende konsentrasjoner, der D-
tyrosin viste seg a vaere mest effektiv med 3uM i forhold til D-metionin 2 mM og D-tryptofan 5
mM og til slutt D-leucine med en konsentrasjon pa 8,5mM. Det ble ogsa pavist at en blanding pa
~10 nM av disse D-aminosyrer, kunne virke synergistisk hemmende pa biofilm (Kolodkin-Gal,
Romero et al. 2010).



2.0 Teori

2.8 Enzymer

Dispersin B er en N-acetylglukosaminidase produsert av bakterien Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Dispersin B katalyserer hydrolysen av acetylglukosamin et
ekstracelluleert polysakkarid produsert av blant annet Staphylococcus epidermidis Enzymet
virket ved a frigi ekstracelluleert slim fra S. epidermidis celler. Noe som hindret biofilmdannelse
hos bakterien. Det ble ogsa foreslatt at dispersin B kunne ha den samme virkningen hos andre
bakteriearter (Kaplan, Ragunath et al. 2004). Proteinase K er et annet enzym hvor man har fatt
demonstrert en virkning ved bruk av dette i forskjellige Staphylococcus aureus-stammer. Det ble
pavist at Proteinase K bade kunne hemme biofilmdannelse og opplese allerede tilstedeveerende
biofilm hos S. aureus (Boles and Horswill 2008).

I en studie pd DNAse I, ble det funnet at denne ga full opplesning av biofilm ved
konsentrasjoner over 15 ng/ml, konsentrasjoner under ville hemme biofilmdannelse men full
opplasning ble ikke observert. Dette ble utfert pa bade Gram-positive og Gram-negative
henholdsvis da hos Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus
og Pseudomonas (Nijland, Hall et al. 2010).

Trypsin er en serin protease som er splitter peptidbindinger hos lysin og arginin. Dette enzymet
har vist seg effektivt hos blant annet S. aureus stammer (Gilan and Sivan 2013).

2.9 Norspermidin

Det har blitt vist at et polyamin ved navn norspermidin kan ha en virkning pa opplgsning av
biofilm. Dette ble oppdaget hos Bacillus subtilis (Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012). I tillegg til a
produsere D-aminosyrer for opplgsning ved at de virker pd protein komponenter i
biofilmmatriks, produserte B. subtilis i tillegg dette polyaminet som sammen med D-aminosyrer
fungerte som en opplgsningsfaktor for biofilm. Man tror norspermidin spesifikt virker pa
eksopolysakkarider i biofilmen. Norspermidin ble ogsa testet pa to andre arter da forholdsvis
Escherichia coli og Staphylococcus aureus resultatene viste ogsa her at biofilm ble inhibert. Det
ble ogsa vist at et narstdende polyamin som spermidin ikke hadde den samme effekten
(Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012).
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2.10 Biofilm i naeringsmiddelindustrien og tilhgrende biofilmkontroll
Biofilmkontroll er storkapital og sa langt har man bare fa metoder for nedkjemping av dette
problemet. Det blir blant annet bedrevet forskning pa nye antimikrobielle stoffer som kan trenge
gjennom biofilm samt legemiddel som hindrer biofilmdannelse ved at de blander seg inn i den
intercelluleere  kommunikasjonen mellom mikroorganismene. En klasse kjemikalier kalt
furanoner har blant annet vist lovende resultater i a forhindre utvikling av biofilm pa abiotiske
overflater (Madigan, Matinko et al. 2009).

Biofilm er et stort problem innen naringsmiddelindustrien og kan i enkelte tilfeller vaere en kilde
til mikroorganismer som er patogene for mennesker. Et stort faremoment vil selvfglgelig veere at
en potensiell patogen kan feste seg til denne biofilmen, for eksempel Esherichia coli i
neringsmiddelproduksjonen og Legionella i kjgletarn. En slik situasjon kan ofte bety at
produksjon ma stenges i en lengre tid noe som vil gi firmaet tapte inntekter. Biofilm kan sveert
ofte veere vanskelig a fjerne og fa kontroll over. Sveaert mange biocider er ineffektive til bruk ved
fjerning av biofilm og vil pa sitt beste bare nesten veere i stand til og fjerne planktoniske
mikrober. Man vil da sta igjen med en intakt biofilm som kan fortsette a rekontaminere og bygge
resistanse mot antimikrobiologiske stoffer (Grinstead 2009). Det har blitt vist at
mikroorganismer i biofilm er mer resistente mot mange toksiske substanser som antibiotika, klor
og vaskemidler det finnes bevis pa at dette skyldes lavere diffusjon av stoffer fra utsiden og inn i
biofilmen samt lavere cellevekst og biofilm spesifikke stoffer som eksopolysakkarider og QS-
effekter (Watnick and Kolter 2000).

I neringsmiddelindustrien finnes et utall ulike mater for a fjerne biofilm. Det er ofte vanlig &
benytte en kombinasjon av alkaliske midler og mekaniske krefter for & fjerne biofilm (Simdes,
Simdes et al. 2010). Mot organisk materiale som karbohydrater, proteiner og fett vil ofte
alkaliske og enzymbaserte vaskemidler veere bra. Mot uorganisk materiale som salt,
kalsiumnitrat og fosfat vil ofte syrebaserte vaskemidler vare effektive. Hovedbestanddelen i en
biofilm vil da veare karbohydrat men den vil ogsa inneholde protein, lipider og nukleinsyrer.
Biofilmen vil ogsa inneholde bakterier som i hovedsak bestar av karbohydrat, protein, fett og
salt. Derfor kan man se pa biofilm som organisk/uorganisk material som man har behov for a

fjerne i nzeringsmiddelindustrien (Grinstead 2009).

Biocider kan ogsa vaere nyttig til bruk og fjerning av biofilm. Det har blitt utfart mye forskning

pa omradet hvor man i grove trekk har funnet ut at biocider har en effekt, men ikke sa bra som
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man gnsker at den skal veere (Grinstead 2009). Flere studier viser til at biocider ikke har sa god
effekt pa bakterier i biofilm, man tror at dette skyldes barrierer i den polysakkarid-baserte
biofilmen som gjar at biocidene ikke klarer & trenge inn i like stor grad (Simdes, Simdes et al.
2010). Vanlig brukte biocider er stoffer som klordioksid, hydrogenperoksid, ozon og jod men
ogsa flere finnes (Grinstead 2009).

Oppsummert vil den beste maten a fjerne biofilm pa eller hindre den fra & dannes ikke vere
biocider eller desinfiseringsmidler men effektiv. og hyppig rengjering. Huvis
rengjaringsprosessene blir optimert slik at man fjerner mest mulig smuss, sa vil de samme
rutinene veere med pa fjerne mest biofilm. Biocider alene kan ikke kontrollere biofilm men vil
sammen med rengjering gi en hgyre sikkerhet mot biofilmdannelse. Effektiv og neyaktig

rengjaring vil ogsa sikre at biocider og desinfiseringsmidler gjar en bedre jobb (Grinstead 2009).

2.11 Bakterieslekter

Slekt Serratia

Rette staver 0,5- 0,8 um i diameter og 0,9- 2,0 um i lengde. Gram-negative bevegelige med
peritrikk flagell. Fakultativ anaerob. Kjemoorgantrof ved at den bade har respiratorisk og
fermentativ metabolisme. De vokser bra ved 30-37 °C. D-glukose og andre karbohydrater blir
brutt ned ved katabolisme som farer til dannelse av syre og gass. H,S blir ikke produsert, urea
blir ikke hydrolisert og malonate blir vanligvis ikke brukt. De fleste stammer produserer DNase
og hydroliserer maisolje. Gelatin blir vanligvis hydrolisert, den er nitratreduserende.
Karbohydrat blir fermentert av flere eller alle stammer inkludert maltose, D-mannitol, D-
mannose, salicin, sukrose og trehalose. Bakterien kan forekomme i kliniske prever hos
mennesker, i jord, vann, planteoverflater i tillegg til fordayelseskanalen hos gnagere og insekter.
Kan forarsake mastitt hos kyr. S. marcescens er blant annet en fremtredende opportunistisk
nosokomial og kan gi blodforgiftning og urinveisinfeksjon, men ogsa flere andre arter kan
forarsake bakteriemi (Holt, Krieg et al. 1994).

Det har blitt observert biofilmdannelse hos S. marcescens pa glass, polystyren- mikrotiterplate
og pa urin kateter i silikon (Smith, Fratamico et al. 2009). Man har ogsa sett at forandringer i
vekstmedium for S. marcescens vil kunne forandre morfologien pa biofilmen som ble dannet.

Fra enten en tradaktig til en mer «klassisk» mikrokoloni type biofilm. Spesielt ville et
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vekstmedium med lavt innhold av nearingsstoffer foretrekke en dannelse av mikrokoloni struktur
pa biofilm hos S. marcesens. Det ble ogsa gjort observasjoner som tyder pa at biofilmstruktur
hos denne bakterien er dynamisk og kan forandre seg alt etter hvilke forhold den lever i (Rice,
Koh et al. 2005).

Slekt Pseudomonas

Rette eller litt beyde, men ikke spiralformede staver. 0,5-1,0 x 1,5-5.0 um. Mange arter
akkumulerer poly-B-hydroksybutyrate som karbon reserver som kommer frem som «sudanofile
inklusjoner» Cellene farges Gram-negative og motilitet skjer ved en eller flere polare flageller.
De er sjelden ubevegelige, noen stammer kan ogsd ha en sideveis flagell med kortere
bglgelengde. De er aerobe og har en strikt respiratorisk metabolisme med oksygen som
elektronakseptor, i noen tilfeller kan nitrat brukes som alternativ elektronakseptor noe som gjer
at vekst kan skje ved anaerobe betingelser. De er ofte psykotrofe og de fleste stammer hvis ikke
alle, har problemer med & vokse nar omgivelsene blir for sure (pH 4,5) (Holt, Krieg et al. 1994;
Smith, Fratamico et al. 2009). De fleste stammer krever ikke organiske vekstfaktorer. De er
oksidase positive/negative, katalase positive og kjemolitotrofe som gjer dem i stand til & bruke
H, eller CO som energi kilder. Finnes med stor utbredelse i naturen, der noen stammer er

patogene for mennesker dyr og planter (Holt, Krieg et al. 1994).

Biofilm hos Pseudomonas dannes i grenseflater mellom faste legemer og vaske, i miljger som
kontinuerlig blir utsatt for neaeringsstoffer. Pseudomonas er beryktet for & produsere tykke lag
med biomasse, strukturert i soppe- eller pilar lignende former. Dog vil ikke alltid Pseudomonas
spp. falge denne strukturen og flere faktorer spiller inn for hvordan formen pa biofilmen blir
seende ut (Korber, Mangalappalli-lllathu et al. 2009). P. aeruiginosa har blant annet vist at den
kan danne en biofilm som er resistent mot antibiotika (Drenkard and Ausubel 2002). Det har
ogsa blitt vist hos P. aeruginosa at opplgsning av biofilm vil gke ved utarming av naringsstoffer.
Hos P. fluorescens ble det pavist at biofilm ble opplgst ved mangel pa organisk karbon, glukose
eller nitrogen og biofilm hos P. putida raskt ville opplgses ved mangel pa karbon (McDougald,
Rice et al. 2012).

Slekt Acinetobacter
Staver pa 0,9-1,6 um i diameter og 1,5-2,5 um i lengde. Far en kokkeformet fasong under den
stasjonare vekstfasen. De opptrer som regel i par, men ogsa i kjeder av variabel lengde. Celler

lager ikke sporer, er Gram-negative men av og til vanskelige & farge. Fremviser darlige
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svemmeegenskaper men har evnen til & bevege seg langs faste legemer, i hovedsak pa grunn av
tilstedeveerelsen av polar fimbriae. De er aerobe med oksygen som elektron akseptor. Alle
stammer vokser mellom 20-30 °C der de fleste stammer har et optimum mellom 33-35 °C. De er
oksidase negative og katalase positive. De fleste stammer vokser i et definert vekstmedium som
inneholder en enkel karbon og energi kilde. De bruker ammonium og nitrat salter som Kkilde til
nitrogen og har ingen krav til vekstfaktor. D-glukose er den eneste heksosen brukt av noen
stammer. Pentosene D-ribose, D-xylose og L-arabinose kan bli brukt som karbonkilde av noen
stammer, finnes vanligvis i jord, vann og kloakk (Holt, Krieg et al. 1994). Er ogsa
tilstedeveerende ved sykehus hvor spesielt en art, Acinetobacter baumannii har blitt assosiert med

utbrudd av nosokomiale infeksjoner (Marti, Rodriguez-Bano et al. 2011).

Det finnes en studie som peker pa at biofilmdannelse hos Acinetobacter spp er mer effektiv ved
25 °C enn ved 37 °C og at Acinetobacter spp. kan danne biofilm i grenseflater mellom fast stoff
og vann. Det ble ogsa pavist at det sakalte Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii
(ACB) kompleks kunne produsere biofilm i sjikte mellom vaske og luft en sakalt pellikkel, noe

som ikke ble observert hos andre Acinetobacter. (Marti, Rodriguez-Bano et al. 2011).

| en studie utfert av Lipski hvor pionér biofilmdanner i naringsmiddelindustrien ble analysert
fant man ut at opp mot 71 % av alle celler hgrte til Acinetobacter spp. Eksperimenter viste ogsa
at Acinetobacter spp. kleber seg hurtigere og mer solid til rustfritt stal en de fleste andre
mikroorganismer. Dermed vil de kunne gi andre mikroorganismer et fundament hvor de enklere
kan sla seg ned og gjennom proliferasjon vil de kunne danne en fullt utviklet biofilm (Lipski
2005).

Slekt: Bacillus

Celler er stavformede og rette med et mal pa mellom 0,5-2,5 x 1,2-10 pm. Ofte finner du de i par
eller i klynger. De er Gram-positive og er bevegelige ved hjelp av peritrikk flagell. Endosporene
er ovale men av og til runde eller sylindrisk i form. Det er ikke mer enn en spore per celle og
sporedannelsen blir ikke hemmet av tilgang pa luft. Bakterien er aerob eller fakultativt anaerob.
Med et stort spekter av fysiologisk evner nar det kommer til pH, salinitet og hgye temperaturer.
Bakterien er kjemoorganotrof med fermentativ og respiratorisk metabolisme. Vanligvis katalase
positiv. Funnet i en rekke habitater, et fatall er patogene mot virvel og virvellgse — dyr. (Holt,
Krieg et al. 1994)

13



2.0 Teori

Biofilmdannelse har blitt pavist hos Bacillus cereus. Overflater hvor denne bakterien danner
biofilm er glassfiber, rustfrittstal, polystyren-mikrotiterplater, glass, polyamide-6, polyvinyl
klorid og teflon. Dette kan i naringsmiddelindustrien fgre til biocide resistent biofilm i
produksjon (Korber, Mangalappalli-Illathu et al. 2009). Hos B. cereus er biofilmdannelsen mest
effektiv i sjiktet mellom vann luft og det har ikke blitt observert like mye biofilmdannelse ved
mer anaerobe vilkar. (Smith, Fratamico et al. 2009) Pa grunn av sporedannelse er de ogsa sveert
resistente mot stressfaktorer som varme og desinfeksjon (Korber, Mangalappalli-lllathu et al.
2009; Madigan, Matinko et al. 2009).

Slekt Psychrobacter

Kokkibasiller 0,9-1,3 x 1,5-3,8 um. Vanligvis oval formede, mens stavene kan variere i lengde.
Gram-negative, ikke bevegelige celler. Cellene er aerobe og ikke sporedannere. De er katalase
og oksidase positive der de fleste stammer er psykotrofe. De har mulighet til & vokse ved 5 °C
og har et temperaturoptimum rundt 20 °C de vokser vanligvis ikke ved 35-37 °C. De stammene
som vokser bra ved 35-37 °C har vanligvis ikke muligheten til & vokse ved 5 °C. Psychrobacter
blir ofte assosiert med fisk og fjgrfe og prosessert kjott. Mange stammer produserer syre ved
aerobe forhold fra glukose og mange flere andre sukkerarter. De fleste stammer danner syre fra
glukose og andre sukkerarter ved aerobe forhold. De deaminerer fenylalanin og tryptofan,
inneholder urease, reduserer nitrat og hydrolyserer Tween 80. Kan ikke produsere syre fra

fruktose eller sukrose og kan heller ikke hydrolysere stivelse (Holt, Krieg et al. 1994).

Slekt: Rhodococcus

Staver til forgrenede vegetative mycel kan bli dannet. | alle stammer blir den morfogenetiske
syklusen initiert i kokke eller en mindre utviklet stavform. Farges Gram-positive. De er aerobe
og delvis syrebestandige. Sensitive mot lysozym. Finnes i en rekke miljger, da spesielt i jord og
gjedsel fra planteetere. Noen stammer er patogene for dyr og mennesker (Holt, Krieg et al.
1994).

Slekt: Kocuria

Arter innenfor slekten Kocuria er aerobe gram positiv bakterie med en kokkoid form (Ma, Wong
et al. 2005; Takarada, Sekine et al. 2008) Bakterien tilhgrer familien Micrococcaceae i ordenen
Actinomyctales. Slekten Kocuria ble opprettet fra slekten Micrococcus. Medlemmer av denne
slekten har blitt isolert fra blant annet skinn hos pattedyr, jord, fermentert mat, ferskvann og

marine sedimenter. Slekten inneholder flere halotolerante og fenol degraderende stammer.
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Kocuria spp. har de senere arene fatt gkt fokus pa grunn av sine egenskaper som gjer de kan
veere arsaken til nosokomiale infeksjoner (Takarada, Sekine et al. 2008; Savini, Catavitello et al.
2010).

Slekt Escherichia

Rette staver 1,1-1,5 x 2,0-6,0 um forekommer alene eller i par. Gram-negative, bevegelige med
peritrikk flagell eller ubevegelige. Fakultativt anaerobe, kjemoorganotrofe ved at de bade har en
respiratorisk og en fermentativ metabolisme. Optimal temperatur er 37 °C. D-glukose og andre
karbohydrater blir brutt ned og det dannes syre og gass. Er oksidase negative og katalase
positive, metylrgdt positive og voges-proskauer negative og vanligvis citrat negative. Negative
for H,S, urea hydrolyse og lipase. Stammer i Escherichia reduserer nitrat og alle, eller de fleste
stammene fermenterer L-arabinose, maltose, D- mannitol, D-mannose, L-rhamnose, trehalose og
D-xylose. Forekommer som normal flora i de nedre delene av tarmen hos jevnvarme dyr med et
spesielt unntak, Escherichia blattae hos kakerlakker. E.coli stammer som inneholder
enterotoksiner eller andre virulensfaktorer som invasivitet og koloniseringsfaktorer kan gi diaré.
E. coli kan ogsd veere en arsak til urinveisinfeksjon og nosokomial infeksjoner som
blodforgiftning og meningitt. E. blattae er en annen sjeldne forekommende opportunistiske
patogene, som vanligvis blir assosiert med infeksjoner i sar (Holt, Krieg et al. 1994).

Stammer av E. coli danner biofilm pa glassoverflater, rustfritt stal, polyetylen, polyamide-6,
polyvinyl klorid, Teflon kuponger, fiberglass og polystyren mikrotiterplater (Smith, Fratamico et
al. 2009). Systemet for quorom sensing hos E. coli som har er en SdiA LuxR homolog har
mulighet til & oppdage AHL men ikke er i stand til & produsere disse selv (Kanamaru, Kanamaru
et al. 2000; Walters and Sperandio 2006). Man har ogsa funnet resultater som viser at uropatogen
E. coli stammer produserte veldig lite biofilm pa polystyren-plater og i glassrer (Ferriéres,
Hancock et al. 2007). Mens en annen E. coli stamme O157:H7 kan danne biofilm pa rustfritt stal,

polystyren-materiale, petriskaler og glass (Pawar, Rossman et al. 2005).

Slekt: Pantoea

Pantoea agglomerans het tidligere Enterobacter aggglomerans men pa grunn av dens
manglende evne til a ta i bruk blant annet ornithine sa ble den flyttet. Rette staver 0,5-1,0 x 1-3
pum. Gram-negative. Bevegelig med peritrikk flagell. De fleste stammer produserer et gult
pigment Fakultativ anaerob. Kjemoorganotrof har bade respiratorisk og fermentativ

metabolisme. Optimal temperatur er 30 °C. D-Glukose og andre karbohydrater blir brutt ned ved
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dannelse av syre men ikke gass. Oksidase negativ og katalase positiv. Indol negativ, Voges-
Proskauer og Simmons citrat positiv. Metyl rgd variabel. Ingen produksjon av H,S eller
hydrolyse av urea. Slekten er nitrifiserende. Karbohydrater fermenteres av de fleste stammer og
inkluderer L-arabinose, D-galaktose, maltose, D-mannitol, D-mannose, L-rhamnose, sukrose,
trehalose og D-xylose. Isolert fra overflater pa planter, frg, jord, vann samt fra sar hos mennesker

og dyr. De er en opportunistisk human patogen (Holt, Krieg et al. 1994).

Slekt Citrobacter

Rette staver omkring 1 um i diameter og 2-6 um i lengde opptrer alene og i par. Gram-negative,
vanligvis motile ved hjelp av peritrik flagell. Fakultativ anaerob. Kjemoorganotrof ved at de
bade har en respiratorisk og en fermentativ metabolisme. Optimal temperatur er 37 °C. D-
Glukose og andre karbohydrater blir brutt ned ved dannelse av syre og gass. Oksidase negativ og
katalase positiv. Reduserer nitrat. Karbohydrater blir vanligvis fermentert inkludert L-arabinose,
cellobiose, glycerol, maltose, D-mannitol. L-rhamnose, D-sorbitol, trehalose og D-xylose. Finnes
vanlig i feces hos mennesker og dyr. Noen stammer opptrer som patogener, blir ogsa funnet i
vann, kloakk og mat (Holt, Krieg et al. 1994).

Slekt Corynebacterium

Rette eller noe bgyde staver kan ha kileformet og av og til klumpeformede ender. Cellene er 0,3-
0,8 x 1,5-8,0 um. Cellene finnes ofte som enslige eller som par, ofte i en v-formasjon eller i en
palisade med flere parallelle celler. De er Gram-positive dog farges noen celler ujevnt noe som
kan gi noe som ligner pa et perlebesatt manster. Cellene er ubevegelige og ikke sporedannere,
fakultativt anaerobe og ikke syrebestandige. Vanligvis kreves det et naringsrikt medium. De er
kjemoorganotrofe med fermentativ metabolisme, de fleste stammer produserer syre uten gas fra
glukose i tillegg til noen andre karbohydrater. Katalase positive og denitrifiserende. Danner
sjelden syre fra laktose eller raffinose. Er i hovedsak obligate parasitter i slimhinner eller pa hud
hos pattedyr, men kan i noen tilfeller ogsa finnes andre steder. Noen stammer er patogene for
pattedyr (Holt, Krieg et al. 1994).
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Slekt: Brochothrix

Normale uforgrenet staver mellom 0,6-0,7 x 1-2 um som finnes som single eller i kjeder, eller i
lange tradaktige kjeder som folder seg inn i knutelignede klumper. Kokkoide former kommer
frem i eldre kulturer. De er Gram-positive, ubevegelige og ikke sporedannende. Brochothrix
stammer er fakultativ anaerobe og produserer ikke pigmenter. De vokser ved temperaturer pa 0-
30 °C. der optimum er 20-25 °C. Hovedproduktet fra fermentering av glukose er L(+)-lactate.
Celler er katalase positive og inneholder cytokromer. De farges metylragd og er VVoges-Proskauer
positive. Brochotrix-stammer finnes ofte i kjgttprodukter men kan ogsa finnes i en rekke andre
miljger. (Holt, Krieg et al. 1994)

Slekt Carnobaterium

Tynne rette staver 0,5-0,7 x 1,0-2,0 um finnes i par eller alene noen ganger i korte kjeder. Kan
vokse ved anaerob forhold (Leisner, Laursen et al. 2007). Bakterien er Gram-positive og kan
veere bade bevegelig og ubevegelig. De er kjemoorgantrofe, heterofermentative og produserer i
hovedsak L(+)-laktat fra glukose. De vokser ved 10 °C men ikke ved 45 °C optimum er 30 °C.
Carnobacteria er katalase negative og nitrat blir ikke redusert. Bakterien er ikke sporedannende
og celler blir vanligvis funnet i kjgttprodukter og fisk. En art C. piscicola er patogen for laks
(Holt, Krieg et al. 1994).

Slekt Curtobacterium

Sma korte uregelmessige staver i friske kulturer, 0-4-0,6 x 0,6-3,0 um men blir kokkoide i eldre
kulturer. Finnes anordnet som enslige celler, men av og til i par. Da ofte i en V-formasjon der
ingen forgreining oppstar. De er Gram-positive men celler fra eldre kulturer blir lett avfarget. Er
i hovedsak bevegelig med peritrik flagell. Ikke sporedannende og syrebestandig. Obligat aerob
og vil pa vekstmedium vanligvis gi oransje eller gule kolonier. De er kjemoorganotrofe og ikke
spesielt krevende ernaeringsmessig. Metabolismen er respiratorisk som gir sma mengder syre fra
glukose og noen andre karbohydrater. De er katalase positive og optimum veksttemperatur er 25-
30 °C. Finnes i planter og jord. C. flaccumfaciens er blant annet en plantepatogen (Holt, Krieg et
al. 1994).
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3.0 Material og metode

3.1.1 Vekstmedier

Vekstmedier ble sterilisert ved autoklavering ved 121 °C i 15 minutter. Flasker med buljong ble
lagret ved romtemperatur. Agarskaler ble lagret i kjglerom. I tabell 3.1 ser man en oversikt over
hvor i forsgket de ble benyttet.

Tabell 3.1: Oversikt over vekstmedier benyttet i oppgaven.

Vekstmedie Forsgk der medium ble benyttet

Tryptone Soya Agar fra Oxoid (TSA) Som medium til oppbevaring av bakteriestammer under
forsgk

Tryptone Soya Broth fra Oxoid (TSB) Generelt til vekst og biofilmdannelse i ror og i

mikrotiterplater
TSB + 0,33 % D-glukose monohydrat + 0,26 % NaCl Forforsgk

(TSBNG)
TSB + 2 % D-glukose monohydrat + 0,5 NaCl Forforsgk
(TSBNG2)
TSB + 2 % D-glukose monohydrat + 2 % NaCl Forforsgk
(TSBIND)

3.1.2 Stamlgsninger

En oversikt over lgsninger som ble brukt i forsgkene vist i tabell 3.2 Det ble laget stamlgsninger
for de fleste stoffene med unntak av trypsin. D- og L-aminosyrer ble oppbevart pa kjglerom
mens enzymer ble oppbevart i fryser ved -18 °C. norspermidin ble oppbevart ved romtemperatur.
Stamlgsninger som ble tatt i bruk ble sterilfiltrert ved bruk av et 0,2 pum sterilfilter (WWR,

international).

Tabell 3.2: Oversikt over stamlgsninger benyttet i oppgaven

Stoff Konsentrasjoner ved lagring  Lgsningsmiddel Leverandar

L/D-Prolin 50 mM Deionisert H,0 Sigma-Aldrich
L/D-Fenylalanin 50 mM Deionisert H,0 Sigma-Aldrich
L/D-Leucin 850 mM Deionisert H,0 Sigma-Aldrich
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L/D-Tryptofan
L/D-Tyrosin

L/D-Metionin
D-Alanin

DNase
(Deoxyribonuclease
)

Dispersin B
Proteinase K
Trypsin

Norspermidin

250 mM
50 mM

200 mM
50 mM
25 mg/ml

2240 pg/ml
10 mg/ml

| pulver form
20 mM

Deionisert H,0

Deionisert H,0 + NAOH (til
opplast, pH ca. +1)

Deionisert H,0

Deionisert H,0

H,0

50 % glyserol 10 mM trisHCI
Deionisert H,0

Deionisert H,0

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Kane, biotech inc.

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

3.1.3 Oppbevaring og dyrking av bakteriestammer

Bakteriestammer ble oppbevart i fryser ved -80 “C i 20 % glyserol og 80 % vekstmedium.

Bakteriestammer ble tatt opp fra frys og podet ut pa TSA. Disse ble dyrket opp ved 30 °C ca. 24

timer. Renkulturer ble sa podet over til en ny TSA-skal som gjennomgikk samme prosess. Disse

ble sé lagret ved 4 °C. For & holde kulturene ferske ble bakteriestammene med jevne mellomrom

podet over pa en ny TSA-skal.

3.1.4 Bakteriestammer

Det ble benyttet 41 bakteriestammer i dette forsgket med flere stammer innenfor bakterieslekter

som dominerer pa overflaten i naringsmiddelindustrien.

Bakteriestammene har forskjellig

opphav, der de fleste er isolerte fra neeringsmiddelindustrien mens noen er laboratoriestammer

fra American Type Culture Collection (ATCC.) For en fullstendig liste over bakteriestammene

se tabell 3.3.

Tabell 3.3: Tabell over ulike bakteriestammer.

Stammenummer fra Slekt/art Opphav
database hos Nofima

(MF)

3627 Acinetobacter calcoaceticus Slakteri

3293 Acinetobacter calcoaceticus Klorfotbad, veeske
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4122

4091
3290
1987

3142
3282
3141
4705
3732
3729
4641

4104
4707
3000-4
3601
1944
K96.6
1943
K.96.4
3600
3720
3376
3727
4633
4659
3971
3613
2326
2602
3612
3784
3620
3631

Acinetobacter guillouiae

Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter wloffi

Bacillus subtilis

Bacillus cereus

Bacillus fuciformis
Bacillus pumilis

Bacillus subtilis
Geobacillus staerothermophilus
Psychrobacter
Psychrobacter
pulmonis/faecalis
Psychrobacter glacincola
Psychrobacter faecalis
Pseudomonas sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fragi
Pseudomonas fragi
Pseudomonas fulgida
Pseudomonas putida
Rhodococcus equi
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus fascians
Serratia liquiefaciens
Serratia marcescens
Serratia marcescens
Serratia marcescens
Serratia proteamaculans
Kocuria sp.

Kocuria rhizophila

Citrobacter freundi

Fiskebedrift A

Fiskebedrift K

Svaber fra klorfotbad meieri
=ATCC6051=NCTC6051

Dette er stammen brukt av Kolodkin-gal for
D-aminosyrer (Kolodkin-Gal, Romero et al.
2010)

Meieri, hygieneprgve

Svaber fra klorfotbad meieri

Meieri, hygieneprgve

Fiskeforfabrikk

Smaskala osteprodusent G

Smaskala osteprodusent D

Kjettforedling, transportband

Fiskebedrift A
Fiskeforfabrikk

Forfabrikk

Slakteri

ATCC17400

Fiskebedrift K

ATCC4973

Fiskebedrift K

Slakteri

Smaskala osteprodusent O
DSM20307

Smaskala osteprodusent O
Kjettforedling, transportband
Kjettforedling, transportband
Fiskebedrift K

Slakteri

Foredlingsbedrift fjgrfe, gulv
ATCC13880

Slakteri

Smaskala osteprodusent DB
Slakteri

Slakteri
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4701
4709
3733
3001-1
K96.9
4109

Corynebacterium simulans Fiskeforfabrikk
Curtobacterium flacuumfaciens  Fiskeforfabrikk

Escherichia coli Smaskala osteprodusent G
Pantoea agglomerans Forfabrikk

Brochotrix thermosphacta Fiskebedrift K
Carnobacterium Fiskebedrift A

maltaromaticum

3.1.6 Tillaging av overnattkulturer

-Ved tillaging av overnattkultur ble enkeltkolonier fra TSA-skal podet til 3 ml TSB og
dyrket opp ved 30 °C i ca. 24 timer.

3.1.7 Rarmetode

3.1.8

Steg 1
30 ul fra overnattkulturen ble overfart til nytt ripefritt glassrar med 3 ml TSB. Glassraret
bar veere ripefritt for & fa en mest mulig ngyaktig og uniform maling av biofilm

Rar ble sa inkubert ved 30 °C og 150rpm risting

Steg 2

Etter inkubering ble vekstmediet tamt ut. hvert rgr ble vasket tre ganger med deionisert
vann (DH,0)

Det ble sa observert for eventuell synlig biofilm

Det ble sa farget med krystallfiolett. Hvert rgr ble tilsatt 4 ml 0,1 % krystallfiolett med en
virketid pa omtrent fire minutter

Krystallfiolett-lgsningen ble sa helt ut og de ble etterskylt fire ganger med DH,O0.
Biofilmdannelse ble sa observert og dokumentert

Rer ble sa tilsatt 4 ml surgjort etanol (0,2 % 37 % HCI til 99,8 % etanol) og whirlmixet
far en overfarte en 1 ml fra hvert ror til sin egen kyvette
A 600nm ble sa malt med et spektrofotometer (Ultrospec, 3000, Pharmacia Biotec, USA)

opp mot deionisert vann for hver enkelt kyvette

Mikrotiterplatemetode

Mikrotiterplater ble inkubert ved 30 °C
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Etter inkubering ble farst A 600nm malt (SpectroStar Nano, Bmg labtech, Tyskland) som
et mal pa total vekst.

Kultur ble sa helt av brett og brettet ble vasket med DH,0 i to trinn med en platevasker
(Wellwash AC, Thermo Electron Corporation, USA)

Det ble sa tilsatt 200 pl 0,1 % krystallfiolett med virketid pa ca. 4 minutter. Fer man igjen
vasket brettet med DH,O i en tre trinns prosess med den samme platevaskeren

Det ble sa tilsatt 200 pl surgjort etanol til hver brann, far brettet gjennomgikk en ristefase
pa to minutter (Vari-shaker, Dynatec, Askim, Norge) for & sikre at fargen i hver brgnn ble
blandet

100 pl surgjort etanol og farge ble sa overfart til et nytt brett far man malte A 600nm som

et mal pa biofilmdannelse
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3.1.9 Oversikt over hva som ble gjort i forsgket

«
Forforsek (valg av
medie)
D-aminosvrer Hovedforsek (41
i _ baktenestammer)
I -aminosvrer Effekt pa biofilmdannelse ved
v bruk av anunosyrer
Mikratiterplatemetode 47 4‘{ Rormetaode
Eoromer Effekt pa biofilmdannelse Norsoermidin G’e‘““kmt:’; bagflg‘;;mm“
- ved bruk av ulike stoffer P nec po
\ | biofilmmedgang
b /-‘ - iy b

— ]

D-aminosvrer

Formsek med
supenatant

Figur 3.1: Flytskjema over hva som ble gjort i forsaket.

3.2 Innledende forsgk

De ble utfart et innledende forsgk med atte stammer der man sa pa biofilmdannelse i rer og i
mikrotiterbrett. Hensikten var a finne frem til et vekstmedium som gir god biofilmdannelse.

Bakteriestammer brukt i forforsgket var.
-MF 3627 Acinetobacter calcoaceticus

-MF 4641 Psychrobacter pulmonis/faecalis
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-MF 3720 Pseudomonas putida

-MF 4633 Rhodococcus erythropolis

-MF 3612 Serratia proteamaculans

-MF 3733 Escherichia coli

-MF K96.9 Brochotrix thermospacta

-MF 4109 Carnobacterium maltaromaticum

Vekstmedier benyttet i dette forsgket var TSB, TSBNG, TSBNG2 og TSBind. Det har tidligere
blitt vist at en blanding av NaCl og glukose kan gke biofilmdannelsen hos stafylokokker
(Mgretrg, Hermansen et al. 2003; Rode, Langsrud et al. 2007).

Disse atte bakteriestammene ble dyrket som overnattkulturer se punkt 3.1.6. Deretter ble 100 pl
av en 1:100 fortynning ble overfart til en brenn med 100 pl TSB i et mikrotiterbrett og 30 ul ble
overfart til et ripefritt glassrar med 3 ml TSB. Begge ble inkubert i to dager. Disse ble sa videre
behandlet etter steg 2 i metode gitt i punkt 3.1.8 for rgr og punkt 3.1.9 for mikrotiterplater. Ut i
fra resultatene observert i innledende forsgk ble det besluttet & bruke TSB som generelt

vekstmedium videre i arbeidet.

3.3 Rgrmetode

3.3.1 Biofilmdannelse i glassragr over en fastsatt tidsperiode

Ulike studier peker pa bakteriestammers evne til & danne biofilmopplgsende komponenter
(Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010; Boles and Horswill 2011; Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012).
Alle stammene i tabell 3.1.5 ble sjekket for biofilmdannelse over en periode pa 14 dager med
uttak pa dag 1, 2, 6, 10 og 14. | tillegg ble det tatt med en blank kontroll som gjennomgikk
samme prosess som gvrige hvor snittverdien senere ble trukket fra hver bakteriestamme.
Formalet med oppgaven var a se pa ulike stammers evne til og produsere biofilm og om enkelte
stammer ville fa en nedgang i biofilm pa grunn av egenproduserte komponenter. Forsgket ble
startet opp ved tillaging av overnattkulturer beskrevet i punkt 3.1.6. Neste dag ble forsgket satt i

gang med overfgring av bakteriesuspensjon til nytt rar etter punkt 3.1.7 steg 1 Pa uttaksdager ble
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forsgket gjennomfart etter punkt 3.1.7 steg 2. For bakteriestammer der biofilmdannelse sa ut til &

avta over tid ble forsgket gjentatt for & se om man fikk samme resultat.

3.3.2 Undersgkelse om supernatant fra potensielle bakteriestammer kan hemme
biofilmdannelse
Man gnsket & se om supernatant fra ulike bakteriestammer der biofilm lgsnet ogsa hadde en

effekt pa biofilmdannelse ved inkubering sammen med ferske stammer.

Tabell 3.4: Baktereistammer testet i supernatantforsgket.

Stammenummer Bakteriestam Lagringstid  Virketid  Sterilfiltrert Suspensjon (Styrkeforhold)

fra Nofima (MF) me (supernatan (0,2 pm)
t)

3282 Bacillus 12 dager 6 dager Ja 1,5ml2x TSB + 1,5 ml
fuciformis supernatant

3613 Serratia 6 dager 1.5dager Ja 1,5ml2x TSB + 1,5 ml
marcescens supernatant

2326 Serratia 6 dager 1.5dager Ja 1,5ml2x TSB + 1,5 ml
marcescens supernatant

2602 Serratia 309 6dager 1.5dager Ja/nei 1,5ml2x TSB/TSB + 1,5 ml
marcescens supernatant

Starten pa forsgket ble utfart i henhold til punkt 3.1.6 og punkt 3.1.7 steg 1. Ut i fra tidligere
observasjoner gjort i rarmetodeforsgket ble det bestetemt hvilke og hvor lenge bakteriestammene
skulle lagres fagr hgsting, dette blir gjort i henhold til tabell 3.4. Etter endt lagringstid ble
supernatanten overfgrt til sentrifugerer (WWR, intenational) og sentrifugert ved 4200 rpm i 20
minutt ved romtemperatur (Sorwall RC5C plus, Thermo Scientific, USA). Dette ble gjort for a
spinne ned cellematerial, som ikke var gnskelig a ha med videre. Supernatanten ble sa eventuelt

sterilfiltrert, se tabell 3.4 og oppbevart ved -18°C.

Videre ble supernatant testet mot den samme bakteriestammen den kom fra i et styrkeforhold pa
50 % i TSB med dobbel konsentrasjon og en lagringstid som oppgitt i tabell 3.4. Det ble ogsa
laget rgr som inneholdt 1,5 ml DH,0 og 1,5 ml TSB i dobbel konsentrasjon (2 x TSB). Dette
skulle fungere som en kontroll. Som en ekstrakontroll ble ogsa rgr med vanlig TSB podet med

bakterielgsning. For MF 2602 ble det ogsa kjart et forsgk hvor man tok i bruk ufiltrert
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supernatant i styrkeforhold 50 % og ved bruk av vanlig TSB. Kontroll i dette forsgket bestod av
1,5 ml vann og 1,5 ml TSB. Rarene ble sa inkubert ved 30 °C og ristet ved 150 rpm ved en
virketid som oppgitt i tabell 3.4.

3.4 Mikrotiterplatemetode

3.4.1 Ulike stoffer og effekt pa biofilmdannelse i mikrotiterplater

Det er kjent fra litteraturen at enzymer og D-aminosyrer kan ha en effekt pa biofilmdannelse hos
bakterier (Kaplan, Ragunath et al. 2004; Boles and Horswill 2008; Kolodkin-Gal, Romero et al.
2010; Nijland, Hall et al. 2010; Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012; Gilan and Sivan 2013). | tillegg
har det blitt gjort kjent at polyaminet norspermidin ogsa kunne ha den samme opplgsende
effekten (Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012). P& bakgrunn av denne informasjonen ble det derfor
undersgkt om disse stoffene ville ha noen effekt pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett for
bakteriestammer gitt i tabell 3.3. Enzymer, D-aminosyrer og norspermidin ble testet i
konsentrasjoner i henhold til tabell 3.5.

Forsgket startet med tillaging av overnattkultur i henhold til punkt 3.1.6. Dagen etterpa fikk hvert
enkelt stoff tilegnet seg sin egen mikrotiterplate. Stoffene ble tilsatt i TSB for tillaging i en 10 %
sterkere form og 180 ul av denne blandingen ble overfart til hver brgnn. Senere ble 20 pl av en
1:100 overnattkultur overfart for hver enkelt bakteriestamme, til et samlet volum pa 200 pl i hver
brenn. Noe som ville oppfylle den gnskede konsentrasjonen for hvert enkelt stoff. | tidligere
forsgk har biofilm blitt behandlet med enzymer etter inkubering mens D-aminosyrer ble tilsatt
for (Kaplan, Ragunath et al. 2004; Harmsen, Lappann et al. 2010; Hochbaum, Kolodkin-Gal et
al. 2011). I dette forsgket ble alle stoffene tilsatt far inkubering.

Hvert brett hadde blanke kontroller (ikke inokulert med bakterier), gjennomsnittet av denne A
600nm-verdien ble senere trukket fra hver enkelt bakteriestamme sin biofilmdannelse, for & gjere
opp for eventuelle feilkilder, som for eksempel avleiringer fra vekstmediet. Konsentrasjoner for
tilsetting av D-aminosyrer, enzymer og norspermidin ble hentet fra litteraturen. Som vist i tabell
3.5. Mikrotiterplatene ble inkubert over to dager og resten av forsgket ble utfgrt i henhold til
punkt 3.1.8. For bakteriestammer som dannet lite biofilm over to dager ble det kjort et

ekstraforsgk over 10 dager.
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Tabell 3.5: Oversikt over ulike stoff og konsentrasjoner til mikrotiterforsgk.

Stoff Konsentrasjoner Referanse

under inkubering

D-Prolin 0,5 mM Konsentrasjon tidligere benyttet mot Staphyloccus
aureus biofilm (Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011)
D-Fenylalanin 0,5mM Konsentrasjon tidligere benyttet mot Staphyloccus
aureus biofilm (Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011)
D-Leucin 8,5 mM Konsentrasjon tidligere benyttet mot Bacillus subtilis
biofilm (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010).
D-Tryptofan 5.0 mM Konsentrasjon tidligere benyttet mot Staphyloccus
aureus biofilm (Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011)
D-Tyrosin 0,5 mM Konsentrasjon tidligere benyttet mot Staphyloccus
aureus biofilm (Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011).
D-Metionin 2.0 mM Konsentrasjon tidligere benyttet mot Bacillus subtilis
biofilm (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010)
DNase (Deoxyribonuclease 100 pg/ml Konsentrasjon tidligere brukt ~ mot Listeria
) monocytogenes biofilm (Harmsen, Lappann et al. 2010).
Dispersin B 50 pg/ml Konsentrasjon tidligere brukt mot Escherichia coli,

Staphyloccus epidermidis, Pseudomonas, fluorescens og
Yersinia pestis biofilm (Itoh, Wang et al. 2005)
Proteinase K 100 pg/ml Konsentrasjon ble brukt mot Staphyloccus epidermis og
S. aureus (Kogan, Sadovskaya et al. 2006).
Trypsin 100 pg/ml Konsentrasjon tidligere brukt mot Staphyloccus spp.
biofilm (Chaignon, Sadovskaya et al. 2007)
Norspermidin 200 uM Konsentrasjon brukt mot biofilm hos Bacillus subtilis
(Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012)

3.4.2 Ulike konsentrasjoner av D- og L-Aminosyrer
For noe utvalgte bakteriestammer hvor man sa en effekt pa tilsats av D-aminosyrer ble det
besluttet & teste D-aminosyrer i en 2mM konsentrasjon. | tillegg til de konsentrasjonene testet for

D-aminosyrer i tabell 3.5. Dette ble gjort for & kunne sammenligne effekter av ulike aminosyrer
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Det ble ogsa besluttet & teste de samme aminosyrene som L-aminosyrer i de samme
konsentrasjonene som for D-aminosyrer. Litteraturen peker blant annet pa at disse vil vare
inaktive nar det gjelder opplasning av biofilm i motsetning til D-aminosyrer (Kolodkin-Gal,
Romero et al. 2010; Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011). | tillegg ble D-alanin inkludert i
forsgket. Tidligere forsgk viser at denne aminosyren ogsa skal vere inaktivt i inhibering av
biofilm (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010). D-alanin ble testet i 2.0 og 5.0 mM konsentrasjon.

Videre ble forsgket utfart pa samme mate som i punkt 3.4.1

3.5 Statistiske metoder

Microsoft Excel 2010 ble benyttet for behandling av data og for tillaging av diagrammer.
MINITAB/Excel ble brukt til beregning av all statistikk. Resultater av statistiske metoder er gitt i
vedlegg 2
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4.0 Resultat

4.1.0 Rgrmetode: biofilmdannelse i glassrer

Biofilmdannelse ble undersgkt for 41 bakteriestammer over en periode pa 14 dager. Forsgket ble
utfgrt en gang. Tabell 4.1 og 4.2 viser gjennomsnitt og standardavvik for biofilmdannelse hos
slekter med mer enn to stammer ved henholdsvis to og 14 dager. Resultatet viser hgye
standardavvik noe som blant annet gir indikasjoner pa store individuelle forskjeller innenfor
slektene. Pseudomonas spp. dannet ogsa signifikant (p = 0,008) mer biofilm i glassrer etter 14
dager enn Bacillus spp., Rhodococcus spp. og Serratia spp. Det ble ikke funnet noen signifikante
forskjeller etter to dager. Man sa ogsa at biofilmdannelsen var stgrre ved 14 dager enn ved to
dager (p = 0,000). Der gjennomsnittet for to dager var 0. 206 A 600nm og 1.105 A 600nm etter
14 dager.

Tabell 4.1: Gjennomsnitt og standardavvik for biofilmdannelse etter to dager (A 600nm) for bakterier dyrket
i glassrgr med TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.

Bakterieslekt Antall Gjennomsnitt Standardavvik
bakteriestammer
Serratia 5 0,461 0,317
Acinetobacter 5 0,338 0,335
Pseudomonas 8 0,124 0,182
Bacillus 6 0,121 0,191
Psychrobacter 4 0,091 0,267
Rhodococcus 4 0,007 0,070

Tabell 4.2: Gjennomsnitt og standardavvik for biofilmdannelse etter 14 dager (A 600nm) for bakterier

dyrket i glassrgr med TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.

Bakterieslekt Antall Gjennomsnitt Standardavvik
bakteriestammer
Pseudomonas 8 2,058 1,375
Acinetobacter 5 1,614 1,122
Psychrobacter 4 1,124 1,373
Bacillus 6 0,342 0,182
Rhodococcus 4 0,217 0,251
Serratia 5 0,208 0,369
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4.1.1 Serratia spp.

Figur 4.1 viser biofilmdannelse i glassrar hos fem forskjellige stammer innenfor slekten Serratia.
Hos Serratia spp. man kan se tegn pa at flere rgr har spredt biofilmdannelse, og ikke like
konsentrert dannelse av biofilm i vaeskeoverflaten. Biofilm hos Serratia spp. ble opplgst over tid.
Derfor ble glassrar fra dag seks valgt med fordel for dag 14. Unntaket er MF 2602 som allerede

etter en dag viser god biofilmdannelse, for deretter a relativt raskt opplgses.

MF 3971 MF 3613

Figur 4.1: Biofilmdannelse hos fem forskjellige stammer av Serratia spp. etter seks dagers dagers
inkubering, utenom MF 2602 som er inkubert i en dag i TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.
Bildene er tatt etter fjerning av medium og farging med krystallfiolett.

Figur 4.2 viser biofilmdannelse over tid for de ulike stammene innenfor slekten Serratia. | dette

forsgket viste Serratia spp. rask biofilmdannelse for sa & avta.

1
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0,8 —
0,6 — MF 3971

o — —B— MF 3613

’ / >>.\/ —#—MF 2326
0,2 MF 2602
. ;7<: : é —¥—MF 3612

Dag 1 Dag 2 Dag 6 Dag 10 Dag 14

Biofilmdannelse A 600nm

Figur 4.2: Biofilmdannelse over tid (A 600nm) for ulike stammer av Serratia dyrket i glassrar med
TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.
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4.1.2 Pseudomonas spp.

Figur 4.3 viser biofilmdannelsen i glassrer for atte stammer innenfor slekten Pseudomonas. Flere
stammer innenfor slekten viste seg som gode biofilmdannere. Man ser ogsa at den tykkeste
biofilmen dannes i grenseflaten mellom vaske og luft. Dog har flere av artene produsert biofilm

i store deler av roret. Kraftig pellikkel ble observert etter to dager for MF 3601 P. aeruginosa for

sa a forsvinnne. En pellikkel er biofilm i grenseflaten mellom vaske og luft (Liang, Gao et al.
2010).

MF 30044 MF 3601 MF 1944 MFK 96.6 MF 1943 MF 96.4

Fig 4.3: Biofilmdannelse hos étte forskjellige stammer

av Pseudomonas spp. etter 14 dagers inkubering i TSB
ved 30 °C og risting ved 150 rpm. Bildene er tatt etter

fjerning av medium og farging med krystallfiolett.

MF 3600 MF 3720

Figur 4.4 viser biofilmdannelse over tid. Man ser at flere av de atte stammene innenfor slekten
Pseudomonas viste gode egenskaper for biofilmdannelse. Da henholdsvis hos P. fragi MF 1943,
Pseudomonas sp. MF 3000-4, P. fluorescens MF 1944, P. fragi MF 96.4 og P. putida MF 3720.
Verdiene var i tillegg sa hgye pa dag 14 for disse stammene at det ikke lenger var malbare pa
instrumentet som ble brukt (merket med >3.0). Alle stammene som tilhgrte Pseudomonas spp.
dannet mer biofilm over tid med unntak av MF 1944 som pa dag 10 hadde en delvis opplasning
av biofilm. P. aeruginosa MF 3601 viste i dette forsgket darlige egenskaper for biofilmdannels
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Figur 4.4: Biofilmdannelse over tid (A 600nm) for ulike stammer av Pseudomonas dyrket i glassrar
med TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.

4.1.3 Acinetobacter spp.

Figur 4.5 viser biofilmdannelse i glassrgr for fem stammer fra slekten Acinetobacter.
Acinetobacter spp. viser i dette forsgket god biofilmdannelse i grenseflaten mellom luft og
vaeske. Dette er gjennomgaende hos alle stammer utenom A. wloffi MF 3290 (fig 4.6) som
tydelig i dette forsgket ikke viser de samme egenskapene for biofilmdannelse. MF 3290 er
isolert fra svaber fra klorfotbad i meieri. Det ble ogsa i en starre eller mindre grad observert en
farget sirkel i bunn av reret. Det antas at dette i hovedsak skyldes avleiringer fra vekstmediumet
siden dette ogsa ble observert i blank kontroll. Dette var ogsa gjeldende for gvrige

bakteriestammer. Ingen pellikkeldannelse ble registrert hos noen av stammene av Acinetobacter

SPP.
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Ji
B

MF3627  MF3293  MF4122  MEF 4091 MF 3290

Figur 4.5: Biofilmdannelse hos fem forskjellige stammer av Acinetobacter spp. etter 14 dagers
inkubering i TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. Bildene er tatt etter fjerning av medium og
farging med krystallfiolett.

Figur 4.6 viser biofilmdannelse over tid for de stammene som har blitt jobbet med innenfor
slekten Acinetobacter. Acinetobacter spp. viser god biofilmdannelse over en periode pa 14 dager.
Unntaket er A. wloffi MF 3290 som i dette forsgket viste darlige egenskaper for produksjon av
biofilm. Alle stammene viste gradvis gkning i biofilmdannelse over en periode pa 14 dager.
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Figur 4.6: Biofilmdannelse over tid (A 600nm) for ulike stammer av Acinetobacter dyrket i glassrar
med TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.

4.1.4 Bacillus spp.

Figur 4.7 viser biofilmdannelse i glassrar for seks stammer fra slekten Bacillus. For Bacillus spp.
ble det observert en spredt biofilm i hele ragret og ikke en like tydelig ring i grenseflaten mellom
vaeske og luft som for andre slekter. Ut i fra forsgket kan man se resultater som tyder pa at
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Bacillus spp. er en darligere biofilmdanner pa glass enn Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,
og Psychrobacter spp. etter 14 dager. Pellikkeldannelse under disse forholdene ble registrert hos
B. subtilis MF 1987 etter seks dager. Det ble ikke registrert pa dag 10, pa dag 14 ble det
observert en svak pellikkel. MF 4705, ogsa det en B. subtilis. dannet en kraftig pellikkel etter

seks dager. Pa dag 10 var den ogsa tilstede, men etter 14 dager var den borte.

= -
MF 1987 MF 3142 MF 3282 MF 3141 MEF 4705  MF 3732

Fig 4.7: Biofilmdannelse hos seks forskjellige stammer av Bacillus spp. etter 14 dagers inkubering i
TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. Bildene er tatt etter fjerning av medium og farging med
krystallfiolett.

Figur 4.8 viser biofilmdannelse hos Bacillus spp. over 14 dager. Slekten Bacillus viste relativt
darlig biofilmdannelse over en periode pa 14 dager. Biofilmdannelsen holdt seg jevnt under 0,4
A 600nm for de fleste stammer. Figuren kan gi indikasjoner pa at biofilmdannelsen ser ut til & ta
seg opp etter 10 dager for fire av stammene mens det motsatte ser ut til & skje hos B. subtilis MF
4705 og B. fuciformis MF 3282.
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Figur 4.8: Biofilmdannelse over tid (A 600nm) for ulike stammer av Bacillus dyrket i glassrar med
TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm.
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4.1.5 Psychrobacter spp.

| figur 4.9 viser biofilmdannelse i glassrer for fire stammer fra slekten Psychrobacter.
Psychrobacter spp. dannet for noen stammer tykk biofilm i grenseflaten mellom veaeske og luft.
To av artene dannet mer biofilm, der P. glacinola MF 4104 markerte seg som en god
biofilmdanner. De resterende to viste darlige egenskaper for biofilmdannelse under de gitte

omstendighetene.

MF 3729 MF 4641 MF 4104 MF 4707

Fig 4.9: Biofilmdannelse hos fire forskjellige stammer av Psychrobacter spp. etter 14 dagers

inkubering i TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. Bildene er tatt etter fjerning av medium og
farging med krystallfiolett.

Figur 4.10 viser biofilmdannelse over 14 dager for fire stammer innenfor slekten Psychrobacter.
Ut i fra denne profilen ser man at Psychrobacter spp. bruker lang tid pa a utvikle biofilm, hvis
den i hele tatt danner. Unntaket var P. glacinola MF 4104 som etter seks dager hadde dannet en

solid biofilm.
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Figur 4.10: Biofilmdannelse over tid (A 600nm) for ulike stammer av Psychrobacter dyrket i

glassrgr med TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. 35
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4.1.6 Rhodococcus spp.

Figur 4.11 viser biofilmdannelse i glassrgr for fire forskjellige stammer innenfor slekten
Rhodococcus. Forsgket tyder pa at Rhodococcus spp. ikke er serlig god biofilmdanner. Alle
stammer danner en svak sirkel i grenseflaten mellom veeske og luft. I tillegg til noe lenger nede i
rgret som ogsa kan skyldes avleiringer fra veksmediumet. Pellikkel ble observert hos R.
erythropolis MF 4633 etter 14 dager.

MF 3376 MF 3727 MF 4633 MF 4659

Fig 4.11: Biofilmdannelse hos fire forskjellige stammer av Rhodococcus spp. etter 14 dagers
inkubering i TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. Bildene er tatt etter fjerning av medium og
farging med krystallfiolett.

Figur 4.12 viser biofilmdannelse over tid. Man ser at de fire ulike stammene innenfor slekten
Rhodococcus danner ingen eller lite biofilm i forsgket. Unntaket er R. fascians MF 4659 som

etter seks dager og utover danner en relativt synlig biofilm i glassrar.
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Figur 4.12: Biofilmdannelse over tid (A 600nm) for ulike stammer av Rhodococcus dyrket i glassrar
med TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. 36
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4.1.7 Kocuria spp i tilegg til ulike slekter med bare en stamme

Figur 4.13 viser biofilmdannelse i glassrar for ni forskjellige stammer som kan veere vanlige i
matindustrien. Alle stammer utenom Brochotrix thermospacta MF 96.9, Kocuria sp MF 3784.
og Carnobacterium maltaromaticum MF 4109 lager en solid biofilm i grenseflaten mellom
veeske og luft. En kraftig pellikkel ble observert hos Kocuria rhizophila MF 3620, Kocuria sp.
MF 3784 og Citrobacter freundii MF 3631 Da henholdsvis etter 14 dager for MF 3620, etter seks

dager for sa a forsvinne for MF 3784 og etter 10 dager for sa a forsvinne for MF 3631.

MF 3631 ~ MF 4701 MF 4709 MF 3001-1 MF 96.9

MF 4109

Figur 4.13: Biofildannelse hos ni forskjellige stammer med ulik slekt for utenom Kocuria som har to stammer.
Folgende er MF 3733 Esherichia coli, MF 3631 Citrobacter freundii, MF 4701 Corynebacterium simulans, MF
4709 Curtobacterium flacuumfaciens, MF 3001-1 Pantoea agglomerans, MF 96.9 Brochotrix thermospacta, MF
4109 Carnobacterium maltaromaticum, MF 3620 Kocuria rhizophila og MF 3784 Kocuria sp. Disse ble inkubert i
14 dager i TSB ved 30 °C og risting ved 150 rpm. Bildet er tatt etter fijerning av medium og farging med
krystallfiolett.

I figur 4.15 ser man biofilmdannelsen over en tidsperiode over 14 dager for flere
bakteriestammer som kan vare vanlige i matindustrien. Man ser her at Citrobacter freundii MF

3631 og Corynebacterium simulans MF 4701 skiller seg ut med en kraftigere biofilmdannelse
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enn de gvrige. Brochotrix Thermospacta MF 96.9 og Carnobacterium maltaromaticum MF 4109

dannet i dette forsgket lite biofilm.
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Figur 4.14: Biofildannelse over tid (A 600nm) hos syv Disse ble inkubert i 14 dager i TSB ved 30 °C og risting ved
150 rpm.

| figur 4.15 ser man biotiimdannelse for de ulike stammene Innenfor Kocuria spp. De to
stammene viser ulik grad av biofilmdannelse. For Kocuria MF 3784, ser man at en nedgang i

biofilm frem til dag seks. Mens MF 3620 har en gkning i biofilm frem til dag 10.
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Figur 4.15: Biofilmdannelse (A 600nm) for ulike stammer av Kocuria dyrket i glassrar med TSB

ved 30 °C og risting ved 150 rpm.
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4.2 Effekt av supernatant pa biofilmdannelse

Basert pa forsgk fra rgrmetode ble det plukket ut fire stammer som viste en nedgang i
biofilmdannelse, se tabell 3.4 og figur 4.2 og 4.8. Her testet man om supernatant tilsatt
vekstmedium inokulert med bakterie hemmet biofilmdannelse. Ingen av de testede stammene ble
hemmet signifikant. Man har her valgt & presentere resultatene man fikk med Serratia
marcescens MF 2602. Denne stammen ble testet ved flere ulike variabler disse var.

- Ulik konsentrasjon pa vekstmedium
- Med eller uten filtrering av supernatant
- Ulik lagringstid av supernatant

Figur 4.16 viser biofilmdannelse og vekst hos S. marcescens MF 2602 ved bruk av ulik
konsentrasjon av vekstmedium og tilsats av filtrert supernatant dyrket i seks dager. Tilsats av
supernatant sa ut til & ha liten effekt. Man ser her at biofilmdannelsen er sterst i vanlig TSB,
mens den er relativt lik ved bruk av TSB som er blandet ut i en konsentrasjon som er 2 x sterkere
en hva som er anbefalt fra leverandgr. Vekst holdt seg uniform og sa ikke ut til a bli pavirket av

supernatanten i serlig grad. Alle inokulerte rgr ble dyrket i en dag.

1,5 ml 2xTSB + 1,5 ml 1,5 ml 2xTSB + 1,5 ml
Supernatant Supernatant
1,5 ml 2xTSB+1,5 ml H20 1,5 ml 2xTSB+1,5 mi
(kontroll) H20 (kontroll)
3ml TSB — 3ml TSB
0,00 0,50 1,00 1,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Biofilmdannelse A 600nm Vekst A 600nm

Figur 4.16: Vekst og biofilmdannelse i glassrar etter en dag for S. marcescens MF 2602, ved bruk av ulik
konsentrasjon pa vekstmedium og tilsats av seks dager gammel supernatant fra samme bakterie. Forsgket er

basert pa tre gjentak, men med data for to gjentak pa vekst.

Figur 4.17 viser biofilmdannelse og vekst hos S. marcescens MF 2602 ved bruk av ulikt

vekstmedium og tilsats av supernatant dyrket i tre dager. Biofilmdannelsen var sterst i vanlig
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TSB. Man ser en starre effekt ved tilsats av ufiltrert supernatant. Vekst holdt seg relativt

uniform.

1,5ml TSB +1,5ml 1.5mlTSB + 1,5 ml
Supernatant (ufiltrert) Supernatant (ufiltrert)

1,5 ml TSB+1,5 ml H20 1,5 ml TSB+1,5 ml

(kontroll) H20 (kontroll)
3mITSB 3ml TSB
0,00 0,20 040 0,60 0,80 1,00 0 05 1 15 2 25
Biofilmdannelse A 600nm Vekst A 600nm

Figur 4.17: Vekst og biofilmdannelse i glassrar etter en dag for S. marcescens MF 2602, ved bruk av ulik konsentrasjon
pé vekstmedium og tilsats av tre dager gammel ufiltrert supernatant fra samme bakterie. Forsgket er basert pé to gjentak
med unntak av kontroll (TSB+H,0) som bare har data for ett forsgk.

4.3 Effekt av ulike stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

| dette forsgket ble det undersgkt om ulike stoffer ville ha en effekt pa biofilmdannelse i
mikrotiterbrett. Bakteriestammer gitt i tabell 3.3 ble brukt, malet var & se pa effekter man fikk pa
biofilmdannelse med tilsats av ulike enzymer, D-aminosyrer i tillegg til polyaminet
norspermidin. Disse ble blandet ut i en bakterielgsning sammen med vekstmedium i
konsentrasjoner oppgitt i tabell 3.5. For diagrammer over bakteriestammer ikke inkludert i

resultat, se vedlegg 1.

4.3.1 Serratia spp.

Det ble funnet flere signifikante effekter blant stoffer pa hemming av biofilmdannelse hos
Serratia spp. | figur 4.18 ser man et diagram over biofilmdannelse og vekst hos S. marcescens
MF 2602 og S. proteamaculans MF 3612. Figuren viser resultater som tyder pa at D-
aminosyrer kan ha en effekt bade hos MF 2602 og MF 3612 uten at vekst blir hemmet i en stor
grad. Man kunne se antydninger til at fenylalanin og tryptofan kan hemme vekst hos MF 2602,
mens tryptofan og methionin kan hemme noe hos MF 3612. Sa man pa de gvrige tre Serratia-
stammene sa man ogsa der en effekt pa biofilmdannelse. Flere av disse hadde ogsa en signifikant
hemming pa biofilm hos slekten Serratia. Leucin (p = 0,013), Fenylalanin (0,017), Prolin (p =

0,026). Enzymet dispersin B sa ut til & ha en effekt pa hemming av biofilm hos alle stammer
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innenfor Serratia spp. og denne var signifikant (p = 0,004). DNAse sa ut til & ha en tydelig effekt
hos flere men ikke alle Serratia spp. og var ikke signifikant. Proteinase K sa ut til & kunne
fremme vekst hos MF 2602 og vere inaktivt hos MF 3612. Man sa ogsa en tendens til gkning i

biofilm hos andre Serratia spp. med tilsats av proteinase K.

Kontroll (uten tilsats)

Kontroll (uten tilsats) —

MF 2602 S. marcescens

D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin
D-Tryptofan
Trypsin
Dispersin B
Proteinase K
DNAse
Norspermidin

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Biofilmdannelse A 600nm

MF 3612 S. proteamaculans

D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin
D-Tryptofan —
Trypsin
Dispersin B
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DNAse
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MF 2602 S. marcescens
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D-Tyrosin
D-Trypsin
D-Tryptofan
Dispersin B
Proteinase K
DNAse
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Vekst A 600nm

MF 3612 S. proteamaculans

Kontroll (uten tilsats)
D-Fenylalanin
D-Leucin
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D-Tyrosin
D-Trypsin
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Proteinase K
DNAse
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Figur 4.18: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF
2602 og MF 3612 ved tilsats av ulike enzymer og D-aminosyrer. Data i figur er i hovedsak
4.2 gjennomsnitt og standardavvik av tre gjentak sett bort fra kontroll som er fire og trypsin og DNAse

| fi somerto. 11 og P.

putida MF 3720. Figuren viser at DNAse hadde en effekt hos bade MF 3720 og MF 3601 dette
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var tilfelle ogsa hos de andre stammer innenfor Pseudomonas spp. og denne effekten ble testet

statistisk hvor man fant at den hadde en signifikant hemming pa biofilmdannelse (P = 0,031)

Man sa ogsa at Dispersin B hindret biofilmdannelse signifikant uten a pavirke vekst i noe serlig

grad, dette var ogsa tilfelle hos andre stammene som var med i forsgket (p = 0,008). Man sa

antydninger til at D-aminosyrer kunne virke noe hemmende pa biofilmdannelsen hos MF 3720.

Det var ogsa tilfellet hos andre stammer av Pseudomonas tatt med i dette forsgket, men

virkningene var ofte sporadiske og ikke altfor overbevisende. Proteinase K sa ut til a vise

antydninger til & fremme biofilmdannelse hos MF 3601 dette var ogsa tilfelle hos andre

Pseudomonas spp. men dog ikke hos MF 3720. Veksten sa ut til & pavirkes i liten eller ingen

grad av ulike tilsetninger, dette var ogsa tilfelle hos andre Pseudomonas spp.

MF 3601 P. aeruginosa

Kontroll (uten tilsats) |
D-Fenylalanin |
D-Leucin

D-Prolin ===+
D-Metionin =—=H
D-Tyrosin —
D-Tryptofan —=—&H
Trypsin !
Dispersin B ::E—|-<
Proteinase K {
DNAse =
Norspermidin ==+

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Biofilmdannelse A 600nm

MF 3720 P. putida
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D-Leucin |

D-Prolin | 1
D-Metionin #?—4
D-Tyrosin !

D-Tryptofan |

Trypsin #E*—«

Dispersin B !

Proteinase K |
DNAse |
Norspermidin . . : i

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Biofilmdannelse A 600nm

MF 3601 P. aeruginosa

1

Kontroll (uten tilsats) |
D-Fenylalanin

D-Leucin #E—

D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin

D-Tryptofan :#E—

Trypsin |
Dispersin B |
Proteinase K |
DNAse | | | |
Norspermidin : : :
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Vekst A 600nm

T

MF 3720 P. putida

Kontroll (uten tilsats) | |
D-Fenylalanin
D-Leucin

D-Prolin

D-Metionin
D-Tyrosin —
D-Tryptofan

Trypsin | —
Dispersin B _i—i
Proteinase K —

Norspermidin

0,00 1,00 2,00 3,00
Vekst A 600nm

Figur 4.19: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF

3601 og MF 3720 ved tilsats av ulike enzymer og D-aminosyrer. Data i figur er i hovedsak

gjennomsnitt og standardavvik av tre gjentak sett bort fra kontroll som er fire og trypsin og DNAse

som er to.
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4.3.1 Acinetobacter spp.

| figur 4.20 viser et diagram over biofilmdannelse og vekst hos A. calcoaceticus MF 3293 i
mikrotiterbrett. Man sa en stgrre effekt av trypsin hos MF 3293 enn de gvrige virkestoffene.
Dette var til dels tilfelle dog ikke i like stor grad hos andre Acinetobacter spp. Proteinase K
hadde en effekt og sammenligner man alle stammene hadde denne sterst effekt pa
biofilmdannelse, dog ikke signifikant. MF 3293 hemmes i liten eller ingen grad av D-
aminosyrer. Dette var ogsa tilfelle hos de andre stammene innenfor Acinetobacter spp. i en noe
sterre eller mindre grad. Veksten sa ikke ut til @ hemmes i noen serlig grad av noen av
virkestoffene, og biofilmdannelse i kontroll 1a pa rundt 0,6 A 600nm dette var tilfellet ogsa hos

andre stammer innefor Acinetobacter spp. med unntak av MF 3290.

MF 3293 A. calcoaceticus MF 3293 A. calcoaceticus

Kontroll (uten tilsats) #ﬁ—i Kontroll (uten tilsats) ——r—x B
.0 0 I I I
D-Fenylalanin { D-Fenylalanin BH
.o I I . I I I ]
D-Leucin | : = D-Leucin | | | —=
D-Prolin | : — D-Prolin | — ——=HH
D-Metionin _#%——i D-Metionin | | : : =H
D-Tyrosin e { D-Tyrosin | : : : EH
D-Tryptofan | BH D-Tryptofan | | | | BH
Trypsin :::I Trypsin | : : : B
Dispersin B | —1 — Dispersin B | | | | -
Proteinase K | —= Proteinase K | — ——H
DNAse DNAse = g
il il I I I I
Norspermidin ié—lﬂ | Norspermidin : : : —HH

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Vekst 600nm

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Biofilmdannelse 600nm

Figur 4.20: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF 3290 ved
tilsats av ulike enzymer og D-aminosyrer. Data i figur er i hovedsak gjennomsnitt og standardavvik av tre

gjentak sett bort fra kontroll som er fire og trypsin og DNAse som er to.

4.3.4 Bacillus spp.
I figur 4.21 ser man et diagram over biofilmdannelse og vekst hos B subtilis MF 1987 og B.
subtilis MF 4705. Man ser antydninger til at biofilmdannelsen hos MF 1987 blir hemmet av D-
aminosyrer. Dette er ikke tilfellet hos MF 4705 som ogsa er en B. subtilis forskjellen pa disse to
er at de er ulike stammer MF 1987 er en ATCC-stamme mens MF 4705 ble isolert fra en
fiskeforfabrikk. Proteinase K sa ut til & virke hemmende hos MF 1987 dette var ikke tilfellet med
de andre stammene innenfor Bacillus slekten. Hvis en sammenligner biofilmdannelse hos MF
1987 og MF 4705. Ser man en stor forskjell mellom de to, hvor MF 1987 fremviser heller darlige
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egenskaper for biofilmdannnelse over to dager ved testede vilkar. Mens MF 4705 kunne vise til
gode. Man ser ogsa en forskjell i vekst hos de to, denne er dog ikke like fremtredende. MF 4705
viste god biofilmdannelse og lot seg ikke hemme av noen av virkestoffene sett bort fra DNase og

i en mindre grad muligens norspermidin.

MF 1987 B. subtilis

MF 1987 B. subtilis

Kontroll (uten tilsats) 1 | Kontroll (uten tilsats) ==+
D-Fenylalanin = D-Fenylalanin ==
D-Leucin f D-Leucin —
D-Prolin = D-Prolin :E—|<
D-Metionin = D-Metionin |
D-Tyrosin [ D-Tyrosin B2
D-Tryptofan | D-Tryptofan !
Trypsin | Trypsin =3
Dispersin B —eH Dispersin B =
Proteinase K [=3 Proteinase K
DNAse O DNAse B3
Norspermidin 1 | Norspermidin

-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60
Biofilmdannelse A 600nm

MF 4705 B. subtilis

Kontroll (uten tilsats) | : : = Kontroll (uten tilsats) == =
D-Fenylalanin | | | = D-Fenylalanin :|_|_$——|
D-Leucin | | | — D-Leucin | | /

D-Prolin | : : — D-Prolin
D-Metionin | | | — DI-DMTetlon!n #é_
D-Tyrosin | ] -Tyrosin |
D-Tryptofan | : : : ] D-Tryptofan :?——i
) Try_psin i : : — Trypsin | | ]
Dispersin B | | | = Dispersin B | i
Proteinase K | ] Proteinase K —
DNAse == | | DNAse : ]
Norspermidin - - — Norspermidin ﬁEI—!

0,00 100 200 3,00 4,00
Biofilmdannelse A 600nm

0,00 020 040 0,60

Vekst A 600nm

MF 4705 B. subtilis

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80

Vekst A 600nm

Figur 4.21: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF

1987 ved tilsats av ulike enzymer og D-aminosyrer. Data i figur er i hovedsak gjennomsnitt og

standardavvik av to gjentak sett bort fra kontroll som er tre og trypsin og DNAse som ble utfart en

gang.
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4.3.5 Psychrobacter spp.

| figur 4.22 ser man et diagram over biofilmdannelse og vekst hos P. glacincola MF 4104. De

ble funnet at enzymet proteinase K sa ut til a hindre biofilmdannelse hos MF 4104 signifikant (p

= 0,031). Figuren gir en indikasjon pa at D-aminosyrer kan ha en effekt hos MF 4104. D-

tryptofan og D-methionin ga ogsa indikasjon pa & kunne bremse vekst. Ellers ble de lite

hensiktsmessig & sammenligne resultatene fra MF 4104 med de tre andre stammene da disse

dannet lite eller ingen biofilm over to dager i dette forsgket.

MF 4104 P. glacincola

Kontroll (uten tilsats)

D-Fenylalanin

D-Leucin
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D-Metionin

D-Tyrosin

D-Tryptofan

Trypsin

Dispersin B
Proteinase K

gl

DNAse

Norspermidin
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MF 4104 P. glacincola

Kontroll (uten tilsats)
D-Fenylalanin
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D-Metionin
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——
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Proteinase K

.|

DNAse
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0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Vekst A 600nm

Figur 4.22: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF

4104 ved tilsats av ulike enzymer og D-aminosyrer. Data i figur er i hovedsak gjennomsnitt og

standardavvik av tre gjentak sett bort fra kontroll som er fire og trypsin og DNAse som er to.
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4.3.6 Andre bakterieslekter v/ Corynebacterium simulans

| figur 4.23 ser man et diagram over biofilmdannelse og vekst hos MF 4701 C. simulans.
Figuren viser at MF 4701 er en effektiv biofilmdanner. Proteinase K var det eneste virkestoffet
hvor man sa en effekt pa hemming av biofilm hos MF 4701. Man sa liten eller ingen effekt av D-

aminosyrer pa biofilmdannelsen.

MF 4701 C. simulans MF 4701 C. simulans
Kontroll (uten tilsats) | : — | Kontroll (uten tilsats) | : =
D-Fenylalanin 1 l Il—i— D-Fenylalanin 1 : : ]
. | | . | |
D-Leucin B D-Leucin | H
D-Prolin | : : ) D-Prolin l l )
D-Metionin : : : ) D-Metionin : : : B
D-Tyrosin | : : =i D-Tyrosin | : : B
D-Tryptofan | : — D-Trypsin | : ]
Trypsin | : : ] D-Tryptofan | )
Dispersin B | ) Dispersin B _:‘_’_EH
Proteinase K [BH Proteinase K | :
DNAse | DNAse | | | ]
Norspermidin : : = Norspermidin . B+
0,00 1,00 200 3,00 4,00 0,00 0,50 1,00 1,50
Biofilmdannelse A 600nm Vekst A 600nm

Figur 4.23: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF
4701 ved tilsats av ulike enzymer og D-aminosyrer. Data i figur er i hovedsak gjennomsnitt og

standardavvik av to gjentak sett bort fra kontroll som er tre og trypsin og DNAse som ble utfart en

gang.

4.3.7 Oppsummering av resultater for effekter av ulike stoffer pa

biofilmdannelse i mikrotiterbrett

De ulike forbindelsene hadde en varierende effekt pa biofilmdannelse. Samlet sett kan man se
antydninger til at enzymet DNAse hadde starst effekt pa hemming av biofilmdannelse hos de 31
bakteriestammene tilknyttet dette forsgket, se figur 4.24. Denne effekten ble ogsa funnet a vare
signifikant (p = 0,049). For slekten Pseudomonas ble det observert signifikante effekter pa
hemming av biofilmdannelse ved tilsats av DNAse (p = 0,031) og dispersin B (p = 0,008).
Serratia var den slekten hvor man sa best effekt pa tilsats av D-aminosyrer hvor Leucin (p =
0,013), D-fenylalanin (p = 0,017) og D-prolin (0,026) alle var signifikante. Dispersin B hadde

ogsa en signifikant effekt pd hemming av biofilm hos Serratia spp (p = 0,004). Hos
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Psychrobacter glacincola ble det observert en signifikant effekt pa biofilmdannelse ved tilsats av

proteinase K (p = 0,031).

Kontroll (uten tilsats)
D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin
D-Tryptofan
Trypsin
Dispersin B
Proteinase K
DNAse
Norspermidin

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Prosentvis biofilmdannelse A 600 nm i forhold til kontroll

Figur 4.24: Prosentvis total biofilmdannelse i forhold til kontroll i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to
dager for ulike stoffer. Data i figur er basert pé flere gjentak for hver bakterie (totalt 31) som man sé har tatt

gjennomsnittet av og lagt sammen til en samlet dataverdi for veert enkelt stoff.

4.4 Effekt pa bruk av ulike konsentrasjoner av D- og L—aminosyrer pa biofilm

I mikrotterbrett

Utvalgte bakteriestammer hvor man sa en effekt pa tilsats av D-aminosyrer ble testet med ulike
konsentrasjoner av D- og L-aminosyrer. For de fleste bakteriestammene testet var det sma eller
ingen effekter pd hemming av biofilm. Untaket var Bacillus subtilis MF 1987 som her blir

presentert.

| Figur 4.25 ser man et diagram over biofilmdannelse og vekst hos B. subtilis MF 1987. Figuren
gir gode indikasjoner pa at MF 1987 blir hemmet av D-aminosyrer, der D-tyrosin sa ut til & veere
den mest effektive. Imidlertid viser resultatet at den ogsa har hemmet vekst i dette forsgket. Det
samme gjelder for D-fenylalanin, men hvor man ikke har fatt like overbevisende resultat pa
hemming av biofilm. Resultatene viser ogsa at det ser ut til a veere en sammenheng mellom
konsentrasjon av D-aminosyrer og grad av hemming pa biofilmdannnelse. Tilsats av L-

aminosyrer sa i mange tilfeller ut til & fremme biofilmdannelse i forhold til kontroll.
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MF 1987 B. subtilis

D-Alanin 2mM
D-Alanin 5mM
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D-Tyrosin 2mM
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L-Prolin 0,5 mM
D-Prolin 0,5 mM
L-Tryptofan 2mM
D-Tryptofan 2mM
L-Tryptofan 5 mM
D-Tryptofan 5 mM
L-Methionin 2mM
D-Methionin 2mM
L-Methionin 2 mM
D-Methionin 2 mM
L-Fenylalanin-2mM
D-Fenylalanin 2mM
L-Fenylalanin 0,5 mM
D-Fenylalanin 0,5 mM
L-Leucin 2mM
D-Leucin 2mM
L-leucin 8,5 mM
D-Leucin 8,5 mM
Kontroll

-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
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MF 1987 B. subtilis

D-Alanin 2mM
D-Alanin 5mM
L-Tyrosin 2mM
D-Tyrosin 2mM
L-Tyrosin 0,5 mM
D-Tyrosin 0,5 mM
L-Prolin 2mM
D-Prolin 2mM
L-Prolin 0,5 mM
D-Prolin 0,5 mM
L-Tryptofan 2mM
D-Tryptofan 2mM
L-Tryptofan 5 mM
D-Tryptofan 5 mM
L-Methionin 2mM
D-Methionin 2mM
L-Methionin 2 mM
D-Methionin 2 mM
L-Fenylalanin-2mM
D-Fenylalanin 2mM

L-Fenylalanin 0,5 mM
D-Fenylalanin 0,5 mM

L-Leucin 2mM
D-Leucin 2mM
L-leucin 8,5 mM
D-Leucin 8,5 mM
Kontroll

0,00 0,50 1,00 1,50
Vekst A 600nm

Figur 4.25: Vekst og biofilmdannelse i mikrotiterbrett med TSB ved 30 °C etter to dager for MF

1987 ved tilsats av ulike konsentrasjoner av D- og L-aminosyrer. Data i figur er basert pa ett forsak.
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5.0 Diskusjon

Hensikten med dette arbeidet var a kartlegge biofilmdannelse hos ulike slekter av bakterier som
ofte forekommer i nzringsmiddelindustrien. Samtidig gnsket man a finne ut om ulike kjemiske
komponenter kunne opplgse biofilm og om bakterier fra matindustrien ogsa kunne produserer

slike tilsvarende forbindelser.

| et innledende forgk (resultat ikke vist) ble biofilmdannelse undersgkt ved bruk av ulikt innhold
av NaCl og glukose i tryptone soya broth (TSB), se tabell 3.1. Basert pa resultater fra dette
forsgket ble generell TSB uten tilsetning valgt. Bakgrunnen for dette valget var marginale

forskjeller i biofilmdannelse for TSB kontra TSB tilsatt ekstra glukose og NaCl.
5.1.1 Serratia spp.

5.1.1a Rermetode: biofilmdannelse i glassrar

Serratia spp. dannet mest biofilm av slektene i dette forsgket etter to dager men. Etter 14 dager
var resultatet motsatt og man sa en redusering av biofilm samtidig som man fikk en gkning hos
andre slekter. Se tabell 4.1 og tabell 4.2. Serratia spp. er fakultativt aerob, dette kan man se tegn
pa da biofilmdannelsen er spredt, men samtidig vil man ha den karakteristiske biofilmringen i
grenseflaten mellom vaske og luft. Det har tidligere blitt vist at opplasning av biofilm blant
annet avhenger av quorum-sensing og tilgang pa neringstoffer (Miller and Bassler 2001; Smith,
Fratamico et al. 2004; Rice, Koh et al. 2005; Van Houdt, Givskov et al. 2007). | en studie utfort
pa S. marcescens ble det funnet at biofilm hos denne stammen startet & opplases etter 75-80
timer. Man observerte ogsa at dette kunne skje fordi om det ikke var mangel pa neringsstoffer
(Rice, Koh et al. 2005). Dette stemmer godt overens med de resultatene funnet i forsgket. Hvor
man sa at biofilmdannelsen hos samtlige stammer avtok fra dag to og utover. Best ble dette
observert hos S. marcescens MF 2602 en ATCC-stamme hvor man sa en kraftig nedgang mellom

dag to og seks.

5.1.1b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

Flere D-aminosyrer hadde en signifikant effekt pa hemming av biofilm hos Serratia spp.
henholdsvis fenylalanin, prolin og leucin. Man sa ogsd en signifikant hemming pa
biofilmdannelse ved tilsetning av dispersin B. Det har tidligere blitt vist til dispersin B sin evne
til & hindre biofilmdannelse hos en rekke bakterier inkludert Staphylococcus epidermidis og
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Pseudomonas aeruginosa/fluorescens (Itoh, Wang et al. 2005). Man viser her at dette ogsa er
tilfelle hos Serratia spp. Nar det gjelder D-aminosyrer har man sett effekt av disse ogsa tidligere
hos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa og Bacillus subtilis. Det var da spesielt D-
tyrosin og en blanding av flere D-aminosyrer som var effektivt, men methionin, tryptofan og
leucin hadde alle en viss effekt, mens D-fenylalanin var inert i studien (Kolodkin-Gal, Romero et
al. 2010). Man viser her at man fikk effekter ved bruk av D-aminosyrer hos Serratia spp. i tillegg
fikk man en hemmende effekt ved tilsats av D-fenylalanin noe som tidligere har blitt vist kunne
ha en effekt pa S. aureus biofilm (Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011).

5.1.2 Pseudomonas spp.

5.1.2a Rermetode: biofilmdannelse i glassrar

Pseudomonas spp. dannet signifikant mer biofilm i rgr etter 14 dager enn Bacillus spp.,
Rhodococcus spp., og Serratia spp. se tabell 4.2. De fleste stammene dannet kraftig biofilm i
glassrer etter 14 dager se figur 4.4. Unntaket var P. aeruginosa MF 3601 som i denne testen
viste darlige egenskaper for biofilmdannelse pa glass. Psuedomonas spp. er i hovedsak aerob
men kan i visse tilfeller bruke nitrat som elektronakseptor og dermed ha mulighet til & kunne
vokse ved anaerobe betingelser (Holt, Krieg et al. 1994). Man sa hos noen stammer spredt
biofilmdannelse i hele rgret. Noe som kan tyde pa bruk av anaerob metabolisme, eller at
oksygentilfgrelsen ogsd har veert akseptabel lenger nede i glassrgret. P. aeruginosa er en
bakteriestamme som det har blitt jobbet mye med nettopp pa grunn av sin evne til & danne
biofilm. Denne bakteriestammens egenskaper som biofilmdanner har blitt dokumentert i en
rekke artikler og bgker og den har blitt godt kjent for sin egenskap som gjar at den kan veere en
fare for personer med cystisk fibrose. (Schaber, Triffo et al. 2007; Ma, Conover et al. 2009; Yan
and Fratamico 2009). P. aeruginosa dannet lite eller ingen biofilm pa glass i dette forsgket.
Stammen som ble jobbet med i dette forsgket ble isolert fra slakteri. Hvorfor denne stammen
ikke danner biofilm i dette forsgket nar den er kjent for sine egenskaper som biofilmdanner kan
diskuteres. Det er for eksempel bevist at biofilm dannes bade ved lavt og hgyt innhold av
neringstoffer. Dog vil biofilm ofte veere tykkere og mer tettpakket i et miljg hvor
naringsinnholdet er stort (Stellenbosch, Molobela et al. 2009). S& man pa biofilmdannelsen i
polystyrene mikrotiterbrett var den mye hgyere for P. aeruginosa der. Muligens kan denne
mangelen pa biofilmdannelse i glass skyldes MF 3601 sine mulig manglende egenskaper til a
feste seg pa glassoverflater. Det har tidligere blitt vist at hydrofile overflater (glass og metall) er
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vanskeligere a kolonisere enn hydrofobe overflater (plastikk og teflon) (Stellenbosch, Molobela
et al. 2009). Samtidig vet man lite om hvordan vekstmediumet i denne oppgaven vil pavirke
glassoverflaten det har tidligere blitt kjent at polysakkarider, proteiner, lipider, nukleinsyrer og
aromatiske aminosyrerer alle kan utfelles til overflater og dermed ogsa lede til endrede kjemiske
egenskaper pa overflaten, ogsa kalt kondisjoneringsfilm (Dunne 2002; Stellenbosch, Molobela et
al. 2009) (Simdes, Simdes et al. 2010).

Resultatene fra forsgket viste at P. fluorescens MF 1944 dannet kraftig biofilm etter 14 dager. |
en studie utfgrt med P. fluorescens fant man ut at hvis man inkuberte denne bakterien i lenger
enn 50 timer sa ville biofilmen begynne & opplases (Allison, Ruiz et al. 1998). Man mener at
dette skyldes lyaser som bryter ned eksopolysakkarider som vil fere til en forlgsning fra
overflaten bakterien er festet til (Stellenbosch, Molobela et al. 2009). Det har tidligere blitt vist at
P. aeruginosa og P. fluorescens kan produserer disse enzymene (Stellenbosch, Molobela et al.
2009). Man mener denne opplgsningen av biofilm henger sasmmen med mangel pa neeringstoffer
og at lysase aktivitet ble trigget av denne tilstanden (Stellenbosch, Molobela et al. 2009). | dette
forsgket fikk man en nedgang i biofilmdannelse fra dag seks til 10, for sa igjen fa en gkning med
resultat i en kraftig biofilm etter dag 14. Noe som kan gi indikasjoner pa at det har veert en lyaser
aktivitet men at bakteriecellene sa har festet seg igjen. Na skal det ogsa papekes at malingene har
blitt gjort pa forskjellige rar som har blitt lagret over ulik tid. Det er selvfglgelig mulig at
bakteriene har oppfert seg forskjellig fra rer til rgr. Forskjellig konsentrasjon av neringstoffer i

vekstmediumet i de forskijellige rarene kan ogsa veere en feilkilde.

5.1.2b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

Resultatene vise at biofilmdannelse hos Pseudomonas spp. ble hemmet signifikant av enzymene
dispersin B og DNAase uten a hemme cellevekst i stor grad. Ellers fant man ingen signifikante
effekter. Det har tidligere blitt vist at DNA spilller en viktig rolle hos Pseudomonas sp. ved
cellens adhesjon til overflater (Andrews, Rolfe et al. 2010). Dette stemmer godt overens med
resultatene fra dette forsgket der man sa at DNAse hadde en signifikant effekt. Proteinase K sa ut
til a kunne gi en gkning i biofilmdannelse hos noen Pseudomonas spp. Dette sa man spesielt hos
P. aeruginosa MF 3601 hvor man sa en markant men ikke signifikant gkning i biofilmdannelse
ved tilsats av proteinase K se figur 4.19. Denne effekten har tidligere blitt vist hos Rhodococcus
ruber hvor man sa en gkning av biofilm ved tilsats av Proteinase K mens tilsats av trypsin (ogsa

en protease) hadde den motsatte effekten (Gilan and Sivan 2013). Hvorfor man sa en gkning i
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biofilm kan muligens skyldes at man ved tilsats av proteinase K far en ikke tiltenkt nedbryting av
ekstracelluleere proteaser som er ansvarlige for opplasning av biofilm hos P. aeruginosa (Gilan
and Sivan 2013). Man sa bare sma og sporadiske effekter pa tilsats av D-aminosyrer hos
Pseudomonas spp. Man sa liten effekt med tilsats av D-tyrosin i en konsentrasjon pa 0,5 mM hos
P. aeruginosa MF 3601. Det har tidligere blitt gjort forsgk med D-aminosyrer pa P. aeruginosa
man fant da at D-tyrosin (3uM) og en mikstur av flere aminosyrer (D-metionin, D-tryptofan, D-
tyrosin og D-leucin) med en minimum konsentrasjon pa ~10 nM virket hemmende pa
biofilmdannelse. Hvorfor man ikke fikk en effekt med D-tyrosin er ikke kjent men man har jo
tidligere sett at forskjellene kan vaere markante innenfor samme art hos Bacillus subtilis se figur

4.21. Dette kan muligens ogsa veere tilfelle i denne sammenligningen.
5.1.3 Acinetobacter spp.

5.1.3a Rgrmetode: biofilmdannelse i glassrar

Resultatene fra testen tyder pa at Acinetobacter spp. sammenlignet med andre slekter i dette
forgket var gode biofilmdannere som over tid ville danne en kraftig biofilm. Se tabell 4.1 og 4.2.
Samtidig finner man store individuelle forskjeller for eksempel sa var forskjellen pa
biofilmdannelse hos A. wloffi MF 3290 og A. calcoaceticus MF 3627 ganske markant, se figur
4.6. Slekten Acinetobacter har en aerob metabolisme og vil naturligvis derfor sgke mot
oksygenrike omgivelser (Holt, Krieg et al. 1994). Dette ser man igjen i forsgket hvor fire av fem
stammer dannet tykk biofilmring pa glassrer i grenseflaten mellom veaske og luft. Ingen
Acinetobacter dannet biofilm i grensen mellom luft og vaeske eller en sakalt pellikkel. Noe som
ble papekt kunne veere tilfelle hos A. calcoaceticus/baumannii (Marti, Rodriguez-Bano et al.
2011).

Studier pa A. baumannii, en nosokomial patogen peker pa denne bakteriestammens evne til a
danne biofilm pa glassoverflater og dens evne til og overleve i ugunstige miljg (Gaddy and Actis
2009; Pour, Dusane et al. 2011). Resultatene fra dette forsgket viser at det er store individuelle
forskjeller i biofilmdannelse pa glass blant stammer av Acinetobacter. Forsgket viser ogsa at
andre stammer innenfor slekten Acinetobacter besitter egenskaper som gjgr dem i stand til &
danne biofilm pa glassoverflater. Samtidig som de danner kraftig biofilm som kan gjere dem
godt rustet til & overleve i et vannholdig miljg som ofte forekommer i neeringsmiddelindustrien
(Grinstead 2009; Marti, Rodriguez-Bano et al. 2011).
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5.1.3b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

De ble ikke funnet noen signifikante effekter pa hemming av biofilm hos Acinetobacter spp. Av
virkestoffene som ble testet hadde proteinase K den beste samlede effekten pa hemming av
biofilm. Biofilmdannelsen ble hemmet i liten eller ingen grad av D-aminosyrer hos MF 3293.
Dette var til dels tilfelle med andre Acinetobacter, dog kunne man se sporadiske effekter. I en
studie utfgrt pa A. baumannii ble det blant annet funnet ut at BAP (biofilm associated protein)
spilte en stor rolle i denne bakteriestammens egenskaper til & danne biofilm pa overflater
(Brossard and Campagnari 2012). Det at enzymet proteinase K hemmet best kan muligens tyde

pa at dette ogsa kan veere en mekanisme hos andre Acinetobacter spp.
5.1.4 Bacillus spp.

5.1.2a Rermetode: biofilmdannelse i glassrar

Resultatet fra forsgket viser at Bacillus spp. ikke er den beste biofilmdanner pa glass se tabell 4.1
0g 4.2. Man kunne observere til dels spredt biofilmdannelse i hele raret se figur 4.7. Man finner
ogsa for denne slekten individuelle forskijeller i biofilmdannelse i glassrer og spesielt en stamme
skiller seg ut, B. subtilis MF 4705 se figur 4.8. B. subtilis evne til & danne pellikkel i TSB ble
ogsa vist i denne oppgaven, hvor den ble observert hos MF 1987-stammen etter seks og delvis
etter 14 dager. Hos MF 4705-stammen ble den bare observert etter 10 dager hvor ogsa
biofilmdannelsen pa glassrar var hgyest. Bacillus spp. er aerob eller fakultativt aerob. Det betyr
at den kan leve i bade oksygenfattige og oksygenrike miljger (Holt, Krieg et al. 1994). Dette kan
man muligens se igjen pa den noe litt spredte biofilmdannelsen, dog ble ogsa dette observert hos
bakteriestammer som var aerobe noe som kan tyde pa at oksygeninnholdet ogsa var tilstrekkelig
lenger nede i rgret. En studie viser til B. subtilis evne til & danne pellikkel i et biofilm
induserende vekstmedium. Hvor man etter tre dager observerte tykk biofilm i grenseflaten
mellom luft og veeske. Det ble sa inkuberte i tre til fem dager til, noe som ville gi en mindre
intakt pellikkel (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010). Man kan i dette arbeidet til dels bekrefte

disse funnene. Hvor pelikkeldannelse hos B. subtilis ble observert.

5.1.4b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

De ble ikke funnet noen signifikante effekter pA hemming av biofilm hos Bacillus spp. Likevel

kunne man se indikasjoner pa effekter spesielt da hos B. subtilis MF 1987 som tilsynelatende

viste tegn pa at den lot seg hemme av de fleste virkestoffene se figur 4.21. Det er ogsa pafallende

at MF 4705 en annen B. subtilis oppfarer seg sa forskjellig. Dette viser at man ogsa ma vere
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forsiktig med a generalisere innenfor en stamme. B. subtilis har egenskaper som gjar at den blir
hemmet av D-aminosyrer og norspermidin dette har tidligere blitt observert (Kolodkin-Gal,
Romero et al. 2010; Hochbaum, Kolodkin-Gal et al. 2011; Kolodkin-Gal, Cao et al. 2012). MF
1987 har blant annet tidligere blitt brukt i forsek med aminosyrer (Kolodkin-Gal, Romero et al.
2010) Man ser antydninger til en effekt hos flere D-aminosyrer, men ikke norspermidin som
tidligere har fatt pavist en effekt pA hemming av biofilm hos B. subtilis. De var som nevnt, helt i
starten ikke mulig & pavise noen signifikante forskjeller pa slekten som en helhet eller
individuelle stammer arsaken til dette skyldes delvis for lite innsamlet data samt liten
biofilmdannelse i kontroll. Det er for eksempel mulig at et annet vekstmedium ville gitt en bedre

biofilmdannelse.
5.1.5 Psychrobacter spp.

5.1.5a Rgrmetode: biofilmdannelse i glassrar

Psychrobacter spp. dannet biofilm i glassrgr. Spesielt en stamme utpekte seg P. glacincola som
etter 14 dager dannet en kraftig biofilm. P. pulmonis/faecalis MF 4641 dannet ogsa en relativt
solid biofilm mens de to gvrige ikke dannet serlig med biofilm se figur 4.10. Psychrobacter
spp. har en aerob metabolisme (Holt, Krieg et al. 1994). Dette ser man veldig tydelig hos MF
4641 og MF 4104 hvor det meste av biofilmdannelsen skjer i grenseflaten mellom veaeske og luft,
se figur 4.9. Da denne oppgaven ble skrevet ble det ikke funnet noe relevante studier pa biofilm
hos Psychrobacter spp. Det ble allikevel funnet en studie som hevder & isolert P. pulmonis sp. fra
lungene til en ett ar gammel sau og et 20 dager gammelt lam hvor de eneste kliniske tegnet var
en plutselig og bra ded. Det mulig & anta at det er snakk om en infeksjon hvor bakterien har
dannet biofilm i lungene hos dyret (Vela, Collins et al. 2003). Denne egenskapen har tidligere
blant annet blitt pavist hos Pseudomonas aeruginosa som har blitt isolert fra pasienter med
cystisk fibriose (Hgiby, Ciofu et al. 2010). Man har i dette forsgket vist at psychrobacter spp.
kan veere gode biofilmdannere samtidig som det er store individuelle forskjeller pa

biofilmdannelse i glass hos de forskjellige stammene.

5.1.5b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

Det ble funnet en signifikant effekt pa hemming av biofilm ved tilsats av proteinase K uten a
hemme cellevekst hos P. glacincola MF 4104. Det ble ellers ikke funnet noen signifikante
effekter. Resultater fra rermetode kan gi en indikasjon pa at Psychrobacter spp. sett under ett, er

relativt trege biofilmdannere, dette forklarer hvorfor man etter to dager i mikrotiterbrett bare far
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dannet sma mengder biofilm i kontroll. Dette gjer at det samtidig blir vanskelig a se effekter av
stoffene man tilsatte. En studie peker pa Psychrobacter spp. sitt naere fylogenetiske slektskap til
Acinetobacter spp. (Vela, Collins et al. 2003). Man fikk i denne oppgaven en signifikant
hemming av biofilm hos MF 4104 med proteinase K noe som ogsa var tilfelle til dels hos
Acinetobacter spp. Dette kan indikere at disse to bakterieslektene ogsa deler samme mekanisme

for biofilmdannelse nemlig BAP.
5.1.6 Rhodococcus spp.

5.1.6a Rgrmetode: biofilmdannelse i glassrar

Resultatene fra forsgket viste at Rodhococus spp. dannet lite biofilm over 14 dager unntaket var
til dels R. fascians som etter 10 og 14 dager utmerket seg som biofilmdanner i forhold til gvrige
stammer fra slekten Rhodococcus se figur 4.12 i tillegg ble det observert pellikkel hos denne
stammen etter 14 dager. Rhodococcus spp. har en aerob metabolisme (Holt, Krieg et al. 1994).
Pa grunn av lav biofilmdannelse kan dette ikke veere like lett & observere, men man sa hos alle

stammene en svak ring i grenseflaten mellom vaske og luft. Se figur 4.11.

5.1.6b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett
Rhodococcus spp ga darlig biofilmdannelse over to dager noe som ogsa figur 4.12 viser er
tilfelle i glassrer. Ved forsgk over 10 dager var biofilmdannelse ogsa lav. Det var derfor
vanskelig a vurdere biofilmdannelse med hensyn til virkestoffer.

5.1.7 Kocuria spp. i tillegg til ulike slekter med bare en stamme

5.1.7a Rgrmetode: biofilmdannelse i glassrar

Kocuria spp:

Resultatene fra forsgket viste at man kunne se en tydelig og sterk biofilmring i grenseflaten
mellom vaske og luft hos Kocuria rhizophila MF 3620. Hos Kocuria sp. MF 3784 ble det bare
observert biofilm i bunn av glassraret, se figur 4.13. Kocuria spp har en aerob metabolisme
indikasjoner pa dette ble observert veldig klart hos MF 3620 men ikke hos MF 3784 (Takarada,
Sekine et al. 2008). Arsaken til dette kan muligens vere at biofilmen i grenseflaten mellom

vaeske og luft har blitt vasket bort hos MF 3784 samtidig som oksygentilfarselen ogsa har vart
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tilfredsstillende lavere nede i glasset. Muligens kan ogsa MF 3784 vere en stamme av Kocuria
kristinae som er den eneste arten innefor slekten Kocuria som har en fakultativ anaerob
metabolisme (Savini, Catavitello et al. 2010). Disse to stammene hadde ogsa en veldig ulik
vekstkurve der MF 3620 hadde en rask biofilmdannelse som senere ble opplest, mens MF 3620

var en tregere biofilmdanner men som etter 14 dager hadde lagd en kraftig biofilm. Se figur 4.15.

@vrige

Man sa at flere stammer dannet kraftig biofilm i grenseflaten mellom veeske og luft. Felles for
alle disse stammene er at de er fakultativt anaerobe med unntak av Curtobacterium
flacumfaciens MF 4709 som er obligat aerob (Holt, Krieg et al. 1994) Ser man i figur 4.13 ser
man antydninger som tyder pa disse foretrekker & oppholde seg i grenseflaten mellom vaeske og
luft. S& man pa biofilmdannelsen over tid pekte to stammer seg ut. Dette var Corynebacterium
simulans MF 4709 og Citrobacter freundii MF 3631disse dannet begge kraftig biofilm etter 14
dager. Se figur 4.14.

5.1.7b Effekt av stoffer pa biofilmdannelse i mikrotiterbrett

Flere av stammene testet her, er til forfatterens kunnskap fortsatt relativt lite forsket pa nar det
kommer til temaet biofilm. Eneste unntaket er den patogene mikroorganismen Esherichia coli.
Corynebacterium simulans MF 4701 viste seg som en god biofilmdanner i polystyren. Man fant
ingen signifikante effekter men proteinase K sa ut til @ hemme biofilmdannelsen markant noe
som kan antyde at denne bakteriestammen bruker BAP meakanismer for biofilmdannelse, se
figur 4.23. Alle stammer ble testet men de fleste viste darlige egenskaper for biofilmdannelse
over to dager noe som fgrte til at de var lite egnet i dette forsgket. Man kan se indikasjoner pa
dette i figur 4.14 og figur 4.15. Man skulle tro at Kocuria sp. MF 3784 skulle vaere utmerket til
dette forsgket men den oppfarte seg ustabilt og viste seg heller som en darlig biofilmdanner i
polystyren-mikrotiterplater. Ogsa en annen mer kjent bakterie E. coli MF 3733 viste seg som en
darlig biofilmdanner noe som tidligere har blitt observert hos Uropatogen E. coli (Ferriéres,

Hancock et al. 2007). Man fikk ogsa relativt de samme resultatene fra 10 dagers forsgket.

5.2 Effekt av supernatant pa biofilmdannelse

Man fikk ingen overbevisende nedgang i biofilmdannelse hos Serratia marcescens MF 2602 ved
bruk av supernatant fra samme bakteriestamme. Ved bruk av oppkonsentrert TSB (2x TSB) og
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filtrert supernatant sa man ikke noe nedgang i biofilmdannelse i forhold til i kontroll. Man kunne
muligens se en marginal nedgang i biofilmdannelse ved bruk av ufiltrert supernatant inkubert i
TSB se figur 4.17 1 begge forsgkene holdt biofilmdannelsen hos MF 2602 seg pa samme niva
ved inkubering i vanlig TSB uten andre tilsetninger. Dette viser at bakteriestammen har oppfart
seg pa lik mate i de to forsgkene. Ser man generelt pa forskjeller mellom de to forsgkene ser man
at biofilmdannelse var hgyere i forsgk med ufiltrert supernatant. Hva dette skyldes blir ren teori
og man kan bare spekulere. Det har for eksempel tidligere blitt vist at et tap i konsentrasjon av
naringsstoffer kan virke opplgsende pa biofilm hos Pseudomonas putida (Gjermansen, Ragas et
al. 2005). Mens det motsatte kunne veere tilfelle hos Pseudomonas aeruginosa (Sauer, Cullen et
al. 2004). Det er godt mulig at et hgyere niva av nearingstoffer i forsgket med filtrert supernatant
har virket positivt pa biofilmdannelsen. 1 det ene forsgket ble supernatanten filtrert med et 0,2
um filter det kan godt tenkes at ulike virkestoffer produsert av bakterien ikke ble med i
filtreringsprosessen. Ulik dyrkningstid pa supernatant er ogsa noe man bgr ta i betraktning. Det
ble ogsa observert hos to stammer henholdsvis Bacillus fuciformis MF 3282 og S. marcescens
MF 2326 (data ikke vist) at disse dannet marginal biofilm inkubert med 2xTSB + H20O noe som i
teorien skulle gi TSB med vanlig konsentrasjon. Mens man sa god biofilmdannelse i TSB.
Samtidig var det liten forskjell i vekst dette kan muligens tyde pa at det dannes stoffer for
eksempel fra Maillard-reakjonen i reret som gjgr at disse bakteriestammene foretrekker

planktonisk vekst.

5.3 Effekt pa bruk av ulike konsentrasjoner av D- og L—aminosyrer pa biofilm

I mikrotiterbrett

Flere bakteriestammer ble testet for effekten av tilsats av D-aminosyrer kontra L-aminosyrer. Det
ble observert varierende resultat hvor Bacillus subtilis MF 1987 viste resultater som tyder pa at
flere D-aminosyrer kan ha en inhiberende effekt pa biofilmdannelse se figur 4.24. Hvor ogsa
effekten er konsentrasjonsavhengig noe som vil si at gkt konsentrasjon ga en bedre effekt. L-
aminosyrer og D-aminosyren alanin hadde en motsatt effekt og sa ut til & kunne gke
biofilmdannelse i forhold til kontroll. Disse var ogsa konsentrasjonsavhengige. Effekten av D-
aminosyrer har tidligere blitt beskrevet i litteraturen og man har vist at disse kan ha en effekt hos
B.subtilis og Staphylococcus aureus (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010; Hochbaum, Kolodkin-

Gal et al. 2011).
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Generelt s& man lite effekter av D-aminosyrer kontra L-aminosyrer hos de andre
bakteriestammene i forsgket. Man kunne man se enkelte effekter men disse var ofte sporadiske
og man kunne ikke se noen klare mgnster. Noe som igjen viser at det er farlig a generalisere.
Likevel er det viktig og papeke at dette forsgket bare ble utfgrt en gang, men grunnet oppgavens

begrensninger var ikke flere gjentak mulig.
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5.4 Bruk av ulike stoffer for hemming av biofilm

Samlet for alle stammene som ble testet i forsgket sa man den beste effekten ved bruk av DNAse
pa hemming av biofilm denne effekten ble ogsa funnet signifikant, se figur 4.24. Dette kan
antyde at ekstracelluleert DNA er en essensiell del av biofilm matriks hos bakterier. Bekreftelser
pa dette s man serlig hos Pseudomonas spp. DNase hadde ogsa liten effekt pa vekst dette
indikerer at DNAse-enzymene ikke har trengt gjennom celleveggen hos bakteriene, noe som

ogsa har veert tilfelle i andre studier (Tetz, Artemenko et al. 2009).

Proteinase K sa ut til & ha en hemmende effekt pa biofilmdannelse hos slekten Acinetobacter.
Dette var ogsa tilfelle hos Psychrobacter glacincola hvor man fant en signifkant effekt pa
hemming av biofilmdannelse ved tilsats av proteinase K. Disse effektene kan antyde at
Acinetobacter spp. og P. glacincola danner biofilmer som er rike pa proteinforbindelser. Hos
Serratia spp. og hos noen Pseudomonas-stammer ble det motsatte observert denne effekten kan
muligens skyldes at man ved tilsats av proteinase K far en nedbryting av ekstracellulaere

proteaser som er ansvarlige for opplagsning av biofilm (Gilan and Sivan 2013).

Dispersin B katalyserer hydrolysen av acetylglukosamin et ekstracellulert polysakkarid. Man sa
effekter av dette enzymet pa hemming av biofilmdannelse hos sa godt som samtlige bakterier og
effekten var signifikant hos Serratia spp. og Pseudomonas spp. Noe som tyder pa at biofilm

matriks i en starre eller mindre grad bestar av polysakkarider (Kaplan, Ragunath et al. 2004).

Trypsin en annen protease, splitter peptidbindinger hos lysin og arginin. Generelt s& man en
effekt pa hemming av biofilmdannelse, i tillegg til at trypsin sa ut til & ha en marginalt bedre
effekt enn proteinase K se figur 4.24. Denne marginale forskjellen kan skyldes at proteinase K ga
gkte biofilmdannelse hos noen bakteriestammer, en effekt som ikke ble observert hos trypsin.
Ser man i litteraturen har en lignende effekt tidligere blitt observert ved bruk av proteinase K og

trypsin i en studie pa biofilmdannelse hos Rhodococcus ruber (Gilan and Sivan 2013).

D-aminosyrer hadde best effekt pa hemming av biofilmdannelse hos Serratia spp. der man sa
signifikante effekter, man sa ogsa en bra effekt individuelt hos Bacillus subtilis. Ellers sa man
generelt bare sporadiske effekter, der det var antydninger til at D-fenylalanin og D-prolin
hemmet biofilmdannelse noe bedre enn gvrige D-aminosyrer, se figur 4.24. Man har tidligere
funnet at D-tyrosin har virket best mot biofilmdannelse hos B. subtilis (Kolodkin-Gal, Romero et
al. 2010). Dette s man indikasjoner pa stemte i aminosyreforsgket men her hemmet ogsa D-
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tyrosin vekst. For gvrig kunne man ikke se indikasjoner pa at D-tyrosin skulle veere mer effektiv

enn andre D-aminosyrer (Kolodkin-Gal, Romero et al. 2010).

Norspermidin utmerket seg ikke i dette arbeidet men, var heller ikke inert noe figur 4.24 kan gi
indikasjon pa. Totalt hadde den en noe bedre prosentvis hemming pa gjennomsnittet enn flere av

D-aminosyrene.

5.5 Relevans av resultater for kontroll av biofilm i neeringsmiddelindustrien

Det ble 1 denne oppgaven i hovedsak benyttet bakteriestammer isolert fra
nzringsmiddelindustrien i tillegg til noen lab-stammer. Pa grunn av denne oppgavens
begrensninger ble bakteriestammene utsatt for kontrollerte forhold som ikke er naturlig i det
miljget de ble isolert fra. Det veere seg blant annet temperatur, tid og tilgjengelighet pa
neeringsstoffer. | en naringsmiddelbedrift vil ofte temperaturene holde seg lavere og
pakjenningene vil generelt veere toffere. I tillegg skal man ikke glemme at bakteriestammer ute i
naeringsmiddelindustrien sjelden eksisterer alene, de eksiterer sammen med andre stammer og

pavirker hverandre bade synergistisk og antagonistisk (Burmglle, Webb et al. 2006).

Biofilmer er ogsa sjelden homogene derfor kan det ofte veere en utfordring for industrien og
velge de rette rengjgringsmidlene. Biofilm er et stort problem i naeringsmiddelindustrien og gkt
kunnskap pa dette omradet er viktig med tanke pa fjerning og forebygging. Det finnes ogsa et
utall metoder for fjerning av biofilm. Derfor bgr man optimalisere for hver en enkel bedrift slik
at man far de gnskede resultatene (Grinstead 2009). Denne oppgaven vil da vere et eksempel pa
hvor stor diversiteten innenfor bakterieslekter kan vere, noe som er en av flere faktorer som

skaper utfordringer nar det kommer til renhold og fjerning av biofilm i neringsmiddelindustrien.
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6.0 Konklusjon

Resultatene fra denne oppgaven bekrefter det store mangfoldet som ulike bakterieslekter innehar.
Ut i fra forsgkene som ble gjort sd man blant annet at Pseudomonas spp. dannet den kraftigste
biofilmen over tid. Noe som gir en indikasjon pa at denne slekten kan dominere i
neeringsmiddelindustrien og produsere biofilm over tid som kan virker som et tilholdssted for

andre mikroorganismer.

Serratia spp. utmerket seg som en veldig hurtig biofilmdanner. Dette kan gi indikasjoner pa at
denne slekten muligens kan fungere som et tidlig oppholdssted hvor andre planktoniske

mikroorganismer kan feste seg i en tidlig fase av biofilmutviklingen.

Det ble funnet effekter pa hemming av biofilm. Biofilmdannelsen hos Pseduomonas spp. lot seg
tilsynelatende hemme av DNAse og dispersin B noe som kan indikere en biofilm bestaende av

mye polysakkarid og DNA.

Serratia spp. lot seg hemme av flere virkestoffer. Disse var D-aminosyrene leucin, fenylalanin,
og prolin i tillegg til enzymet dispersin B. Dette kan indikere at Serratia spp. bruker D-
aminosyrer for regulering og splittelse i aldrende bakteriekulturer, samt danner en biofilm

bestaende av mye polysakkarid.

Generelt sa man best effekt pa hemming av biofilm ved tilsetting av enzymet DNase, noe som

stgtter teorien om at ekstracelluleert DNA er en stor del av biofilm matriks.

I tillegg s& man variasjoner innenfor slektene, som ikke var mindre enn variasjonene mellom
slektene. Dette indikerer at nar man jobber med biofilmdannelse hos en spesifikk
bakteriestamme bgr man veere forsiktig med a generalisere og si at dette gjelder for alle bakterier

av denne typen.
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7.0 Forslag til videre arbeid

Denne oppgaven kan fungere som en plattform for videre forsgk, disse kan veere.

- Generelt gjenta forsgkene i denne oppgaven og dermed opparbeide seg et bedre statistisk
grunnlag enn det man har i dette arbeidet, samt bekrefte de resultatene allerede funnet

- Se pa biofilmdannelse og pa effekter av enzymer under andre vekstforhold som for
eksempel temperatur, tid og ved bruk av andre vekstmedium

- Jobbe med supernatant fra Bacillus subtilis MF 4705 som har en kraftig nedgang i
biofilmdannelse pa dag 10, men ble forbigatt i denne oppgaven

- Benytte en blanding av D-aminosyrer i stedet for a teste de enkeltvis

- Tilsette flere enzymer til en blanding, for eksempel DNAse og dispersin B for & se om
man far enn enda starre effekt pa hemming av biofilm hos bakterier.

- Gjare flere D- og L-aminosyreforsgk med Bacillus subtilis MF 1987 samt teste om et
annet vekstmedium vil gi bedre vekst og dermed en bedre biofilmdannelse.

- Flere av bakteriestammene i dette forsgket dannet lite biofilm i glass i tillegg til i
mikrotiterbrett. Hvorfor det?

- Jobbe med en blanding av flere stammer for eksempel Serratia.spp. og Pseudomonas
spp. for & se hvordan disse pavirker hverandre. Vil for eksempel biofilm fra Serratia

dominere i starten for sa og bli dominert av Pseudomonas biofilm?
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Vedlegg 1: Malinger A 600nm mikrotiterbrett
Vedlegg 2: Statistiske beregninger
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Vedlegg 1

MF 3627 A. calcoaceticus
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MF 3142 B. cereus biofilmdannelse
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MF 1944 P. fluorescens
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MF 3613 S. marcescens vekst

Trypsin
Kontroll (uten tilsats)
D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin
D-Tryptofan
Dispersin B
Proteinase K
DNAse
Norspermidin

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
A 600nm

MF 2326 S.marcescens biofilmdannelse

Kontroll (uten tilsats) —
D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin
D-Tryptofan
Trypsin
Dispersin B
Proteinase K —
DNAse
Norspermidin —

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
A 600nm

MF 2326 S. marcescens
vekst

D-Fenylalanin
D-Prolin
D-Tyrosin
Trypsin
Proteinase K

Norspermidin

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
A 600nm

VI
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MF 3784 Kocuria sp. biofilmdannelse MF 3784 Kocuria vekst
Kontroll (uten tilsats) i Kontroll (uten tilsats) ¢:EH
D-Fenylalanin = D-Fenylalanin | ]
D-Leucin = D-Leucin :||:||:|
D-Prolin | m— D-Prolin | | —H
D-Metionin a D-Metionin | | —
D-Tyrosin im D-Tyrosin | =3
D-Tryptofan HED D-Tryptofan |
Trypsin | ! Trypsin |
DispersinB | —— Dispersin B |
Proteinase K [:g Proteinase K |
DNAse Ha DNAse |
Norspermidin = Norspermidin Eﬂ-&
-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,00 050 100 150
A 600nm A 600nm
MF 3620 K. rhizophila biofilmdannelse MF 3620 Kocuria rhizophila
] vekst
Kontroll (uten tilsats) — !
D-Fenylalanin B+ Kontroll (uten tilsats) |
D-Leucin | | D-Fenylalanin | —
D-Prolin = D-Leucin | -
D-Metionin = D-Prolin |
D-Tyrosin | D-Metionin | —F
D-Tryptofan =e— D-Tyrosin ==
Trvosi . D-Tryptofan =
ypsin B Trypsin |
DispersinB | Disperain B ;i':,
_ Proteinase K H
DNAse [ DNAse ——
Norspermidin |l| Norspermidin | ;
-0500 0,000 0500 1,000 1,500 0,000,501,001,502,00 2,50
A 600nm A 600nm
MF 3631 Citrobacter freundii MF 3631 Citrobacter
biofilmdannelse freundii vekst
Kontroll (uten tilsats) | ; | Kontroll (uten. .
D-Fenylalanin | | ! D-Fenylalanin |
D-Leucin | — D-Leucin |
D-Prolin | { D-Prolin | —
D-Metionin | : i D-Metionin |
D-Tyrosin | | — D-Tyrosin |
D-Tryptofan | | D-Tryptofan |
Trypsin | | i Trypsin —BH
Dispersin B | H Dispersin B | !
Proteinase K :%—1 Proteinase K | A
DNAse | : : DNAse |
Norspermidin : : Norspermidin ; —
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 000 100 200 3,00
A 600nm A 600nm

Vil
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MF 4709 Curtobacterium flacuumfaciens
biofilmdannelse

Kontroll (uten tilsats) HE—
D-Fenylalanin HE—
D-Leucin b 3 !
D-Prolin — |
D-Metionin — = !
D-Tyrosin H |
D-Tryptofan b 3 !
Trypsin ::EH
Dispersin B L
Proteinase K i {
DNAse H
Norspermidin =
-020 0,00 020 040 060 080 1,00

A 600nm

MF 4709 Curtobacterium
flacuumfaciens vekst

Kontroll (uten..
D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin
D-Metionin
D-Tyrosin
D-Tryptofan
Trypsin

Dispersin B e

Proteinase K =F

DNAse :L'_E—<

Norspermidin =

0,00 0,50 1,00 1,50
A 600nm

MF 3001-1 Pantoea agglomerans
biofilmdannelse

Kontroll (uten tilsats) ; } !
D-Fenylalanin } |
D-Leucin -

D-Prolin ) - |
D-Metionin g
D-Tyrosin —

D-Tryptofan

Trypsin )
Dispersin B .
Proteinase K =
DNAse =

Norspermidin . m— — {

-0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
A 600nm

MF 3001-1 Pantoea
agglomerans vekst

Kontroll (uten.. ——=H
D-Fenylalanin ——&=H
D-Leucin —&=H
D-Prolin
D-Metionin ——==
D-Tyrosin ——&=+
D-Tryptofan ——&H
Trypsin 1
Dispersin B —=
Proteinase K ——m
DNAse
Norspermidin ———&=

0,00 0,50 1,00
A 600nm

MF 4109 Carnobacterium maltaromaticum
biofilmdannelse

Kontroll (uten tilsats) — !
D-Fenylalanin
D-Leucin b i
D-Prolin
D-Metionin H
D-Tyrosin !
D-Tryptofan 1
Trypsin
Dispersin B b !
Proteinase K "
DNAse
Norspermidin

-0,50 0,00 050 1,00 150 200 250
A 600nm

MF 4109 Carnobacterium
maltaromaticum vekst

Kontroll (uten..
D-Fenylalanin
D-Leucin
D-Prolin !
D-Metionin [EH
D-Tyrosin
D-Tryptofan ‘ -
Trypsin

=
Dispersin B
Proteinase K
DNAse
Norspermidin

-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
A 600nm

VIl
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Paired T-Test and Cl: Dag 2; Dag 14

Paired T for Dag 2 - Dag 14

N Mean StDev SE Mean
Dag 2 41 0,206 0,344 0,054
Dag14 41 1,105 1,160 0,181
Difference 41 -0,898 1,188 0,185

95% CI for mean difference: (-1,273; -0,523)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -4,84 P-Value = 0,000

MF 4104 P. glacincola Proteinase: Two-Sample T-Test and Cl: Kontroll4104; ProtK 4104
Two-sample T for Kontroll4104 vs ProtK 4104

N Mean StDev SE Mean
Kontroll4104 4 0.2131 0.0942 0.047
Protk 4104 3 0.0288 0.0143 0.0083

Difference = mu (Kontroll4104) - mu (ProtK 4104)

Estimate for difference: 0.1843

95% CI for difference: (0.0320; 0.3365)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 3.85 P-Value =0.031 DF =3

Pseudomonas
Stammer med biofilm >0.2 - test om effekt av DNAse og dispersin B (redigert matte ta bort en
stamme pga den brukte data fra biofilmdannelse over 10 dager)

Paired T-Test and Cl: Kontroll; Dnase
Paired T for Kontroll - Dnase

N Mean StDev SE Mean
Kontroll 5 1,199 0,750 0,335
Dnase 5 0,186 0,102 0,046
Difference 5 1,013 0,696 0,311

95% CI for mean difference: (0,149; 1,878)
T-Test of mean difference =0 (vs not = 0): T-Value = 3,25 P-Value = 0,031
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Paired T-Test and CI: Kontroll; Disp b
Paired T for Kontroll - Disp b

N Mean StDev SE Mean
Kontroll 5 1,199 0,750 0,335

Dispb 5 0,813 0,596 0,266
Difference 5 0,3862 0,1765 0,0790

95% CI for mean difference: (0,1670; 0,6054)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 4,89 P-Value = 0,008

Results for: Serratia

Alle fem stammene — bruker snittverdier for hver stamme
Paired T-Test and CI: Biofilm_Dispersin B; Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
Paired T for Biofilm_Dispersin B - Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
N Mean StDev SE Mean
Biofilm_DispersinB 5 0.2251 0.1140 0.0510

Biofilm_Kontroll (utent 5 0.4677 0.1354 0.0605
Difference 5 -0.2426 0.0925 0.0413

95% CI for mean difference: (-0.3574; -0.1278)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -5.87 P-Value = 0.004

MTB > Paired 'Biofilm_DNAse' 'Biofilm_Kontroll (uten tilsats)'.

Paired T-Test and CI: Biofilm_D-Leucine; Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
Paired T for Biofilm_D-Leucine - Biofilm_Kontroll (uten tilsats)

N Mean StDev SE Mean
Biofilm_D-Leucine 5 0.2645 0.0966 0.0432
Biofilm_Kontroll (utent 5 0.4677 0.1354 0.0605
Difference 5 -0.2032 0.1066 0.0477
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95% CI for mean difference: (-0.3356; -0.0708)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -4.26 P-Value = 0.013

MTB > Paired 'Biofilm_D-Fenylalanin' '‘Biofilm_Kontroll (uten tilsats)'.
Paired T-Test and ClI: Biofilm_D-Fenylalanin; Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
Paired T for Biofilm_D-Fenylalanin - Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
N Mean StDev SE Mean
Biofilm_D-Fenylalanin 5 0.2752 0.1052 0.0470

Biofilm_Kontroll (utent 5 0.4677 0.1354 0.0605
Difference 5 -0.1925 0.1097 0.0491

95% CI for mean difference: (-0.3288; -0.0563)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -3.92 P-Value =0.017

MTB > Paired 'Biofilm_D-Metionin' '‘Biofilm_Kontroll (uten tilsats)'.

Paired T-Test and ClI: Biofilm_D-Proline; Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
Paired T for Biofilm_D-Proline - Biofilm_Kontroll (uten tilsats)

N Mean StDev SE Mean
Biofilm_D-Proline 5 0.3251 0.1140 0.0510

Biofilm_Kontroll (utent 5 0.4677 0.1354 0.0605
Difference 5 -0.1426 0.0925 0.0413

95% CI for mean difference: (-0.2574; -0.0278)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -3.45 P-Value = 0.026

MTB > Paired 'Biofilm_D-Trypsin' '‘Biofilm_Kontroll (uten tilsats)'.

Paired T-Test and CI: Biofilm_Dispersin B; Biofilm_Kontroll (uten tilsats)
Paired T for Biofilm_Dispersin B - Biofilm_Kontroll (uten tilsats)

N Mean StDev SE Mean
Biofilm_DispersinB 5 0.2251 0.1140 0.0510

Biofilm_Kontroll (utent 5 0.4677 0.1354 0.0605
Difference 5 -0.2426 0.0925 0.0413
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95% CI for mean difference: (-0.3574; -0.1278)
T-Test of mean difference =0 (vs not = 0): T-Value = -5.87 P-Value = 0.004

t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances
Kontroll vs DNAse

Variable 1 Variable 2
Mean 0,33525 0,668521505
Variance 0,2069522 0,635408076
Observations 31 31
Hypothesized Mean Difference 0
df 48
t Stat -2,021762286
P(T<=t) one-tail 0,024397332
t Critical one-tail 1,677224196
P(T<=t) two-tail 0,048794664
t Critical two-tail 2,010634758
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