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SAMMENDRAG

Stafylokokker blir hyppig isolert fra overflater og utstyr i neeringsmiddelbedrifter, og deres
evne til & danne biofilm kan veere viktig for overlevelse i slike miljger. Det er viktig med mer

kunnskap om oppbygging av biofilmer og hvordan disse beskytter bakteriene mot stress.

| denne masteroppgaven var hensikten a undersgke om ulike enzymer og natriumperiodat
hadde opplasende effekt pa biofilm dannet av ulike arter/stammer av Staphylococcus. I tillegg
ble det undersgkt om enkelte av stammene hadde hgyere toleranse overfor
desinfeksjonsmidler og om det var en korrelasjon mellom toleranse og sammensetning av

biofilm-matriks og forekomst av resistens gener.

Biofilm ble dyrket i mikrotiterbrett. Etter inkubering ble biofilmen eksponert for ulike
enzymer og natriumperiodat for & undersgke eventuell opplgsende effekt. Utvalgte
bakteriestammer ble dyrket som biofilm pa stal og i suspensjon og eksponert for
desinfeksjonsmidler for & se om det var forskjell i toleranse mellom stammene. For stammer
med antatt proteinholdig biofilm matriks ble det testet for tilstedevarelse av bap-gen ved
PCR.

Resultatene viste at ulike enzymer hadde ulik opplasende effekt pa biofilm produsert av ulike
arter/stammer av Staphylococcus. Flertallet av stammene fikk en reduksjon i biofilm av
dispersin B (>80 %), som indikerer en biofilm-matriks bestaende i hovedsak av
polysakkarider. En av stammene fikk reduksjon i biofilm av proteinase K/trypsin (>98 %).
Dette indikerer en biofilm-matriks basert pa ekstracellulzre proteiner. DNase og
natriumperiodat viste liten nedbrytende effekt. Stammene viste ogsa ulik evne til & danne
biofilm, og viste varierende grad av biofilmdannelse pa ulike materialer. Ved desinfeksjon av
biofilm viste flertallet av stammene sveert god toleranse overfor benzalkonium klorid, en type
kvarteer ammoniumforbindelse, mens én stamme var sensitiv. Forskjellen i sensitivitet mellom
stammer kunne ikke alene forklares av forskjeller i biofilmenes sensitivitet overfor enzymer
eller tilstedeveaerelse av gener (gac), som koder for membranpumper for kvartzere
ammoniumforbindelser, inkludert benzalkoniumklorid. Bap-genet kunne ikke pavises i noen

av stammene etter kjgring av PCR.

Resultatene indikerer at stafylokokker isolert fra naeringsmiddelindustrien har ulik grad av
biofilmdannelse i tillegg til ulik sammensetning av biofilm-matriks, og at forskjellige

mekanismer spiller inn pa stafylokokkers toleranse overfor desinfeksjonsmidler.



ABSTRACT

Staphylococci are frequently isolated from surfaces and equipment in food factories and their
ability to form biofilms may be important for their survival in such environments. It is
important to have knowledge about the structure of biofilms and how they protect bacteria

against stress.

The purpose of this thesis was to investigate whether different enzymes and sodium periodate
had dissolving effect on biofilms formed by different species/strains of Staphylococcus. It was
also investigated whether some of the strains had a higher tolerance to disinfectants and
whether there was a correlation between tolerance and composition of the biofilm matrix and
the presence of resistance genes.

Biofilms were grown in microtiter plates. After incubation the biofilms were exposed to
various enzymes and sodium periodate to study possible dissolving effect. Selected strains
were grown as biofilm on steel and in suspension and exposed to disinfectants to see if there
was a difference in tolerance between them. Strains with a biofilm matrix presumed made up

of proteins were also tested for presence of the gene bap by PCR.

The results showed that different enzymes had different dissolving effect on biofilms
produced by different species/strains of Staphylococcus. The majority of the strains showed a
decrease in biofilm after exposure to dispersin B (> 80 %), indicating a biofilm matrix mainly
consisting of polysaccharides. In one strain proteinase K/trypsin gave a reduction in biofilm
(> 98%), which indicates a biofilm matrix built up of extracellular proteins. DNase and
sodium periodate showed little dissolving effect. The strains also showed varying ability to
form biofilms and also varying degrees of biofilm formation on various materials. After
disinfection of biofilm the majority of the strains showed very good tolerance to
benzalkonium chloride, a type of quaternary ammonium compounds, while one strain was
sensitive. The difference in sensitivity between the strains could not be explained by
differences in the biofilms sensitivity to enzymes nor the presence of genes (gac), coding for
membrane pumps for quaternary ammonium compounds including benzalkonium chloride.

The gene bap could not be detected in any of the strains after running PCR.

The results indicate that staphylococci isolated from the food industry have varying degree of
biofilm formation as well as different composition of the biofilm matrix, and different
mechanisms plays a part in the staphylococcal tolerance to disinfectants.
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Innledning

1 Innledning

Biofilmdannelse i neringsmiddelindustrien er en stor utfordring, da tilgangen pa fuktighet og
naringsstoffer er stor og bakterier hyppig blir tilfart prosesshaller gjennom ravarer. Biofilm
vil veere en potensiell kilde til kontaminering av mat, som bade kan fare til forringelse eller
overfgring av patogene bakterier til produkter (Myszka & Czaczyk 2011). Staphylococcus
spp. blir hyppig isolert fra neeringsmiddelindustrien, og Maretrg et al. (2003) har i en tidligere
studie vist at det eksisterer sterke biofilmdannere blant stafylokokker isolert fra
naeringsmiddelindustrien. Det er grunnlag for a tro at biofilmdannelse blant stafylokokker er
av betydning for deres overlevelse i matprosesseringsmiljger, men i hvilken grad er ikke kjent
(Moretro et al. 2003).

Stafylokokker er kjent som de hyppigste arsakene til biofilm-assosierte infeksjoner i
mennesker. Staphylococcus aureus og Staphylococcus epidermidis er de to artene innen
bakterieslekten Staphylococcus det er gjort mest forskning pa, da disse er en vanlig arsak til
sykehusinfeksjoner (Otto 2008). Staphylococcus aureus er i tillegg en av de hyppigste
arsakene til matbaren sykdom, som skyldes et enterotoksin produsert av enkelte stammer
(Langsrud 2009). I senere tid har det blitt oppdaget enterotoksinproduksjon hos andre
stafylokokk-arter, og de varmeresistente enterotoksinene er av spesielt stor bekymring i

neringsmiddelindustrien (Heir et al. 1995).

Pa grunn av den gkende erkjennelsen om biofilmers betydning pa menneskers helse, industri
0g matprosessering, har interessen for utvikling av nye metoder for forebygging og kontroll
av biofilm gkt (Papa et al. 2013).

Man har lenge trodd at polysakkarid intercelluleert adhesin (P1A) er av avgjerende betydning
for biofilmdannelse hos stafylokokker. Nyere forskning har derimot vist at sammensetning av
biofilm-matriks varierer mellom stammer, og at ekstracelluleert DNA, teikoidsyrer og
proteiner kan utgjere en viktig del (Kogan et al. 2006). Dette er blant annet blitt demonstrert
ved a utsette en rekke biofilmer for ulike enzymer, hvor resultatene har vist at forskjellige
biofilmer lot seg pavirke av enzymer i ulik grad (Chaignon et al. 2007). I en tidligere
masteroppgave fant Elisabeth Oust Ledsaak ut at biofilmdannelse hos stammer innen genus
Staphylococcus fra mat og matindustri ble pavirket av forskjellige enzymer i ulik grad
(Ledsaak 2013).



Innledning

Desinfeksjonsmidler basert pa kvartaere ammoniumforbindelser (QAC) er mye i bruk pa
sykehus og i neeringsmiddelindustrien. Resistens overfor QAC-baserte desinfeksjonsmidler er
utbredt blant kliniske stammer av stafylokokker (Heir et al. 1995), og resistente stammer har
ogsa blitt isolert fra ulike matprosesseringsmiljger og produkter. Resistensen er koblet opp

mot en rekke gener i gac-familien (Heir et al. 1999a).

Hensikten med denne masteroppgaven var a undersgke om ulike enzymer og natriumperiodat
hadde opplesende effekt pa allerede dannede biofilmer av ulike arter/stammer av
Staphylococcus isolert fra neringsmiddelindustrien, for dermed a fa en indirekte indikasjon pa
oppbygging av biofilm-matriks. Det ble ogsa sett pa om det var varierende grad av
biofilmdannelse mellom stammene. Det ble undersgkt om det var variasjon i toleranse overfor
desinfeksjonsmidler mellom ulike stammer, og om biofilm og resistensgener var involvert i
dette. Det ble i tillegg undersgkt for tilstedevaerelse av genet bap som koder for biofilm

assosierte protein i utvalgte stammer av Staphylococcus.

Oppgaven inngar som en del av et basisprogram ved Nofima ved navn "Mattrygghet,
matkvalitet og helseeffekter — kontroll med mikrofloraen”. Prosjektets mal er & gi ny
kunnskap og kompetanse for a forstd hvordan mikroorganismer etablerer seg, overlever og
vokser i mat og matproduksjonsmiljger. Prosjektet finansieres av fondet for forskningsavgift
pa landbruksprodukter (FFL).



Teori

2 Teori

2.1 Staphylococcus spp.

Genus Staphylococcus tilhgrer familien Micrococcaceae, og er Gram-positive, katalase-
positive kokker. Slekten bestar av minst 40 arter, hvor flertallet er koagulase-negative (Gotz et
al. 2006; www.bacterio.net). Stafylokokkene er kjent for a overleve under tgrre og varierte
forhold, og er blant annet blitt isolert fra jord, sand, vann, kloakk, planteflater og produkter,
for, kjett, kylling og meieriprodukter (Gotz et al. 2006; Moretro et al. 2003). De blir hyppig
isolert fra hjemmemiljg, helseinstitusjoner og fra miljger i tilknytning til mat (Langsrud
2009).

2.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus er en fakultativ anaerob, ubevegelig, Gram-positiv kokk, som bade er
katalase- og koagulase positiv (Langsrud 2009; Rarvik & Granum 2007). Bakterien er ofte &
finne i sma mengder pa hud og slimhinner hos mennesker og varmblodige dyr. Den er ikke en
del av den normale bakteriefloraen pa huden - allikevel er dette hovedreservoaret til bakterien
(Langsrud 2009). Bakterien blir hyppig isolert ved sardannelser, og er for eksempel sveert
vanlig a finne i norsk melk fra ku og geit, noe som kan ha en sammenheng med at den er en

hyppig arsak til jurbetennelse (Rgrvik & Granum 2007).

S. aureus kan forarsake en rekke sykdommer pa mennesker og dyr, som infeksjoner pa hud og
indre organer, intoksikasjon som toksisk sjokksyndrom og matforgiftning (Langsrud 2009).
Matforgiftning skyldes at en del stammer av S. aureus kan produsere ett eller flere S. aureus-
enterotoksin (SE), som forarsaker matforgiftning hos konsumenten (Rgrvik & Granum 2007).
Symptomer pa matforgiftning av S. aureus enterotoksiner er kvalme, oppkast, magekramper
og diaré som inntreffer 1-8 timer etter inntak av kontaminert mat. Det er estimert at det er
ngdvendig med 10° bakterier/g naeringsmiddel for at tilstrekkelige mengder SE skal
produseres og utvikle sykdom (Rgrvik & Granum 2007). Selv om S. aureus er en av de
hyppigste arsakene til matforgiftning, er den sjelden omtalt som en viktig matpatogen. Dette
kan skyldes den begrensede alvorlighetsgraden pa sykdommen (Langsrud 2009; Rarvik &
Granum 2007). Smitteveien fra menneske til mat skjer oftest ved handtering av matvarer.
Denne formen for kontaminasjon er den vanligste arsaken til stafylokokkintoksikasjon.

Matvarer kan ogsa kontamineres via uhygieniske produksjonsmiljg eller ved at bakterien
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Teori

overfgres via kontaminerte ravarer. En rekke matvarer har vart involvert i utbrudd, som kokt
kjatt, melkeprodukter, kylling, sjgmat og innbakt mat. Allikevel er S. aureus sjeldent isolert

fra overflater og utstyr i neeringsmiddelindustrien (Langsrud 2009).

Staphylococcus aureus klarer seg darlig i konkurranse med andre bakterier, men vil ha et
fortrinn i neringsmidler med et hgyt innhold av salt og lav vannaktivitet. | tillegg er den
relativt resistent mot tarke, og kan klare seg over lengre perioder og vokse godt i
produksjonsmiljg. Som det kommer fram av tabell 2.1 trenger enterotoksinproduserende
stammer bedre betingelser for SE-produksjon sammenlignet med vekst (Rgrvik & Granum
2007).

Tabell 2.1 Forhold som pavirker vekst og enterotoksinproduksjon i Staphylococcus aureus (Rarvik &
Granum 2007).

Ytre forhold* Vekst Enterotoksinproduksjon

Temperatur 7-47 °C (optimum 30-37 °C)  10-46 °C (minimum 3-4
timer ved 15-18 °C for
forgiftning)

pH 4,0-9,8 (optimum 6-7) 4,0-9,3 (optimum 7-7,5)
Vannaktivitet (ay) 0,86 Fra 0,86
Saltinnhold (NacCl) Opp til 15 % (godt ved 10 %) Ved over 10 % under ellers

optimale forhold

*Minimums og maksimumsverdiene for de ulike parameterne avhenger av optimale
betingelser. Verdiene vil normalt veere henholdsvis hgyere og lavere i neringsmidler.

2.1.2 Koagulase-negative stammer av Staphylococcus spp.

Koagulase-negative stafylokokker (CNS) er en gruppe tilpasningsdyktige og opportunistiske
patogene hvor deres evne til & overleve og vokse i en rekke miljger forarsaker et vidt spekter
av sykdommer i bade mennesker og dyr (Tormo et al. 2005). Patogenesen deres skyldes
hovedsakelig deres evne til & danne biofilm pa implantert medisinsk utstyr, som gir gkt

toleranse overfor desinfeksjonsmidler under operasjon og/eller antibiotika (Qin et al. 2012).

Staphylococcus epidermidis er en del av den naturlige mikrofloraen pa huden, og er sammen
med S. aureus den bakterien som oftest blir isolert fra infeksjoner hos mennesker (Izano et al.
2008). Pa grunn av dens tilstedeveerelse pa huden, kan den lett bli overfert til mat og
overflater i kontakt med mat, og blir derfor hyppig isolert fra matprosesseringsmiljger
(Moretro et al. 2003).



Teori

Staphylococcus cohnii er sjeldent rapportert som arsak til sykdom, men har blitt beskrevet a
forarsake multippel hjernesvulst i Weber-Christians sykdom, & utlgse hud- og
blgtvevsinfeksjoner, i tillegg til andre systemiske infeksjoner hos mennesker (Garza-Gonzalez
etal. 2011).

Staphylococcus lentus er et medlem av Staphylococcus sciuri gruppen. S. sciuri gruppen er en
del av den normale floraen pa hud og slimhinnener hos dyr, og de blir ofte isolert fra
fermenterte kjottprodukter (Nam et al. 2012). Bakterien har vaert assosiert med infeksjoner
hos dyr, men den har sjelden blitt rapportert som patogen overfor mennesker (Mazal & Sieger
2010). Medlemmer av S. sciuri gruppen er ikke allment ansett for a veere
sykdomsfremkallende, men det er et stort behov for a bekrefte sikkerheten til denne
Staphylococcus gruppen i matvarer grunnet hyppig isolering av slike bakterier fra
sykehusmiljger, hvorav mange av artene har potensial for produksjon av enterotoksin (Nam et
al. 2012). Enkelte stammer av S. lentus isolert fra kyllingslakt og arbeidere i et slakteri har
vist seg resistent overfor meticillin (Koller et al. 2011).

Staphylococcus capitis er en del av den naturlige bakteriefloraen hos mennesker og har i
enkelte tilfeller blitt rapportert ved infeksigs endokarditt og protese ventil endokarditt. Per i
dag er det lite informasjon om patogenesen til S. capitis (Qin et al. 2012).

S. saprophyticus er en patogen stafylokokk som ved hjelp av virulensfaktoren urease gir
urinveisinfeksjon hos spedbarn og sma barn, hos unge og voksne kvinner, og i eldre voksne

eller pasienter med urinkateter (Loes et al. 2014).

2.2 Biofilm

En biofilm kan defineres som et fastsittende fellesskap av mikrober, karakterisert ved celler
som irreversibelt er forbundet med en overflate, innkapslet i en matriks av ekstracellulere
polymere stoffer (EPS) (Cloete et al. 2009; Srey et al. 2013). En biofilm huser ofte ulike
genus/arter pa samme tid, og disse mikroorganismene viser en endret fenotype med hensyn pa
ekspresjon av gener, produksjon av proteiner og vekst (Cloete et al. 2009; Korber et al. 2009).
En biofilm kan dannes pa nesten en hvilken som helst overflate, av sa a si enhver
mikroorganisme (Cloete et al. 2009; Srey et al. 2013). Tilgang pa fuktighet og en minimum

mengde naringsstoffer er alt som skal til for biofilmdannelse (Pefia 2010).
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Det er ytterst fordelaktig for bakterier & danne biofilm, fordi den utgjer en sveert effektiv
overlevelsesstrategi, som gjar bakteriene tilpasningsdyktige og gker deres sjanse for
overlevelse. Denne strategien er basert pa fire store fordeler: (1) beskyttelse fra negative
miljgmessige faktorer, (11) forbedret tilgang pa naeringsstoffer for vekst og utvikling, (111) gkt
bindingsevne av vannmolekyler, som igjen reduserer muligheten for dehydrering, og (IV)
korte avstander til datterceller og andre bakterier, som tilrettelegger for hgyere frekvenser av

DNA-overfgringer mellom bakteriene (Pefia 2010).

En biofilm bestar for det meste av vann (80-90 %) og ekstracellulere polymere substanser
(EPS). EPS utgjer hovedbestanddelen i matriks (50-90 % av biofilmens totale innhold av
organisk materiale) og er med pa & forme strukturen til en biofilm (Cloete et al. 2009; Donlan
2001). Selv om EPS for det meste bestar av polysakkarider, kan den ogsa inneholde andre
molekyler som nukleinsyrer, proteiner, glykoproteiner, lipider og ulike produkter etter
lysering av bakterieceller (Pefia 2010; Van Houdt & Michiels 2010). Mengde og type
polysakkarid i matriks avhenger av bakterieart og pavirkning av miljgmessige faktorer
(Langsrud 2009).

Figur 2.1 Skanning med elektronmikroskop som viser en modnet biofilm (A), underlaget (B) og en
festet celle (C) (Donlan 2001).

Inne i biofilmen finnes det en rekke dpne kanaler som gjer det mulig & frakte vann og

essensielle naringsstoffer til voksende celler lenger inne i biofilmen (Donlan 2001; Pefia
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2010). Strukturen til en biofilm er ikke et homogent monolag av slim men har heterogen

utforming. Biofilmen endrer seg ogsa over tid (Donlan 2001; Pefia 2010).

Dannelse og utvikling av biofilm er pavirket av en rekke faktorer som; bakteriestamme,
overflateegenskaper og miljgmessige parametere (pH, neringstilgang og temperatur) (Cloete
et al. 2009; Srey et al. 2013). Evnen til & danne biofilm varierer sterkt, ikke bare mellom arter
men ogsa innen samme art, og sammensetningen av en biofilm kan variere betydelig mellom
ulike stammer av samme art (Srey et al. 2013). Tykkelsen pa en biofilm kan variere fra et

enkelt cellelag til et tykt lag med celler integrert i EPS (Cloete et al. 2009).

2.2.1 Biofilmdannelse

Biofilmdannelse har blitt grundig studert bade i naturlige habitater og i definerte
modellsystemer i laboratorier over de siste 20 arene, og mye av dette arbeidet har
revolusjonert mikrobiologien (Donlan 2001; McDougald et al. 2012). Biofilmdannelsen
avhenger av en interaksjon mellom tre hovedkomponenter; bakteriecellen, festeflaten og
omgivende medium (Van Houdt & Michiels 2010). Overgangen fra planktoniske celler til en
biofilm-modus for vekst er en innviklet prosess, og forekommer som respons pa endringer i
omgivelsene. For at denne endringen skal finne sted ma visse gener opp- og ned-reguleres.
Denne reguleringen og uttrykkelsen av gener skiller bakterier i en biofilm fra sine
planktoniske celler (Cloete et al. 2009).

Biofilmdannelsen er en trinnvis og dynamisk prosess som inneberer fglgende fem trinn: (i)
innledende feste til en overflate, (ii) irreversibelt feste, (iii) tidlig utvikling av biofilmstruktur,

(iv) modning, og (v) spredning og rekolonisering (Srey et al. 2013).

(i) Det farste trinnet i biofilmdannelsen er ustabilt og reversibelt. Feste av en bakterie til en
overflate er kontrollert av en rekke variabler, som bakterie-art, miljgmessige faktorer,
essensielle gen-produkter og sammensetningen av overflaten. Skulle ikke omstendighetene
ligge til rette for feste, kan cellen velge a lgsrive seg fra overflaten og ga tilbake til sin
planktoniske tilvaerelse (Cloete et al. 2009; Srey et al. 2013). Et endelig feste avhenger av
summen av tiltrekkende og frastatende krefter mellom de to overflatene. Disse kreftene
inkluderer elektrostatiske- og hydrofobiske interaksjoner i tillegg til van der Waal’s

interaksjoner, og virker over lengre avstander (Cloete et al. 2009).
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(if) Hvis forholdene ligger til rette for det vil det i dette trinnet skje en overgang fra et
reversibelt til et irreversibelt feste med en endring fra svake interaksjoner mellom bakterie og
overflate til permanente band (Srey et al. 2013). Krefter som er ansvarlig for denne type
binding virker over kortere avstander og er kjent som dipol, ioniske, hydrogen og
hydrofobiske interaksjoner. Med en gang bakterien har festet seg irreversibelt til overflaten vil
den gjennomga en rekke genotypiske og fenotypiske endringer for a sikre utvikling og
modning av biofilmen. Disse endringene resulterer i produksjon av gkte mengder EPS (Cloete
et al. 2009).

(iii) 1 det tredje trinnet fortsetter ytterligere produksjon av EPS, som resulterer i en
tredimensjonal struktur (Srey et al. 2013) Bakteriene begynner a dele seg samtidig som de
sender ut kjemiske signaler som hjelper cellene & kommunisere innad i biofilmen.
Ekstracellulzre polysakkarider (EPS) bidrar til & styrke bindingene mellom bakteriene og
underlaget, og skjermer koloniene fra ytre miljgmessig stress (Srey et al. 2013). Dermed kan
bakteriene starte oppformeringen av mikrokolonier. Disse vil senere utvikle seg til

makrokolonier adskilt ved hjelp av apne kanaler og EPS (Cloete et al. 2009).

(iv) Med en gang en bakterie har irreversibelt festet seq til en overflate og begynt
produksjonen av EPS, vil modning av biofilmen starte. | dette trinnet vil biofilmen utvikle seg
til en organisert struktur som enten kan veere flat eller sopp-formet, avhengig av
neringstilgangen (Srey et al. 2013). Tilgangen til naringsstoffer i det naerliggende miljget,
strammen av disse til nerliggende celler i biofilmen og fjerning av avfall er med pa a
begrense vekstpotensialet til enhver biofilm. I tillegg vil faktorer som pH, tilgang pa oksygen,
temperatur osv. vaere med pa & kontrollere modningen (Cloete et al. 2009). Strukturell
modning av en biofilm krever en periode pa minst 10 dager (Srey et al. 2013). Etter en tid vil
biofilmen na en kritisk masse og en dynamisk likevekt nas ved at det ytterste laget pa
biofilmen begynner & generere planktoniske organismer. Disse cellene er fri og kan forlate

biofilmen og kolonisere andre overflater (Cloete et al. 2009).

(v) Lasrivelse og spredning av celler skjer i det femte trinnet, og tillater cellene a ga tilbake til
sin planktoniske tilveerelse, noe som er helt avgjgrende for overlevelse (Cloete et al. 2009;
Srey et al. 2013). Spredningen skjer enten ved at datterceller, produsert av en aktivt voksende
celle (aktiv spredning), blir kastet ut av biofilmen eller at en celle lgsriver seg fra biofilmen

(passiv spredning) (se figur xx) (Cloete et al. 2009). Spredningsceller er spesialiserte celler
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som kan kolonisere nye overflater og starte dannelsen av nye biofilmer (McDougald et al.
2012). Ytre forstyrrelser som gkt vaeskestram og indre prosesser i biofilmen, som endogene
enzymatiske degraderinger eller frigjgring av EPS er alle blitt vurdert som mulige arsaker til
opplgsning av biofilm. Sult kan ogsa veere en arsak og lar bakteriene sgke etter nye

neringsrike overflater (Srey et al. 2013).

Aktiv spredning av celle ) —_— @s  Passivspredning av celle

Figur 1.2 En biofilms syklus fra planktoniske celler til en etablert biofilm. Biofilmen har aktiv og
passiv spredning av celler til det ytre miljget (McDougald et al. 2012).

Dannelse av biofilm har betydelige konsekvenser i felt som spenner fra industrielle prosesser
som oljeboring, papirproduksjon og matprosessering, til helserelaterte felt innen medisin og
tannbehandling (Van Houdt & Michiels 2010). Biofilm er arsak til en rekke infeksjoner i
mennsker (Srey et al. 2013).

2.2.2 Biofilmdannelse hos stafylokokker

Staphylococcus epidermidis og S. aureus er de hyppigste arsakene til sykehusinfeksjoner og
biofilm er en viktig arsak til dette (Otto 2008). Sammenlignet med disse to er biofilm-
assosierte infeksjoner med andre Staphylococcus-stammer langt mindre vanlig (Chaignon et
al. 2007). Ofte er biofilm-assosierte infeksjoner med S. aureus vanskelig & behandle med
antibiotika (Otto 2008). Flere studier har vist at S. aureus er i stand til & vokse i form av
biofilm pa en rekke abiotiske materialer, som glass, rustfritt stal, polystyren, polypropylen og
polyvinyl klorid. Derfor er det ventet at det vil dannes biofilm pa materialer og overflater i
naeringsmiddelindustrien. Staphylococcus spp. isolerte fra matprosesseringsoverflater, som

vanligvis ikke vokser serlig godt ved lave temperaturer, har reist spgrsmalet om denne

9



Teori

bakterieslekten er en bedre biofilmdanner enn mange andre bakterier assosiert med mat, eller

om funnet skyldes deres resistens overfor tarre omgivelser (Langsrud 2009).

To komponenter pa overflaten til stafylokokker har blitt identifisert som viktige bidragsytere
til biofilmdannelsen; polysakkarid intracelluleer adhesin (PIA) og biofilm assosiert protein
(Bap) (Piessens et al. 2012). PIA er den mest studerte mekanismen for biofilmproduksjon i
stafylokokker (O'Gara 2007), og er et matriksmolekyl bestaende for det meste av den lineare
(1->6)-p-linked N-acetyl-D-glukoseamin polymeren (PNAG) (Cucarella et al. 2001; Piessens
et al. 2012). icaADBC lokuset bestar av genene ansvarlig for biosyntesen av molekylet
(Chaignon et al. 2007; Kogan et al. 2006). Ved aktivering av operonet vil PIA bli syntetisert.
PIA har vist seg a bidra i kontakten mellom celler i tillegg til a trigge produksjonen av tykke
flerlags biofilmer (Ziebuhr et al. 1999). En transkripsjonsrepressor, icaR, er plassert
oppstrems for icaADBC operonet, og ekspresjonen av ica er strengt regulert av miljgmessige
forhold og varierer sterkt mellom stammer (Cramton et al. 1999). Genet har vist seg vidt
fordelt blant koagulase-negative stafylokokker fra sykehusinfeksjoner og i matprosesserings-
miljger (Moretro et al. 2003; Piessens et al. 2012). Betydningen av ica for biofilmdannelse pa
overflater i matindustrien kan derfor ikke utelukkes, og mer forskning er ngdvendig pa dette
feltet.

Det biofilm assosierte proteinet Bap er et overflateprotein som ferst ble identifisert i sterke
biofilmdannere av Staphylococcus aureus-stammer isolert fra storfe med kronisk
jurbetennelse, og er sterkt knyttet til vedvarende infeksjon (Piessens et al. 2012). Proteinet er
bygget opp av 2.276 aminosyrer, og dens Kjerneregion utgjer 52 % av proteinet og bestar av
13 pafalgende nesten identiske repetisjoner, som hver utgjer 86 aminosyrer (Cucarella et al.
2001). Bap viser strukturelle likheter med cellevegg-forankrede proteiner i Gram-positive
bakterier, og forsgk har vist at Bap ikke bare er involvert i det primare festetrinnet, men ogsa
er involvert med polysakkaridet PIA, i celle-til-celle-aggregering og derved biofilm modning
(Latasa et al. 2006). Bap-positive stammer har vist seg a ha en stgrre evne til a kolonisere
melkekjertlene hos storfe. Cucarella et al. (2001) viste at bap var representert i noen S. aureus
isolert fra mastitt hos ku (5 %), men genet ble ikke amplifisert i S. aureus-stammer isolert fra
mennesker. | samme rapporten konkluderte de med at stammer som hadde overproduksjon av
Bap gav gkt produksjon av polysakkarid, mens hos stammer hvor bap-genet var forstyrret

forte det til redusert niva av PIA (Cucarella et al. 2001).
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2.2.3 Biofilmdannelse i naringsmiddelindustrien

Biofilmdannelse i neringsmiddelindustrien blir sett pa som en alvorlig trussel overfor
mattryggheten, og er en viktig prioritet i dagens globaliserte marked med en
verdensomspennende transport av mat og konsumering av bade ra, fersk og minimalisert
prosessert mat (Van Houdt & Michiels 2010). Matvarer og overflater i kontakt med mat har
ofte relative haye naringskonsentrasjoner, og sammen med egnede miljgmessige forhold, vil
dette veere den ideelle plassen for biofilmdannelse. Utilstrekkelig rengjering og desinfisering
av overflater i kontakt med mat, farer til akkumulering av en rekke organiske og uorganiske
komponenter. Dette resulterer i forhgyede konsentrasjoner av naringsstoffer pa relativt "rene"
overflater (Korber et al. 2009).

Den starste utfordringen i naeringsmiddelindustrien er representert ved overlevelsen av
matbarne patogene- og forringelsesbakterier (Pefia 2010). Biofilm dannet i
matprosesseringsmiljger er av spesiell betydning ettersom den har potensialet til a fungere
som en vedvarende kilde til mikrobiell kontaminering, som igjen kan fare til matsvinn eller
overfgring av sykdommer (Van Houdt & Michiels 2010). Biofilm er ogsa ofte ansvarlig for
mekanisk blokkering i varmevekslere og gkt korrosjon av overflater (Pefia 2010). Sammen
med svinn og forringelse av produkter vil dette fare til enorme arlige gkonomiske tap for
naringsmiddelbedrifter (Van Houdt & Michiels 2010).

| prinsippet er hvilken som helst overflate sarbar for biofilmdannelse. Dette inkluderer blant
annet overflater av plast, glass, metal, tre og mat, og et potensielt mikrobielt feste vil avhenge
av en rekke fysiske og kjemiske egenskaper ved overflaten som tekstur, overflateladning,
hydrofobisitet, pH, temperatur, neeringssammensetning i lgsningen, rengjgrings- og
desinfeksjonsmuligheter, fuktighet, sarbarhet overfor korrosjon osv. (Srey et al. 2013; Van
Houdt & Michiels 2010). Disse faktorene vil til sammen avgjare den hygieniske statusen pa
materialet, og valg av type materiale vil derfor ha stor betydning i utforming av matrelaterte
kontaktflater (Van Houdt & Michiels 2010).

2.2.4 Enzymer til opplgsning av biofilm

| et av forsgkene i denne oppgaven ble enzymene dispersin B, DNase, proteinase B, trypsin

og periodat (NalQy,) testet for deres evne til & bryte ned biofilm dannet av ulike arter av

11



Teori

Staphylococcus. Den enzymatiske opplgsningen av biofilm ser ut til & henge ngye sammen

med dens kjemiske oppbygging av biofilm-matriks (Chaignon et al. 2007).

Dispersin B har vist seg svert effektiv overfor biofilm med et hgyt innhold av PIA, og lite
effektiv overfor biofilm av stammer som ikke produserer dette polysakkaridet (Chaignon et al.
2007). Dette kan henge samme med observasjonene til Itoh et al. (2005), som fant ut at
dispersin B endolytisk hydrolyserer de glykosidiske bindingene i poly-B-(1,6)-GlcNac (Itoh et
al. 2005). Dette understreker teorien om at en biofilm uten PIA, skal veare resistent overfor
PIA-nedbrytende stoffer (Kogan et al. 2006). Biofilm av stammer som produserer betydelige
mengder av PIA ble derimot nedbrutt av dispersin B, mens proteinase K ikke viste noen effekt
(Chaignon et al. 2007).

Ekstracelluleert DNA (eDNA) har vist seg a utgjere en strukturell komponent i biofilm-
matriksen hos S. aureus og S. epidermidis (Izano et al. 2008). Izano et al. (2008) fant blant
annet ut at enzymet DNase | i stgrre eller mindre grad hadde evne til & bryte ned biofilmen til
enkelte stammer av S. aureus og S. epidermidis (Izano et al. 2008).

Proteinase K og trypsin er protolytiske enzymer med ulike substrat-spesifisitet: proteinase K
bryter endolytisk peptid-bindingene av alifatiske, aromatiske eller hydrofobiske aminosyrer,
mens trypsin er spesifikk og bryter peptidbindingen pa lysin og arginin (Chaignon et al.
2007). Kogan et al. (2006) konkluderte med at biofilm nedbrutt av proteinase K, men ikke av
dispersin B/NalO, indikerer at makromolekylene som stabiliserer biofilmen ikke er PIA, men

heller proteinbaserte komponenter (Kogan et al. 2006).

Periodat (NalO,) har blant annet vist opplgsende effekt pa biofilm produsert av PIA-
produserende S. epidermidis 1457 (Rohde et al. 2005). Periodat endrer den polymeriske
kjeden til PIA ved & oksidere karboner som berer tilstatende hydroxylgrupper og bryter C3-
C4 bindingen i GIcNAc-enheten (residue) (Chaignon et al. 2007).

2.3 Renhold og desinfeksjon i naeringsmiddelindustrien

Mikrobielt feste til overflater i neeringsmiddelindustrien er en sveert hurtig prosess, og det vil i
de fleste tilfeller ikke veere mulig a vaske og desinfisere hyppig nok for & unnga at bakterier
fester seg. Likevel er det viktig & ngye fastsette en tilstrekkelig hyppighet pa renhold og

desinfeksjon for a unnga modning av biofilmen og opphopning av absorbert organisk
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materiale (Van Houdt & Michiels 2010). For a redusere naringstilgangen til mikrobene og
hindre vekst er det helt avgjgrende med hyppig vask, og samtidig a holde overflater sa tarre
som mulig (Sundheim & Dyrnes 1999).

Valg av overflatemateriale i neringsmiddelindustrien er viktig med tanke pa renhold og
desinfeksjon. I et av hovedforsgkene blir biofilm dyrket pa stalkuponger av typen AISI 304.
Dette er en type austenittisk rustfritt stal, og er sammen med 316 muligens de mest benyttende
kontaktflatene i matindustrien. Dette skyldes stalets kjemiske, fysiske og mekaniske stabilitet
ved ulike matprosesseringstemperaturer, rengjgring og hgye resistens overfor korrosjon
(Cabeca et al. 2012; Van Houdt & Michiels 2010). Type 304 er en blanding av jern, 18 %
krom og 8 % nikkel, inneholder maksimum 0,08 % karbon og er ikke magnetisk. Denne typen
blir benyttet i kjemisk prosesseringsutstyr i mat-, meieri- og drikkevare-industri, i

varmevekslere og ved bruk av svake kjemikalier (Stainless Processing).

Bakterier tilknyttet en biofilm star mye sterkere i kampen mot desinfeksjonsmidler og andre
antimikrobielle stoffer, sammenlignet med deres respektive planktoniske celler (McDougald
et al. 2012; Pefia 2010). Dette skyldes at matriksen fungerer som en ytre barriere som
forhindrer eller minsker kontakten med det antimikrobielle stoffet (Srey et al. 2013). Ved
utilstrekkelig desinfeksjon vil kun det ytterste laget med bakterier i biofilmen dg, mens de

underliggende lagene fortsatt ligger godt beskyttet inne i matriks (Korber et al. 2009).

2.3.1 Vaskemidler

Det primeere malet ved rengjering er a fjerne produktrester. Indirekte er fjerning av disse
stoffene ogsa det farste kritiske punktet i fjerning, dreping og kontroll av biofilm, og dette blir
betydelig lettere & oppna ved anvendelse av mekanisk kraft (vasking og skrubbing). Ved
tilstedeveerelse av matrester og smuss vil ikke desinfeksjonsmidler fungere like effektivt (Van
Houdt & Michiels 2010).

Vaskemidler i industrien deles inn etter surhetsgrad i alkaliske og sure rengjgringsmidler. De

alkaliske midlene brukes til & fjerne organisk smuss, og sterkt alkaliske midler er godt egna til
a lgse opp fett og protein som er brent fast. Sure rengjgringsmidler har liten vaskevirkning pa
fett og protein, men lgser opp gjenvaerende mineralbelegg (Sundheim & Dyrnes 1999). |

denne oppgaven ble klorin og enzymer benyttet som rengjagringsmidler.
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Klorforbindelser

| et av forsgkene ble klorin benyttet som kontroll pa rengjgringsmiddel. Klorforbindelser er
oksidasjonsmidler og @delegger den cellulaere aktiviteten til proteiner (McDonnell & Russell
1999). Det er farst og fremst hypokloritt, dernest kloramin og klordioksyd som benyttes i
neringsmiddelindustrien. Hypokloritt (HOCI) dissosierer som vist i figur 2.3. Det er
molekylet i udissosiert form som har best effekt overfor bakterier. Dette betyr at
virkningsgraden vil endres med endrende pH. Ved pH-verdier over 10 vil igjen effekten av
hypokloritt forbedres. Dette skyldes en kombinasjon av ugunstige pH-verdier for overlevelse
av bakterier og OCI". Darligst effekt har hypokloritt ved pH-verdier mellom 8 og 9.
Resistensutvikling overfor hypokloritt er ikke kjent, men den inaktiveres derimot lett av

organisk materiale, spesielt av proteiner (Granum 2008).
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Figur 2.3 pHs innvirkning pa dissosiasjon av hypokloritt (HACH).

Enzymer

Enzymer har lenge veert brukt i vaskepulver til opplgsning av proteinflekker pa tay.
Neringsmiddelindustrien har i noen grad tatt i bruk enzymer som vaskemidler, og bruken av
f.eks. proteinspaltende, fettspaltende og stivelsesspaltende enzymer vil sannsynligvis gke i
fremtiden (Sundheim & Dyrnes 1999).

2.3.2 Desinfeksjonsmidler

Desinfeksjonsmidler er forbindelser som kan drepe bakterier pa grunn av sin kjemiske
sammensetning (Granum 2008). Dette gjelder vanligvis ikke bakteriesporer, og
desinfeksjonsmiddelet trenger ngdvendigvis ikke drepe alle mikroorganismene, kun redusere
antallet til et niva som verken kan skade helsen eller kvaliteten pa matvarer med begrenset

holdbarhet (Sundheim & Dyrnes 1999). Hvilket desinfeksjonsmiddel som er mest effektivt i
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en gitt situasjon avhenger av en rekke faktorer som inkluderer sammensetningen av
kontaktflaten, temperatur, eksponeringstid, konsentrasjon, pH, temperatur, forstyrrende
organisk materiale som matrester og skitt, og bakteriell resistens. Det har vist seg at eldre
biofilmer er mer resistente overfor ulike desinfeksjonsmidler sammenlignet med yngre
biofilmer (Van Houdt & Michiels 2010).

De ni vanligste desinfeksjonsmidlene som anvendes i dag er; fenolforbindelser, aldehyder,
klorforbindelser, jodprodukter, alkoholer, klorhexidin, kvarteere ammoniumforbindelser,
amfoteere forbindelser og peroksyder. I neringsmiddelindustrien benyttes i sterst grad
kvartere ammoniumforbindelser og klorforbindelser. Amfoteere forbindelser, jodprodukter og
peroksyder vil man ogsa i noen grad finne anvendt i neeringsmiddelindustrien (Granum 2008)
| denne oppgaven vil kvarteere ammoniumforbindelser og peroksyder bli omtalt, da disse blir

benyttet i forsgk i oppgaven.

Kvartere ammoniumforbindelser

Kvarteere ammoniumforbindelser (QAC) hgrer inn under gruppen kationiske tensider og har
en generell formell som vist i figur 2.4. Stoffets antimikrobielle effekt er bestemt av den
kjemiske sammensetninga av alkyl eller av de radikale heterosykliske gruppene R1-R4. Disse
er overflateaktive kationiske grupper med egenskaper som blant annet kan redusere
overflatespenningen i grensesnittet ved absorpsjon. Dette gjar kvarteere
ammoniumforbindelser hgyeffektive bade i lgsning og pa overflater (Heir 1998; McDonnell
& Russell 1999). For a oppna en potensiell antimikrobiell aktivitet, ma minst en av
sidekjedene inneholde en kjede med 8-18 karbonatomer. Spesielt viktig er lengden til
alkylkjeden. For benzalkoniumklorid har en alkylkjede pa mellom C12 og C16 vist seg a ha
den starste bakteriecidale aktiviteten (Granum 2008; Heir 1998). De resterende tre
sidegruppene kan variere i stor grad uten at dette vil ha noen stor innvirkning pa den
mikrobielle effekten.
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Figur 2.2 Den generelle strukturen til kvarteere ammoniumforbindelser (venstre). R;-R, representerer
alkylgrupper hvor minst en av gruppene ma inneholde en kjede pa 8-18 karbonatomer for a oppna en
potensiell mikrobiell aktivitet. X" representerer ethvert anion men er vanligvis klorid eller bromid. Til
hgyere vises strukturen til den kvarteere ammoniumforbindelsen banzalkonium klorid (Heir 1998).

Organiske forbindelser har liten inaktiverende effekt pa kvarteere ammoniumforbindelser, og
pa grunn av forbindelsens evne til a redusere overflatespenninger, har stoffet ogsa en
opplesende effekt pa biofilm (Granum 2008). En blanding av QAC med ulike n-akyl kjeder er
kjent for & ha en bredspektret aktivitet under normale forhold (Heir 1998). De kvartaere
ammoniumforbindelsene vil absorberes og trenge inn i celleveggen pa bakterier. Reaksjoner
med den cytoplasmatiske membranen (lipider eller proteiner) etterfulgt av uorden i
membranen, vil fare til at intracelluleert materiale med lav molekylvekt vil lekke ut av cellen,
og det vil oppsta en degradering av proteiner, nukleinsyrer og celleveggen forarsaket av
autolytiske enzymer. 1 tillegg vil det veere et tap av strukturell organisering og integritet av
den cytoplasmatiske membranen i bakterien i tillegg til andre gdeleggende effekter pa
bakteriecellen (McDonnell & Russell 1999).

Peroksyder

Pereddiksyre er det peroksydet som er mest utbredt til bruk i neringsmiddelindustrien. Ved
hagy temperatur (60-80 °C) har stoffet en hgy desinfiserende effekt og dreper alle typer
mikroorganismer og til dels sporer. Aktiviteten avtar sterkt med fallende temperatur.
Peroksidene inaktiveres lett av organisk materiale (Granum 2008).

| denne oppgaven blir peroksydet Climax SU388 (Lilleborg Profesjonell) benyttet. Dette er et
flytende surt desinfeksjonsmiddel, som benyttes til kalddesinfeksjon av rgr og tanker i
naeringsmiddelindustrien. Middelet inneholder blant annet pereddiksyre (~5 %), eddiksyre
(10-25 %) og hydrogenperoksid (20-30 %) (Innholdsfortegnelse pa dunk).
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2.3.3 Kvartaere ammoniumkomponent-resistente stafylokokker

Stafylokokker viser i stor grad iboende resistens overfor antiseptiske midler og
desinfeksjonsmidler, som er en naturlig del av bakteriens resistens og er derfor ikke blitt til
via mutasjoner eller overfgring av resistente plasmider (McDonnell & Russell 1999).
Stafylokokker resistente mot kvarteere ammoniumforbindelser (QAC) ble farst isolert fra
kliniske Staphylococcus aureus stammer, hvor tre QAC-resistente gener ble karakterisert;
gacA, gacB og smr (gacC) (Heir et al. 1998). | senere tid har ogsa QAC-resistente
Staphylococcus spp. som berer qacA/gacB og smr blitt isolert fra ulike
matproduksjonsmiljeer og produkter (Heir et al. 1995; Sundheim et al. 1992).
Desinfeksjonsmidler basert pa kvarteere ammonium-forbindelser (QAC) er i utstrakt bruk
bade i kliniske miljger og i neringsmiddelindustrien. Dette skaper et selektivt miljg for vekst
og overlevelse av resistente mikroorganismer (Heir et al. 1998). Selv om gac-gener er oppkalt
etter en av deres viktigste substrater (dvs. kvarteere ammoniumforbindelser), koder genene
ogsa for resistens mot et bredt spekter av andre kationiske forbindelser som blant annet
interkalerende fargestoffer og biguanider. De ulike QAC proteinene er involvert i relativt lave
spesifikke efflux-baserte multidrug pumper og tilhgrer en familie av sma multiresistens
proteiner. Selv om den praktiske betydningen av QAC-mediert resistens hovedsakelig ligger i
motstand mot antiseptiske midler, er motstridende funn i denne saken fortsatt rapportert
(Jaglic & Cervinkova 2012).

| neeringsmiddelindustrien er stafylokokker av stor bekymring pa grunn av deres evne til &
produsere enterotoksiner. I mange ar har denne karakteristikken kun veert assosiert med
koagulase-positive S. aureus. | senere tid har det derimot blitt vist at ogsa koagulase-negative
stafylokokker har denne egenskapen. Tilstedevarelse av stafylokokker resistente mot
desinfeksjonsmidler er en bekymring med tanke pa at resistente gener kan spres til andre
Staphylococcus-stammer. Dette vil fare til overlevelse, vekst og spredning av enterotoksiske
stafylokokker og/eller stafylokokker av klinisk betydning (Heir et al. 1999a).

17



Materialer og metoder

3 Materialer og metoder

3.1 Oversikt over forsgksoppsett

Figur 3.1 viser et flytskjema av forsgksoppsettet for denne oppgaven. Farst ble biofilm dyrket
i mirkotiterbrett og pa stalkuponger. Biofilmen i mikrotiterbrettet ble eksponert for ulike
enzymer, natriumperiodat og klorin. Biofilmen pa stal ble eksponert for to ulike
desinfeksjonsmidler, BC og Climax. Stalkuponger med biofilm far og etter eksponering for
desinfeksjonsmidler ble mikroskopert ved farste gjentak. | tillegg ble det kjgrt en
suspensjonstest med BC. Til slutt ble det undersgkt for forekomst av et gen — bap i et utvalg
Staphylococcus-stammer, som er et gen som koder for proteiner assosiert med biofilm, ved
hjelp av PCR.

Biofilm hos Forekomst av bap-gen hos
Staphylococcus Staphylococcus

Biofilmdannelse i

. . Biofilm pa stal
mikrotiterbrett P

Opplesning av biofilm es“;;; sjon Deg:l.feks‘] on Mikroskopering
i mikrotiterbrett imax
NalO4 — Klorin
| |
DNase Trypsin Proteinase K Dispersin B Suspensjonstest
BC

Figur 3.1 Flytskjema for forsgk i oppgaven. Falgende forsgk utgjer grunnlaget for denne oppgaven.
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3.2 Bakteriestammer

Bakteriestammene benyttet i dette forsgket var ulike arter av Staphylococcus - bade kjente
laboratoriestammer og stammer isolert fra norsk matindustri. Stammene ble valgt pa grunnlag
av evne til biofilmdannelse i et tidligere forsgk (Ledsaak 2013). Oversikt over de ulike
stammene som ble benyttet og hvor de ble isolert fra er gitt i tabell 3.1

Tabell 3.1 Oversikt over stammer av Staphylococcus benyttet i oppgaven. Hvilke
bakteriearter/stammer som ble benyttet i hvert forsgk er angitt under hvert forsgk.

Nofima Art gac-gen® ica-gen” Opphav
stammenummer

(MF)

1789 S. epidermidis - + Fjeerkre foredlingsanlegg
1844 S. cohnii - - Fjeerkre foredlingsanlegg
1862 S. lentus - - Fjeerkre foredlingsanlegg
1871 S. capitis gacA + Baguett

1872 S. capitis gacA + Fjeerkre foredlingsanlegg
1890 S. aureus - + RN4220

1904 S. saprophyticus gacC I.T. Radt kjatt, anlegg

2051 S. aureus - + RN4220/ pSK265°

2052 S. aureus gacC + RN4220/ pSK265-gacC®
2601 S. epidermidis I.T. + ATCC35894

3675 S. aureus I.T. + Rgmme, utbrudd

3714 S. aureus I.T. + Pizza, utbrudd

®Forekomst av ulike typer gac-gen. gac-negative stammer er merket (-).
® Forekomst av ica-gen. ica-negative stammer er merket (-).

°I.T.; ikke testet.

YRN4220 med plasmid pSK265.

*RN4220 med plasmid pSK265 med innsatt gacC-gen.

3.3 Oppbevaring og dyrking av bakteriestammer

Stammene som ble benyttet i dette forsgket ble oppbevart ved — 20 °C i Tryptone Soya Broth
(TSB, Oxoid Itd,. Hampshire, England) tilsatt 20 % glycerol. Far forsgkene ble stammer
benyttet i gjeldene forsgk strgket ut pa Tryptone Soya Agar (TSA,Oxoid Itd,.) og inkubert i
24 timer ved 30 °C. TSA-skaler (petriskaler; VWR International. Runde, 90x16,2 mm PS mit,
West Chester, US.) med oppdyrkede kolonier ble oppbevart ved 4 °C i opptil en maned.
Omtrent én gang i maneden ble det plukket 2-3 kolonier fra hver TSA-skal, som deretter ble
strgket ut pa en ny TSA-skal. Overnattkulturer ble laget ved a plukke 2-3 enkeltkolonier fra

TSA-skaler, for deretter & inokulere dem i rar med TSB som ble inkubert ved risting (120
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rpm, Vari-shaker, Dynatec, Askim) i ca. 24 timer ved 30 °C. For tillaging av medier se

vedlegg 1.

3.4 Dyrking av biofilm i mikrotiterbrett etterfulgt av eksponering for

kjemiske stoffer

| falgende forsgk (forsgk 1) ble biofilm av ni stammer av Staphylococcus dyrket i
mikrotiterbrett for deretter a bli eksponert for ulike kjemiske stoffer, se tabell 3.2. Enzymer
benyttet i dette forsgket var dispersin B (Kane Biotec Inc. USA), proteinase K (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), trypsin (Sigma-Aldrich) og DNase (Sigma-Aldrich) i tillegg til
natriumperiodat (NalO,4, Sigma-Aldrich) og klorin (Lilleborg AS, Nydalen, Norge).
Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich) ble benyttet som et mal pa total
biofilmdannelse av hver stamme. For tillaging av lgsningene se vedlegg 2.

Tabell 3.2 Brukskonsentrasjoner av enzymlgsninger, natriumperiodat og klorin ved nedbrytning av
biofilm. Brukskonsentrasjonen benyttet for hver lgsning var den samme for alle de ni stammene.

Dispersin B Proteinase K | Trypsin DNase NalO4 Klorin
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (mM) (%)

MF1789
MF1844
MF1871
MF1872
MF1890 50 100 100 100 40 0,03
MF1904
MF2601
MF3675
MF3714

Innledningsvis ble to-tre kolonier av hver stamme fra TSA, inokulert i 3 ml TSB over natt pa
risting, ved 30 °C. Dagen etter ble hver stamme fortynnet 100 ganger i TSBNG (TSB + NaCl
+ D-glukose monohydrat, begge fra Merck, Darmstadt, Tyskland) ved a blande 30 ul
overnattkultur i 3 ml TSBNG. For tillaging av TSBNG se vedlegg 1.

162 ul TSBNG ble tilsatt i hver brenn i et polystyren mikrotiterbrett, 96 brenner (FALCON®.
MicrotestTM 96 brgnns. Becton Dickinson Labware. New Jersey,US). | fire av brgnnene (per
brett) ble det tilsatt ytterligere 18 pul TSBNG, totalt 180 pl. For hver stamme ble det deretter

tilsatt 18 pl fortynnet cellesuspensjon til 23 brenner. Dette gav plass til fire stammer per brett.
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Brettene ble satt til inkubasjon ved 30 °C. Etter 48 timer ble det malt ODgog.nm
(SPECTROstar"®" BMG Labtech) som mal pé total vekst. Ved hjelp av en platevasker
(Wellwash AC, Thermo Electron Corporation, USA) ble kulturen sugd ut, far brettet ble

vasket i to vasketrinn med dH,0O.

For hver stamme ble det tilsatt 200 pl enzym/NalOg4/klorin til 3 parallelle brgnner. For
kontroll (PBS) ble det tilsatt 200 pl til 5 parallelle brenner (se figur 3.2).

Biofilmene ble eksponert for virkestoffene i 2 timer ved 30 °C pa vippebrett. Suspensjonen
ble helt av og brettet vasket med dH,O i en platevasker i to vasketrinn. 200 pl 0,1 %
krystallviolett (0,5 g i 500 ml dH,0, Merck, Darmstadt, Tyskland) ble sa tilsatt i hver brann,
og brettene ble farget i 4 minutter. For a fjerne krystallviolett og fa bort overfladig farge ble
vaskeprogrammet innstilt pa tre vasketrinn. Et bilde ble tatt ovenfra og ned som et bilde pa

gjenveerende biofilm.,

200 pl surgjort etanol (2 ml 37 % HCI i 1000 ml etanol, etanol: Kemytol, Norge, HCI: Merck)
ble tilsatt i hver brann for & lgse ut fargestoff. Virketiden var 2 minutter pa ristemaskin for a
forsikre at all farge ble lost ut. 100 pl av utvasket farge ble deretter overfort til et nytt
mikrotiterbrett og ODggonm ble malt som mal pa gjenveerende biofilm. Forsgket ble utfert i to

uavhengige gjentak.
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Figur 3.2 Oppsett for behandling av biofilm. X indikerer en av de ni stammene testet. For hvert
virkestoff ble det kjart tre paralleller for hver stamme (vertikale linjer). Pa de horisontale radene ble
det kjart et virkestoff for hver rad. Red brgnn indikerer brann med kun tilsatt buljong (TSBNG) — dvs.
uten tilsatt bakteriesuspensjon. | brennene merket med K (kontroll) ble det tilsatt PBS og den aktuelle
stammen.
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3.5 Dyrking av biofilm pa stal etterfulgt av desinfeksjon

| dette forsgket (forsgk 2) ble det gatt videre med falgende stammer fra forsgk 1; MF1844,
MF1871 og MF1872 som alle viste god biofilmproduksjon. I tillegg ble stammene MF1862,
MF2051 og MF2052 testet. MF2051 og MF2052 er to varianter av MF1890 med innsatt
plasmid, sistnevnte med gacC gen. Hensikten med forsgket var a fa de ulike bakteriene til &
danne biofilm pa stalkuponger og deretter utsette de for desinfeksjonsmidler av pereddiksyre
og benzalkoniumklorid. Ikke alle bakteriene ble eksponert for begge desinfeksjonsmidlene.
En oversikt over hvilke bakterier som ble utsatt for hvilke desinfeksjonsmiddel er gitt i tabell
3.3. Som pereddiksyre ble Climax SU388 (heretter Climax, Lilleborg Profesjonell, Nydalen,
Norge) benyttet, og som benzalkoniumklorid ble BC P3-topax M95 (heretter BC, Ecolab,
Norge) benyttet.

Dyrking av biofilm

Kolonier av stammene ble plukket fra respektive skaler og inokulert i 3 ml TSB. Mediet med

bakteriestammene ble dyrket pa ristemaskin ved 30 °C over natt.
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Dagen etter ble hver av stammene fortynnet 100 ganger i TSBNG. | et seksbrgnns
mikrotiterbrett (FALCON®. Multiwell™ 6 brgnns) ble det i fire av brannene lagt en
sterilisert stalkupong (2 cm x 2 cm, AlSI, 304 2B), og tilsatt 5 ml av den fortynnede

bakteriesuspensjonen i hver brgnn.

Ved farste gjentak ble det tilsatt fortynnet bakteriesuspensjon i seks brgnner med en
stalkupong i bunnen av hver brgnn. For at bakeriene skulle feste seg til stalkupongen, ble
brettene inkubert i 3 timer ved 30 °C. To av kupongene, for hver av de to stammene, ble

mikroskopert etter inkubering.

Etter inkubasjonen ble suspensjonen pipettert av og kupongene vasket med sterilt destillert
vann. Vannet ble pipettert av og kupongene plassert i et nytt brett. 3 ml TSBNG ble tilsatt i
hver brgnn og satt til inkubasjon ved 30 °C i 48 timer for & danne biofilm (se figur 3.3).
Suspensjonen ble pipettert av og kupongene ble pa nytt vasket med sterilt destillert vann. For
de to ekstra kupongene som skulle mikroskoperes i det farste gjentaket, stoppet behandlingen

etter vasking med sterilt destillert vann.

00

Figur 3.3 Dyrking av biofilm p4 sterile stlkuponger i seksbranns mikrotiterbrett. En kupong ble
plassert i hver av de fire brannene.

Desinfeksjon av biofilm

Biofilmen ble sa eksponert for et desinfeksjonsmiddel; enten BC med en konsentrasjon pa 200
ppm eller Climax med en konsentrasjon pa 0,1 %. Ved farste gjentak med Climax ble det
benyttet en konsentrasjon pa 0,2 %. Lagsningene ble laget fra konsentrert stamlgsning ved

fortynning i sterilt vann til gnsket konsentrasjon.

Kun to av stammene ble testet med Climax, mens alle stammene ble testet med BC. Forsgket
med Climax ble kjart seks ganger, farste gang med 0,2 % Climax, de resterende fem gangene
med 0,1 % Climax. Med BC ble det kjart 3 gjentak, med unntak for bakteriestammene
MF1844 og MF1872, hvor det ble kjart seks gjentak. Se tabell 3.3.
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Tabell 3.3 Oversikt over bakteriestammer benyttet i desinfeksjonsforsgket, og hvilke bakteriestammer
som ble utsatt for hvilke desinfeksjonsmiddel.

Desinfeksjonsmiddel Stamme Art
l a MF1844 S. cohnii
Climax MF1872 S. capitis
MF1844 S. cohnii
MF1862 S. lentus
b MF1871 S. capitis
BC MF1872 S. capitis
MF2051 S. aureus
MF2052 S. aureus
20,1 %
®200 ppm

For hver stamme ble det til sammen benyttet tolv glassrar (se figur 3.4 for forsgksoppsett).
Rarene hadde en diameter pa tre cm og rommet ca. 56 ml og stalkupongene og talte
sonikering. | rar X1 og X2 ble det tilsatt 6 ml desinfeksjonsmiddel, og i rar X3 og X4 6 ml
destillert vann (kontroll). Fire kuponger fra hver stamme ble overfart til fire respektive rgr —

én kupong per rer med 30 sekunders mellomrom mellom hver kupong tilsatt.

Etter fem minutters inkubering i desinfeksjonsmiddel/kontroll (dH,O) ble kupongene overfart
til et respektivt glassrer med 6 ml Difco™ D/E Neutralizing Broth (D/E Broth, Becton,
Dickinson and Company, Sparks, USA).

Gjenvearende desinfeksjonslgsningen/kontroll-lgsningen ble sa tilsatt 34 ml D/E Broth for
ngytralisering.

Rarene med kupong og 6 ml D/E Broth ble videre eksponert for sonikering i 10 minutter i et
sonikeringskar (Bransonic ultrasonic cleaner, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, US.
3510 EDTH) sa fort alle kupongene hadde veert utsatt for desinfeksjonsmiddel/kontroll-

lgsning.
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Desinfeksjonsmiddel Kontroll (dH20)

X1 X2 X3 X4

V 5 minutters virketid

D/E Broth D/E Broth

X1 X2 X3 Xa

Desinfeksjonsl@gsning
ngytraliseres etter kupongen er
tatt ut

D/E Broth D/E Broth

i 0

Figur 3.4 Oppsett for desinfeksjonstest pa biofilm. Rar X1 og X2 ble tilsatt 6 ml desinfeksjonsmiddel
og rar X3 og X4 6 ml destillert vann (kontroll). En og én kupong ble deretter tilsatt i et av de fire
rarene med 30 sekunders mellomrom. Desinfeksjonsmidlet/destillert vann fikk virke i ngyaktig 5
minutter fgr kupongen ble tatt ut av lgsningen og ngytralisert i 6 ml Difco™ D/E Neutralizing Broth.
Med en gang kupongen var fjernet fra lgsning ble det tilsatt 34 ml D/E Broth i lgsning for &
ngytralisere veesken.
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Det ble laget en fortynningsrekke av hver lgsning; 500 ul av desinfeksjonslasningen/kontroll-
lasningen/sonikeringslgsningen ble overfart til 4,5 ml peptonvann (4 g Bacteriological
peptone + 34 g NaCl i 4 liter dH,0O, Pepton: Oxoide LTD., Basingstoke, Hampshire,
England). Utplating ble gjort med automatisk platespreder (WASP 2, Don Whitley Scientific
Limited, West Yorkshire, England) pa TSA-skaler. Desinfeksjonslgsningen/kontroll-
Igsningen ble et mal pa antall levende bakterier i suspensjon, mens sonikeringslgsningen ble
et mal pa antall levende bakterier pa kupong. Etter inkubering i 24 timer ved 30 °C ble
skalene lest i en automatisk plateleser (ProtoCOL 2 version 1.1, Synbiosis, Cambridge, UK) i
programmet ProtoCOL 2 Colony Counting and Zone Sizing System (Synbiosis, Cambridge,
UK).

Mikroskopering av biofilm fra stalkuponger behandlet med Climax og BC

Som en test pa om sonikeringen lgsnet bakteriene fra stalkupongene, ble én kupong, som ikke
var sonikert og to kuponger, som var sonikert og enten behandlet med Climax, BC eller sterilt
destillert vann, farget med Acridine Orange. Kupongene ble videre mikroskopert med et
fluorescensmikroskop (Leica DM6000 B, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), og det ble
tatt bilder av gjenveerende biofilm ved a benytte programvaren Image-Pro Plus 7.0 (Media
Cybernetics, Inc. Bethesda, USA).

3.6 Suspensjonstest med BC

| dette forsgket ble sensitiviteten overfor BC i suspensjon undersgkt for stamme MF1844 og
MF1872.

Stamme MF1844 og MF1872 ble podet over fra TSA skaler til TSB og inkubert ved 30 °C
over natt pa risting. Det ble laget en ny overnattkultur i TSBNG, med 1 % inokulum fra
forrige kultur, som ble satt ved 30 °C i rundt 18 timer pa risting. Overnattkulturen ble sa
fortynnet 10 ganger i peptonvann.

Det ble benyttet to konsentrasjoner av BC; 10 ppm og 30 ppm. Vann ble benyttet som en
tredje behandling, og fungerte som kontroll. For hver stamme ble 0,5 ml av fortynnet
bakteriesuspensjon overfart til 4,5 ml desinfeksjonsmiddel, en med 10 ppm og en med 30
ppm BC-konsentrasjon. | tillegg ble 0,5 ml av hver av stammene overfart til 4,5 ml sterilt
vann (se figur 3.5). Etter 5 minutters virketid ble 0,5 ml av hver lgsning overfart til et nytt ror
med 4,5 ml Difco™ D/E Neutralizing Broth.
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- e W w
MF1872 MF1844

Figur 3.5 Oppsett suspensjonstest for S. capitis MF1872 og S. cohnii MF1844. Benzalkoniumklorid
med konsentrasjonene 10 ppm og 30 ppm ble benyttet som desinfeksjonsmiddel. Nullprgven bestod
kun av sterilt destillert vann og fungerte som kontroll.

Det ble laget fortynningsrekker ved & blande 500 pl av hver lgsning i 4,5 ml peptonvann.
Utplatingen ble gjort med WASP, i tillegg til 500 ul direkte utplatet manuelt, fra rgr som
hadde veert eksponert for desinfeksjonsmiddel. Skalene ble inkubert ved 30 °C i 48 timer far

de ble avlest. Forsgket ble gjentatt 3 ganger pa hver av stammene.

Et fjerde gjentak ble i tillegg kjert pa stamme MF1872, men pa dette gjentaket ble en
konsentrasjon pa 200 ppm BC benyttet.

3.7 Forekomst av bap-gener i stafylokokker

| dette forsgket ble det testet om stammene MF1844, MF1871, MF1872 og MF1890 hadde
bap-genet som koder for proteiner assosiert med biofilm.

Det ble benyttet to sett primere, tidligere brukt for & amplifisere bap-genet i flere typer
stafylokokker. Forsgket ble kjagrt uten positive kontroller, da disse ikke fantes i
stammesamlingen pa gjeldene tidspunkt.

Stammene ble strgket ut pa TSA og inkubert over natt ved 30 °C. Dagen etter ble det plukket
en koloni fra hver agarskal, ved & bruke en 200 pl pipettespiss. Cellene ble s smurt ned i
bunnen av 96-brgnns PCR plate (Thermo Scientific AB-0900. 0,2 ml Semi-skirted 96-brgnns
PCR plate, Waltham, US).

Det ble til sammen laget tre rader som inneholdt alle de valgte stammene. En strips ble

plassert over brgnnene, og brettet ble kjart i mikrobglgeovnen i ett minutt ved full effekt.
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Det ble laget en Qiagen multiplex PCR-blanding ved & blande; 6,25 pl 2x Qiagen Multiplex
PCR Master Mix (Venlo, Netherlands), 0,25 pl 10 pmol/ul Primer 1, 0,25 pl 10 pmol/ul
Primer 2 og 5,75 pl RNase-free water. Totalt volum 12,5 pl.

For hver stamme ble det kjgrt tre PCR reaksjoner med felgende tre primersett:

Tabell 3.4 Primersett benyttet til amplifisering av bap-gen i Staphylococcus.

Primer-  Primer Sekvens Fragment
sett lengde
(bp)
1° BAP2F 5’-GAG CCA GAT AAA CAA CAA GAA G-3’ 598
BAP 2R 5’-CAT GCT CAG CAATAATTG GAT C-3°
2° bapF-6m 5’-ACT TAY TRC CHT ATA TCG AAR TAG-3’ 900
Sasp-7c 5’-GCT GTT GAA GTT AAT ACT GTA CCT GC-3’
3 MangalaF 5’-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T-3° 466

MangalaR 5’-GAA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTG TT-3°

®Referanse primersett: (Potter et al. 2009)
® Referanse primersett: (Cucarella et al. 2001)

12 ul av mastermixen ble tilsatt i brennene i 96-brgnns PCR plata med de utvalgte
bakteriestammene; en rad med primersett 1, en rad med primersett 2 og en tredje rad med
primersett 3. Brettene ble spunnet rask ned far det ble kjert PCR pa en PCR-maskin (Gene
Amp® PCR System 9700, Applied Biosystems, Foster City, USA).

Falgende PCR-program ble benyttet:

Tabell 3.5 PCR-program benyttet for valgte primersett. Primersett 1 og 2 benyttet samme PCR-
program, mens det tredje primersettet, Mangala, var forskjellig fra de to andre i stegene Annealing og
polymerisering.

Trinn BAP2F + BAP 2R / bapF-6m + Mangala F + Mangala R
sasp-7c

Initieringssteg 15 min 95°C 15 min 95°C

3-stegs syklisk repetering 30:

Denaturering 30s 94 °C 30s 94 °C

Annealing 90s 50 °C 90s 60 °C

Polymerisering 1 min 72°C 30s 72°C

Avsluttende

.. 10 min 72 °C 10 min 72 °C
polymerisering

Etter PCR-programmet var kjgrt, ble det laget en blanding med 3 ul H,O + 2 ul orange G
loading buffer (Sigma Chemical Co. St. Louis USA) + 5 ul PCR-produkt for hver stamme.
Blandingene ble amplifisert i hver sin brenn pé en 0,7 % agarosegel (Certified™ Molecular
Biology Agarose, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA.), farget med GelRed (GelRed
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Nucleic Acid Stain, Biotium, Hayward, CA.), og deretter kjart ved 100 V i 30 min. Ladderen
som ble benyttet var Standard VI (figur 3.6, DNA Molecular weight marker, Roche, Basel,

Schweiz). Deretter ble det tatt et bilde av gelen som viste oppnadde band. Maskin benyttet til
& se oppnadde band var Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA.) og

programvare Image Lab 4.1 (Bio-Rad Laboratories).
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Figur 3.6 Ladder Standard VI (DNA Molecular weight marker ) benyttet ved kjgring av PCR-produkt
pa gel.
3.8 Statistiske analyser

Data fra de ulike forsgkene ble analysert ved ulike analyser som paret T-test, ett-utvalgs T-
test, enveis ANOVA og Tukey’s test. MINITAB (Minitab® 16.1.1) ble benyttet som

programvare, og statistisk signifikans ble definert som p<0.05.
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4 Resultater

4.1 Biofilmdannelse i mikrotiterbrett

Ni stammer av Staphylococcus ble dyrket i 96-brgnns mikrotiterbrett i 2 degn. Etter endt
inkubasjon ble ODggonm Malt for a konstatere at det var vekst i alle brgnnene, med unntak av
kontrollbrgnnene som kun var tilsatt vekstmedium. Biofilmene ble sa eksponert for ulike
virkestoff i 2 timer. PBS fungerte som kontroll og gav i tillegg en indikasjon pa total

biofilmdannelse hos de ni Staphylococcus-stammene (figur 4.1).
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Figur 4.1 Total biofilmdannelse angitt som ODggonm etter farging, avfarging og opplgsning av farge
hos ni stammer av Staphylococcus. Tallene er beregnet ut ifra et gjennomsnitt av to gjentak for hver
stamme (ett gjentak for MF3714), hvor PBS ble benyttet som virkestoff. MF1904 hadde lav
biofilmdannelse. Derfor er verdien vanskelig & se pa figuren.

Figuren viser varierende grad av biofilmdannelse mellom de ni stammene, hvor tre av

stammene naermest ikke har biofilmdannelse.

4.2 Biofilmdannelse pa stal

De seks Staphylococcus-stammene MF1844, MF1862, MF1871, MF1872, MF2051 og
MF2052 ble dyrket pa stalkuponger i to degn. Etter inkubering ble kupongene eksponert for
destillert vann i ngyaktig fem minutter og antall bakterier ble beregnet. Figur 4.2 viser

gjennomsnittlig biofilmdannelse per kupong for hver av de seks Staphylococcus-stammene.
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Figur 4.2 Gjennomsnittlig biofilmdannelse pa kuponger eksponert for vann hos Staphylococcus-
stammer. Verdiene er angitt som gjennomsnitt basert pa fem gjentak for MF1844, to for MF1862, tre
for MF1871, MF2051 og MF2052 og fem gjentak for MF1872. Standardavvik er markert med feilfelt.

Figuren viser at biofilmdannelsen var jevnere mellom stammene pa stal sammenlignet med
polystyren (mikrotiterbrett). Stamme MF1844 viste lavere biofilmdannelse pa stal
sammenlignet med polystyren, mens stamme MF1872 viste hgyere biofilmdannelse pa stal
enn polystyren. | tillegg ligger MF1871 mye hgyere i biofilmdannelse pa stal enn pa
polystyren, og er den stammen som produserte mest biofilm pa stal. Denne stammen
produserte samtidig minst biofilm pa polystyren.

4.3 Opplgsning av biofilm i mikrotiterbrett

Etter eksponering av virkestoff, ble gjenveerende biofilm farget med krystallviolett. Figur 4.3
viser et representativt utvalg av gjenveerende krystallviolett etter fire minutters farging. Tre av

stammene viste svert lav biofilmdannelse og resultatene er derfor kun nevnt i vedlegg 3.

For & finne et mal pa gjenvaerende biofilm ble et gjennomsnitt av tre paralleller for hvert

virkestoff, delt pa gjennomsnittet av fem paralleller av kontroll (PBS) for hver stamme.

Kartlegging av de seks stammene med hgyest biofilmdannelse viste at virkestoffene hadde
ulik effekt pa disse stammene. Figur 4.3 og 4.4 gir en oversikt over virkestoffenes opplgsende
effekt pa dannet biofilm. (Radata bak figuren er gitt i vedlegg 3). Ved klorin benyttet som
virkestoff viste alle de seks stammene <20 % gjenverende biofilm sammenlignet med
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kontroll. Dispersin B viste seg a veere effektivt til opplgsning av biofilm hos fem av
stammene, med unntak av MF1844 som viste kun noe opplgsning av biofilm. Biofilm dannet
av denne stammen ble i stgrre grad nedbrutt av Proteinase K og Trypsin. DNAse viste seg a

ha liten innvirkning pa biofilmen hos alle seks stammene.

I tillegg til enzymene dispersin B, proteinase K, trypsin og DNAse, og desinfeksjonsmiddelet
klorin ble NalO4— natriumperiodat benyttet som et virkestoff. NalO, viste liten evne til

nedbrytning av biofilm hos alle seks stammene og data fra dette forsgket er derfor kun nevnt i

vedlegg 3.
MF1789 | MF1844 |MF1871 | MF1872 | MF1890 | MF2601
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Figur 4.3 Gjenvarende biofilm etter utsettelse for virkestoff. Bildene viser et representativt utvalg av
gjenvaerende biofilm for seks stammer av Staphylococcus etter farging med krystallviolett. PBS
fungerte som kontroll og indikerer total biofilmdannelse hos hver enkelt stamme.
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Figur 4.4 Opplgsning av biofilm i mikrotiterbrett for ulike stammer av Staphylococcus. Prosent
gjenvaerende biofilm i mikrotiterbrett etter to timers utsettelse for ulike virkestoff, regnet ut ifra PBS.
Figuren viser gjennomsnitt av to malinger. ODggo-verdier for brgnner kun tilsatt vekstmedium er
trukket fra verdiene som vises i grafen. Standardavvik er markert med feilfelt.

Enkelte av stammene ble malt (ODgoonm) til hayere gjenveerende biofilm etter utsettelse for
enzym sammenlignet med kontrollbrgnner. Derfor er prosent gjenveerende biofilm hayere i
enkelte tilfeller. Det ble utfort en Tukey’s test pA DNase og PBS som viste at det ikke var
signifikant mer biofilm i disse brannene sammenlignet med kontrollbrgnn (p=0.150).

4.4 Desinfeksjon av biofilm pa stal

4.4.1 Desinfeksjon med 200 ppm BC

Stammene MF1844, MF1862, MF1871, MF1872, MF2051 og MF2052 ble dyrket pa
stalkuponger. Etter to dagers inkubering ble stalkupongene eksponert for 200 ppm
benzalkoniumklorid i ngyaktig 5 minutter og antall overlevende bakterier beregnet.
Kupongene ble mikroskopert med et fluorescensmikroskop, men pa grunn av overgrodde

kuponger er bildene kun vist i vedlegg 4.

Figur 4.5 viser gjennomsnittlig log reduksjon pa kupong og i suspensjon for de fem
bakteriestammene. Forsgket ble forst utfart med fem gjentak for MF1844 og MF1872. Det ble
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deretter bestemt a teste ytterligere fire stammer, som ble testet i tre gjentak. Gjennomsnittlig
log reduksjon pa kupong var starst for MF1844 - over tre ganger stgrre, sammenlignet med de
andre stammene. Hos alle bakteriestammene, bortsett fra hos MF1844, var drapet i

suspensjonen stgrre enn pa kupong (figur 4.5).

MF1844 hadde signifikant lavere toleranse overfor BC i biofilm enn de andre stammene

(p=0.000).

Tukey’s test viste ingen signifikante forskjeller mellom MF2051 og MF2052 i toleranse
overfor BC (p=0.427).
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Figur 4.5 Gjennomsnittlig log reduksjon pa kupong/ suspensjon for stammer av Staphylococcus
eksponert for 200 ppm benzalkoniumklorid. Gjennomsnittene er regnet ut ifra 2 gjentak for MF1862, 3
gjentak for stammene MF1871, MF2051 og MF2052, og 5 gjentak for stammene MF1844 og
MF1872. Standardavvik er markert med feilfelt.

4.4.2 Desinfeksjon med 0,1 % Climax

Stammene MF1844 og MF1872 ble dyrket pa stal i mikrotiterbrett. Etter 48 timers inkubering
ble stalkupongene eksponert for 0,1 % Climax i ngyaktig 5 minutter. Lgsningene ble deretter

spredd pa TSA og inkubert i et dggn ved 30 °C for & undersgke overlevelse av bakterier.

Ved farste gjentak ble det benyttet en konsentrasjon pa 0,2 % Climax. Resultatene viste

fullstendig drap av bakteriene. For & kunne undersgke om det var noen forskjell mellom
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MF1844 og MF1872 i forhold til toleranse overfor desinfeksjonsmiddelet, ble det valgt &

halvere konsentrasjonen til 0,1 % i de andre gjentakene.

| de fleste gjentakene med Climax var det fullstendig drap av bakteriene, selv med en
konsentrasjon pa 0,1 %. Dette var tilfellet for bade MF1844 og MF1872 (tabell 4.1). | to av
gjentakene viste derimot MF1872 starre tendenser til overlevelse enn MF1844 (se vedlegg 3

for radata).

Et utvalg av kuponger fra hver av stammene MF1844 og MF1872 ble i tillegg farget og
mikroskopert med et fluorescensmikroskop (figur 4.6 og figur 4.7). For hver av de to
stammene var én ubehandlet kupong med biofilm, én kupong behandlet med vann etterfulgt

av sonikering og den siste kupongen behandlet med 0,1 % Climax etterfulgt av sonikering.

Bildene viser sveert tett biofilmdannelse hos MF1872 sammenlignet med MF1844. Hos den
sistnevnte er det mulig & observere enkeltkolonier, mens hos MF1872 er det lag pa lag med
biofilm. Farst etter desinfeksjon med Climax var det mulig & se enkeltceller av denne
stammen.

Tabell 4.1 Gjennomsnittlig log reduksjon pa kupong/suspensjon etter desinfeksjon med 0,1 % Climax
SU388. Desinfeksjonsmiddelet ble testet pa stammene Staphylococcus MF1844 og MF1872. Verdiene

er et gjennomsnitt av fem gjentak. Ved farste gjentak ble det benyttet en konsentrasjon pa 0,2 %. | de
neste gjentakene var denne halvert til 0,1 %.

Reduksjon kupong Reduksjon suspensjon
(log cfu/kupong) (log cfu/ml)

MF1844 531 >4,28

MF1872 4,81 3,72

I de fleste gjentakene var det ingen overlevende bakterier og reduksjonen var derfor starre enn angitt.
Se vedlegg 3 for radata.
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Figur 4.6 Mikroskopering av biofilm, fra stamme MF1844, pa stalkupong. A) Bildene viser en
ubehandlet stalkupong med kun dyrket biofilm. B) Bildene viser en stalkupong behandlet med vann
etterfulgt av sonikering. C) Bildene viser en stalkupong som er blitt behandlet med Climax, etterfulgt
av sonikering. Bildene er et representativt utvalg for hver av de tre kupongene.
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Figur 4.7 Mikroskopering av biofilm, fra stamme MF1872, pa stalkupong. A) Bildene viser en
ubehandlet stalkupong med kun dyrket biofilm. B) Bildene viser en stalkupong behandlet med vann
etterfulgt av sonikering. C) Bildene viser en stalkupong som er blitt behandlet med Climax, etterfulgt
av sonikering. Bildene er et representativt utvalg for hver av de tre kupongene.

4.5 Suspensjonstest med BC

For & undersgke om overlevelsesevnen overfor benzalkoniumklorid, i suspensjon, var
forskjellig eller lik for stamme MF1844 og MF1872, ble de to stammene eksponert for
konsentrasjoner pa 10 og 30 ppm BC. MF1872 ble i tillegg testet med 200 ppm BC, da den

viste god overlevelsesevne i opptil 30 ppm BC.

MF1872 viste klare tendenser til god overlevelsesevne i bade 10 og 30 ppm BC (figur 4.8).
Reduksjonen 1a godt under 1 log cfu/ml pa 10 ppm BC, mens péa 30 ppm var den hgyeste
reduksjonen pa 1,81 log cfu/ml. For MF1844 var det fullstendig drap pa alle tre gjentakene
ved 10 ppm. (se vedlegg 3 for radata). Eksponering for 200 ppm pa MF1872 gav fullstendig
drap.
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Tukey’s test viste at MF1872 hadde signifikant lavere drap enn log 4,5 cfu/ml reduksjon 1
bade 10 ppm (p=0.001) og 30 ppm (p=0.004) BC. Drapet var derimot signifikant stgrre ved
30 ppm kontra 10 ppm (p=0.022)
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Figur 4.8 Log reduksjon etter desinfeksjon med 10, 30 og 200 ppm benzalkoniumklorid i suspensjon.
Figuren viser et gjennomsnitt av tre forsgk for 10 og 30 ppm. For 200 ppm ble kun MF1872 testet, i ett
gjentak. Standardavvik er markert med feilfelt.

4.6 Forekomst av bap-gener i stafylokokker

Det ble kjgrt PCR med to primersett for bap-gener hos Staphylococcus pa stammene MF1844,
MF1871, MF1872 og MF1890. | mangel pa positive kontroller ble det i tillegg kjert et
primersett, Mangala F+R, for amplifisering av16S rDNA, som er universelt i alle bakterier.

Bildet tatt etter kjering pa agarosegel viser at bap-genet ikke kunne pavises i noen av
stammene (figur 4.9). 16S rDNA ble derimot pavist i alle stammene, noe som tyder pa at

DNA var frigitt fra bakteriene i tilstrekkelig kvalitet og at PCR-reagenser fungerte.
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Figur 4.9 Bilde av gel kjart med tre ulike primersett pa fire stammer av Staphylococcus. De rade
bandene (z1-z4) er produkter ved bruk av Mangala F+R for stammene 1: MF1844, 2: MF1872, 3:
MF1871 og 4: MF1890. Brgnner merket med 5 indikerer gelelektroforese-blanding uten tilsatt PCR-
produkt. X indikerer PCR-reagens med primersett BAP2F + BAP 2R og y indikerer primersett bapF-
6m + sasp-7c.
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5 Diskusjon

Hensikten med denne masteroppgaven var a undersgke om ulike enzymer og natriumperiodat
hadde opplasende effekt pa allerede dannede biofilmer av ulike arter/stammer av
Staphylococcus, for dermed & fa en indirekte indikasjon pa oppbygging av biofilm-matriks.
Det ble ogsa sett pa om det var varierende grad av biofilmdannelse mellom stammene. Det ble
undersgkt om det var variasjon i toleranse overfor desinfeksjonsmidler mellom ulike stammer,
og om biofilm og resistensgener var involvert i dette. Det ble i tillegg undersgkt for
tilstedeveerelse av genet som koder for biofilm assosierte protein (bap) i utvalgte stammer av

Staphylococcus.
5.1 Enzymer

Tidligere studier har vist at ulike enzymer har en opplgsende effekt pa biofilm, og at den
henger ngye sammen med den kjemiske sammensetningen av biofilmen (Chaignon et al.
2007). Det samme viste forsgket i denne oppgaven med enzymer pa ni stammer av
Staphylococcus. For stammer som dannet biofilm ble det i det innledende forsgket vist at
biofilm produsert av de forskjellige stammene hadde ulik toleranse overfor de ulike

enzymene.

Resultatene indikerer at flertallet av stammene som ble undersgkt dannet en matriks bestaende
av polysakkarider. Biofilm dannet av undersgkte stammer innen artene S. aureus, S. capitis og
S. epidermidis ble helt eller delvis lgst opp etter eksponering for enzymet dispersin B.
Dispersin B har vist seg & ha en nedbrytende effekt pa PIA-basert biofilm ved & endolytisk
hydrolysere de glykosidiske bindingene i poly-B-(1,6)- N-acetyl-D-glukoseamin (PIA) (Boles
& Horswill 2011; Itoh et al. 2005; Rohde et al. 2010). Alle stammene som produserte en
biofilm som lgsnet med dispersin B har i tidligere forsgk vist seg a veere ica-positive (Moretro
et al. 2003) og dermed ha mulighet til & danne PIA. 1zano et al. (2007) har tidligere vist at
dispersin B har en opplgsende effekt pa biofilm dannet av stammer av S. aureus og S.
epidermidis. Itoh et al. (2004) viste i sin studie at dispersin B ikke har noen effekt pa
biofilmdannelse hos stammer som mangler ica-operonet. Stamme MF1844 (S. cohnii) skilte
seg signifikant fra de andre stammene og ble ikke brutt ned av dispersin B (p=0.034). Med
bakgrunn i studien til Itoh et al. (2004) kan det tyde pa at denne stammen ikke danner matriks

bestaende av polysakkarider.
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Det var kun biofilmen til S. cohnii MF1844 som ble lgst opp av proteinase K og trypsin (p=
0.035 og p=0.002). Disse enzymene er begge serin-proteaser med endoproteolytisk aktivitet.
Proteinase K kutter peptidbindinger i alifatiske, aromatiske og hydrofobiske aminosyrer, mens
trypsin er spesifikk for peptidbindinger pa lysin og arginin (Gilan & Sivan 2013a).
Resultatene tyder pa at denne stammen hovedsakelig produserte en biofilm bestaende av
ekstracelluleere proteiner. Kogan et al. (2006) viste gjennom sin studie at biofilmen til visse
kliniske stammer av stafylokokker ikke inneholder PIA, men for det meste bestar av
teikoidsyrer og proteiner, da proteinase K viste seg a ha en opplagsende effekt pa biofilmen.
Dette indikerer at makromolekylene som stabiliserer biofilmen er komponenter bestaende av
proteiner (Kogan et al. 2006). En tidligere studie gjort av Ledsaak (2013) viste lignende
resultater for disse stammene da det ble testet for hemmende effekt pa biofilmdannelse ved

tilsetting av dispersin B og proteinase K/trypsin.

DNase var det enzymet som viste lavest nedbrytende effekt pa samtlige biofilmer. DNase
bryter ned DNA. Ekstracelluleer DNA (eDNA) har vist seg a spille en viktig rolle i
utviklingen av en biofilm ved a gi strukturell stabilitet og beskyttelse mot antimikrobielle
agenter (Gilan & Sivan 2013b). I et tidligere forsgk viste Oust Ledsaak (2013) at DNase
hadde en sterk hemmende effekt pa biofilmdannelsen hos en rekke stammer av
Staphylococcus, hvor dispersin B ogsa viste hemmende effekt (Ledsaak 2013). Det at DNase
kun hemmer dannelse av biofilm, men ikke bryter ned ferdig biofilm kan tyde pa at eDNA
hos de testede stammene ikke utgjar en viktig del i en modnet biofilm, men kanskje er en
viktigere del av matriks under oppbygging av biofilm. Dette antydet ogsa Gilan & Sivan
(2013) da den inhiberende effekten av DNase | inntraff tidlig i biofilmdannelsen, mens

effekten var mindre fremtredende under modning av biofilmen.

Natriumperiodat (NalO,4) hadde i dette forsgket liten opplgsende effekt pa biofilm produsert
av de ni testede stammene. Periodat har vist seg a ha en oksiderende effekt pa karbon 3 og 4
som beerer tilstgtende hydroksylgrupper og bryte C-C bindinger i poly-p-1,6-N-acetyl-D-
glukoseamin (Wang et al. 2004). Wang et al. (2004) viste i sin studie at behandling med
metaperiodat farte til neermest fullstendig opplasning (>90 %) av biofilmen hos stammer av
Escherichia coli, hvor poly- $-1,6-GIcNAc utgjorde store deler av matriks. Natriumperiodat
har i tidligere forsgk vist seg a ha en nedbrytende effekt av biofilm rik pa PIA pa lik linje med
dispersin B, og det faktum at de angriper samme molekyl, gjorde at vi forventet en effekt av
periodat der vi fikk en effekt av dispersin B. | denne oppgaven ble det benyttet 40 mM NalO,4
lgst i dH,O ved 30 °C. Samme konsentrasjon og lgsningsmiddel har blitt benyttet i et tidligere

41



Diskusjon

forsgk som viste opplasning av biofilm ved bruk av meta-periodat (Fredheim et al. 2009). | et
annet forsgk hvor natriumperiodat viste opplasende effekt pa en rekke biofilmer produsert av
ulike stammer av Staphylococcus, benyttet de en konsentrasjon pa 10 mM natriumperiodat
opplest i 50 mM natriumacetat-buffer (pH 4.5) ved 37 °C (Chaignon et al. 2007) Chaignon et
al. (2006) viste i samme studien at natriumperiodat ikke hadde noen opplasende effekt pa en
stamme av S. epidermidis, selv om den var en sterk PIA-produsent, og forklarte resultatet med
at det kreves en ytterligere mild syrlig hydrolyse for a videre depolymerisere PIA-
makromolekylene. Derfor var det ikke sikkert det var nok med en enkel behandling med
periodat etterfulgt av vask for 4 tilstrekkelig opplase den tykke PIA-biofilmen til S.
epidermidis (Chaignon et al. 2007).

Klorin ble benyttet som kontroll pa nedbrytende effekt, og var den forbindelsen som viste best
evne til & lgsne biofilm produsert av alle seks stammene (>75 %). Klorin er et oksiderende
middel som gdelegger den cellulere aktiviteten til proteiner (McDonnell & Russell 1999).
Klor brukes bade til vask og til desinfeksjon i naeringsmiddelindustrien (Granum 2008).
Vaskeeffekten er best ved hgy pH og kloralkaliske midler for vask har en pH pa 12-13 i
brukerlgsning. Desinfeksjonseffekten er hgyere ved lavere pH og ofte brukes midler med en
pH pa om lag 11 (Stanga 2010). Selv om Klorin viste seg & ha best nedbrytende effekt pa
samtlige biofilmer, var enzymene mer effektive i enkelte tilfeller. | et tidligere forsek ble det
vist ved bruk av elektron-mikroskop at det fortsatt var mikroorganismer igjen pa rustfritt stal

etter vask med opptil 150 ppm natrium hypokloritt (Schwach & Zottola 1984).
5.2 Biofilmdannelse

De ni stammene som ble dyrket i mikrotiterbrett i innledende forsgk viste varierende grad av
biofilmdannelse, mens produksjonen var mer jevn hos de seks stammene som ble dyrket pa
stal. Resultatene etter biofilmdannelse viste en omvendt korrelasjon for de tre stammene som
bade var blitt dyrket pa polystyren og stal. S. lentus MF1862 og S.cohnii MF1844 var
stammer med en proteinrik matriks. Disse to viste tendenser til lavere biofilmdannelse pa stal
enn de fire andre stammene, med biofilm-matriks bestaende av polysakkarider. Det kan derfor
tyde pa at bakterier som produserer en proteinrik matriks ikke like lett danner biofilm pa stal
som i polystyren og omvendt, men dette ma testes pa flere stammer med proteinmatriks for
man kan konkludere med dette. S. lentus MF1862 ble heller ikke testet pa polystyren, noe som
gjer sammenligningsgrunnlaget vagt. Det er tidligere blitt observert at enkelte stammer av S.

aureus har vanskeligere for a feste seg til rustfritt stal ssmmenlignet med andre stammer
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(Vazquez-Sanchez et al. 2014). Det har blitt vist at hydrofobiske overflater (som teflon og
plast) lettere lar seg kolonisere enn hydrofile overflater (som glass og metall) (Cloete et al.
2009).

Av de 12 Staphylococcus-stammene som ble testet i denne oppgaven hadde atte av stammene
fatt pavist icaADBC-lokuset (Moretro et al. 2003). En av stammene var ikke testet for dette
lokuset, og de resterende to stammene var ica-negative. Mgretrg et al (2003) fant ut at sterk
biofilmdannelse og tilstedevarelse av icaA er positivt korrelert, og det virker dermed som ica-
lokuset er viktig for biofilmdannelse. To av stammene som viste darligst biofilmdannelse har
derimot fatt pavist ica-gen. | et annet forsgk ble det derimot vist at tilstedevarelse av icaA og
icaD gener ngdvendigvis ikke var positivt korrelert med biofilmproduksjon (Darwish &
Asfour 2013). | en studie gjort av Maretrg et al. (2003) ble ica-lokuset pavist i fire av atte
biofilmnegative stammer av S. epidermidis. Samme observasjonen gjorde Ziebuhr et al.
(1999), som i sin studie viste at ikke alle ica-positive isolater av S. epidermidis produserte
biofilm (Ziebuhr et al. 1999). Disse studiene m.fl. viser at ica-positive stammer ikke
ngdvendigvis trenger a vare gode biofilmdannere, som stemmer godt med resultatene i denne

oppgaven.

Alle ica-negative stammer viste god biofilmdannelse sammenlignet med de andre stammene
som har fatt pavist icaADBC-lokus i tidligere forsgk. At disse er gode biofilmdannere i tillegg
til at to ica-positive stammer viste darligst biofilmdannelse, tyder pa at ica-gen ikke er
avgjerende for god biofilmproduksjon, og at stammer med en proteinrik matriks har
muligheter til 2 danne en like tykk og stabil biofilm som stammer med matriks basert pa
polysakkarider. Det er blitt vist i en studie at sterke biofilmdannere blant stammer av S.
epidermidis uttrykte proteiner som var fraveerende i proteinprofilen til de stammene som
produserte lavere mengder biofilm. Dette understreker at det ogsa finnes proteiner som er
avgjarende for god biofildannelse (Sousa et al. 2009). Cucarella et al. (2001) mente at Bap
ikke bare er involvert i intracelluleert feste og akkumulering i flerlags celleklynger, som
produktet av ica operonet gjer, men at det ogsa bidrar i det primare feste til abiotiske
overflater. Det er blant annet vist at biofilm-matriks bestaende av Bap-proteinet utlgser
vedheft til epitelceller (Valle et al. 2012).

5.3 Toleranse overfor BC

De farste forsgkene viste at S. cohnii MF1844 var mer sensitiv til BC i biofilm enn S. capitis

MF1872 som inneholder et gacA gen. gacA-genet er sammen med gacB, gac C, gacG og
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gacH blitt koplet opp mot resistens overfor kvarteere ammoniumforbindelser (Heir et al. 1995;
Heir 1998; Heir et al. 1998; Heir et al. 1999a; Heir et al. 1999b; Sundheim et al. 1998; Temiz
et al. 2014). Siden de to stammene ogsa hadde ulik sensitivitet mot enzymer var det
usikkerhet om hva som kunne vare mekanismen bak toleranse mot BC i biofilm.
Suspensjonstesten med BC viste at S. capitis MF1872 talte mer enn S. cohnii MF1844 ogsa i
suspensjon, noe som ga en indikasjon pa at forskjellen i sensitivitet ikke bare var relatert til
biofilm.

Siden S. capitis MF1872 var gacA positiv, sa gnsket vi a undersgke om gac-gener kunne ha
betydning for toleranse mot BC i biofilm. Videre forsgk viste at det ikke var signifikante
forskjeller i sensitivitet mot BC i biofilm mellom S aureus MF2051 og S. aureus MF2052
(p=0.427), som er identiske stammer med unntak av at sistnevnte har et gacC gen. Ideelt sett
burde man testet gacA gen i et slikt system, men dette var ikke tilgjengelig som klonet inn i
plasmid i S. aureus. Siden to gac-negative stammer viste god toleranse overfor BC, tyder
dette pa at toleranse overfor kvarteere ammoniumforbindelser har en annen forklaring.
Tilstedevaerelse av gac-gen (p=1.0) er ut ifra disse resultatene ikke avgjgrende for toleranse
overfor BC. En studie gjort av Cabeca et al. (2012) antydet at en stamme av S. aureus isolert
fra neeringsmiddelindustrien, var mer tolerant overfor kvarteere ammoniumforbindelser enn
stammer av Listeria monocytogenes og Escherichia coli testet. Arsaken til den hgye
toleransen, utenom at de er mer tolerante i biofilm, er ikke kjent (Cabeca et al. 2012).
Vazquez-Sanchez et al. (2014) antydet at resistens overfor ulike desinfeksjonsmidler ikke er
lik for ulike bakterie-stammer. Dette bemerker at det er behov for & bruke en bred samling av
stammer i standardtester hvor hensikten er a teste bakteriedrepende effekt. Dette for & sikre en
korrekt anvendelse av desinfeksjonsmidler i blant annet naeringsmiddelindustrien (Vazquez-
Sanchez et al. 2014).

Resultatene antydet at oppbygging av matriks spilte inn pa toleransen overfor BC, og at en
matriks bestaende av mye polysakkarid gjorde bakteriestammen mer tolerant overfor BC. S.
cohnii MF1862, som Leedsaak (2013) fant ut hadde en proteinrik matriks, viste derimot god
toleranse overfor BC, og en matriks rik pa polysakkarider er kanskije ikke avgjarende for
toleransen overfor BC. For a finne ut om protein-matriks kan ha en betydning for svak
toleranse overfor BC er det ngdvendig a teste flere stammer med denne typen matriks.
Vazquez-Sanchez et al. (2014) observerte at resistensen overfor BC gkte med aldrende

biofilm.

44



Diskusjon

Som antydet var toleransen overfor BC hgyere i biofilm sammenlignet med i suspensjon. At
cellene er mer tolerante i biofilm sammenlignet med i suspensjon er nevnt i en rekke artikler
(Behnke et al. 2011; Cabeca et al. 2012; Flemming 1998; Vazquez-Sanchez et al. 2014).
Vazquez-Sanchez et al. (2014) fant ut at biofilm dannet av S. aureus pa rustfritt stal, viste en
hgyere motstand mot BC sammenlignet med sine planktoniske celler, men denne gkningen
var sterkt stamme-avhengig. Selv om en stamme av S. aureus i biofilm viste en motstand 16
ganger hgyere enn sine planktoniske celler, viste en annen stamme at biofilmen kun var om
lag tre ganger mer motstandsdyktig sammenlignet med sine planktoniske celler. Begge

stammene var gode biofilmdannere (Vazquez-Sanchez et al. 2014).

Eksponering for Climax resulterte i kraftig reduksjon i antall bakterier hos begge stammene
testet. Da anbefalt brukerkonsentrasjon pa 0,2 % drepte alle bakteriene, valgte vi & ga ned til
en konsentrasjon pa 0,1 %. Denne konsentrasjonen resulterte ogsa i tilneermet fullt drap av
bakterier og det var derfor vanskelig a se om det var noen forskjell i toleransen mellom de to
stammene. Peredikksyre har i tidligere forsgk vist seg a ha god baktericidal effekt pa stammer
av S. aureus isolert fra matindustrien (Cabeca et al. 2012; Vazquez-Sanchez et al. 2014).
Siden vi gnsket a bruke konsentrasjoner som benyttes i neeringsmiddelindustrien, valgte vi

derfor & droppe dette desinfeksjonsmiddelet i videre tester, og kun ga videre med BC.

5.4 Evaluering av metoder

Dyrking av biofilm pa polystyren og rustfritt stal er utbredte metoder innen biofilmforskning
(Chaignon et al. 2007; Christensen et al. 1985; Moretro et al. 2003; Tormo et al. 2005; Wang
et al. 2004). Plast og stal er materialer som benyttes mye i naeringsmiddelindustrien (Cabeca
et al. 2012; Van Houdt & Michiels 2010).

For & raskt oppna biofilmdannelse i begge metodene ble inkuberingstemperatur satt til 30 °C.
Dette er ingen representativ temperatur for naeringsmiddelindustrien hvor det etterstrebes en
sa lav temperatur som mulig for a senke hastigheten pa all mikrobiologisk aktivitet. Dette
oppnas ved at bedervelige naeringsmidler alltid skal befinne seg i kjglekjede (mellom -1 og +4
°C) helt fra ravarestadiet, gjennom hele produksjonen og ut i omsetningsleddene (Hagesather
1986). Mange av stammene som var isolert fra neringsmiddelindustrien viste seg a veere
svake biofilm-produsenter sammenlignet med lab-stammene. Dette trenger ngdvendigvis ikke

bety at de er darligere biofilmdannere. Andre betingelser kunne gitt andre resultater, da disse
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bakteriene er tilpasset kjgligere temperaturer og tilgang pa annen naring. Dette er blant annet
blitt vist for Listeria monocytogenes, hvor temperatur og naringstilgang pavirker evnen til
vedheft til rustfritt stal, grunnet endrede fysiokjemiske egenskaper pa bakterieoverflaten som
hydrofobisitet/hydrofilisitet og overflateladning (Norwood & Gilmour 1999). En annen studie
fant at stafylokokker med hgy biofilmdannelse oftere ble isolert fra produkter med hgy

prosesseringsgrad (Vazquez-Sanchez et al. 2014).

Dyrking av Staphylococcus-biofilm pa polystyren etterfulgt av eksponering for ulike enzymer
har vist at Staphylococcus danner biofilm pa polystyren og at ulike enzymer hadde ulik evne
til & lgsne biofilm produsert av de forskjellige stammene (Chaignon et al. 2007; Kogan et al.
2006). Resultatene gav en god indikasjon pa bade biofilmdannelse og enzymenes opplgsende
effekt overfor de ulike biofilmene. Ulike stammer av S. aureus og S. epidermidis har i
tidligere studier blitt beskrevet som gode biofilmdannere pa blant annet polystyren (Gross et
al. 2001; Vuong et al. 2003), og Mgretrg et al. (2003) viste god biofilmdannelse hos ogsa
andre arter av Staphylococcus.

Metoden med dyrking av biofilm pa stalkuponger etterfulgt av direkte desinfeksjon er ingen
optimal metode for & undersgke drapseffekt av desinfeksjon relatert til
neringsmiddelindustrien. | neeringsmiddelindustrien blir overflater vasket med
rengjeringsmidler for desinfeksjon for & oppna god effekt (Van Houdt & Michiels 2010). At
rengjering lenner seg for desinfeksjon vistes tydelig pa stalkupongene som ble mikroskopert
etter eksponering for desinfeksjonsmidler. Selv om 0,1 % Climax viste neermere fullstendig
drap av begge bakteriestammene, var det allikevel et tykt lag igjen med biofilm pa kupongen
til S. capitis MF1872 etter eksponering. Det betyr at biofilmen fortsatt kan inneholde mange
bakterier, som desinfeksjonsmidlet aldri nadde fram til. Hensikten med oppgaven var derimot
a undersgke om det var forskjell i toleranse overfor BC mellom stammene. Resultatene
indikerte nettopp dette og suspensjonstesten understrekte at enkelte stammer av
Staphylococcus ogsa er tolerant overfor BC i suspensjon. Ved bruk av 200 ppm, som er
brukerkonsentrasjonen i neringsmiddelindustrien, i suspensjon overlevde derimot ingen
bakterier. Allikevel ma man i industrien vaere helt sikre pa at all biofilm er fjernet, for a veere

sikre pa at alle stafylokokkene skal bli drept ved desinfeksjon.
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PCR er en utbredt metode for deteksjon/amplifisering av spesifikke gen i bakterier (Piessens
et al. 2012; Potter et al. 2009). | denne oppgaven ble det benyttet to primersett til
amplifisering av bap-genet i fire utvalgte Staphylococcus-stammer (Potter et al. 2009; Tormo
et al. 2005). Disse primerne hadde i tidligere studier vist & dekke ulike overlappende regioner
av bap-genet, og resulterte i amplifisering av bap fra ulike arter Staphylococcus, inkludert
aureus og cohnii. Det biofilm-assosierte proteinet (Bap) er et overflateprotein involvert i
biofilmdannelsen (Tormo et al. 2005). Tidligere har bap kun blitt funnet i stammer av S.
aureus, S. epidermidis, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus hyicus og S. cohnii isolert fra melkekjertler hos
kuer med jurbetennelse. Ingen stafylokokker isolert fra mennesker har fatt pavist bap-genet
(2009) (Potter et al. 2009). | en studie gjort av Darwish et al. (2013) ble bap-genet kun pavist i
4 av 40 S. aureus og 3 av 68 koagulase-negative stafylokokker isolert fra storfe med klinisk
jurbetennelse. Staphylococcus-artene som ble testet for bap-gen i denne oppgaven var S.
cohnii, S. capitis og S. aureus. Primersettene som ble benyttet har i tidligere forsgk vist seg a
amplifisere bap-genet i flere typer stafylokokker. Bakteriestammen av spesiell interesse var S.
cohnii MF1844, isolert fra et fjeerkre foredlingsanlegg, som i innledende forsgk hadde vist a
produsere en proteinrik matriks. Forsgket ble kjgrt uten positive kontroller, da amplifisering
av bap-gen hverken var gjort tidligere pa stammer i Nofimas stammesamling, eller positive
kontroller var bestilt inn. Genet kunne ikke pavises i noen av stammene. Et negativt aspekt er
mangel pa positive kontroller. Uten dem kan man ikke utelukke at stammene inneholder bap-
genet, og at PCR resultatene gir falske negative resultat. Det kan ogsa tenkes at bap-genet er
noe forskjellig bygd opp i ulike stammer, og at primersett som ble benyttet i dette forsgket
ikke var tilstrekkelig homologe i forhold til stammene som ble testet. Et av primerparene var

tidligere benyttet til amplifisering av bap i S. cohnii.

5.5 Relevans av resultater for kontroll av biofilmdannelse i naeringsmiddelindustrien

Resultatene i denne oppgaven viser tydelig at det eksisterer stammer innen genus
Staphylococcus som er svert tolerante overfor BC, bade i suspensjon og i biofilm. Tidligere
studier har vist at anbefalte doser fra produsentene for BC, peredikksyre og
natriumhypokloritt til desinfisering av flater i kontakt med mat var lavere enn doser som
skulle til for fullstendig biofilm-fjerning, under enkelte miljgforhold som er vanlig i
naeringsmiddelindustrien (Vazquez-Sanchez et al. 2014) Dette setter sparsmalstegn ved

dagens bakteriedrepende tester, og fremmer arbeidet for nye strategier for fjerning av biofilm.
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Forsgket med enzymer har vist at biofilm produsert av ulike stammer lgsner av tilstedeveerelse
av ulike enzymer. Enzymer kan derfor veere et alternativt rengjgringsmiddel til bruk i
naeringsmiddelindustrien, mye pa grunn av dens spesifisitet i tillegg til positive innvirkning pa
miljget. | dag benyttes enzymer i en rekke industrielle prosesser. Enzymer blir blant annet
benyttet i vaskemidler til bruk pa tey (Chiweshe & Crews 2000). | de senere arene har det
veert gkende interesse for bruk av xylanaser, spesielt til bruk i blekeprosessen i
treforedlingsindustrien. Klorbasert bleking i treforedlingsindustrien har blant annet alvorlige
miljgeffekter som produksjon av giftige og mutagene klorforbindelser (Comlekcioglu et al.
2014). Sen et al. (2014) viste nylig at man ved bruk av alkaliske proteaser isolert fra Bacillus
pseudofirmus stamme SVB1 kunne fjerne fastbrente proteinrester fra faste underlag.
Fastbrente proteinrester pa overflaten av redskaper benyttet i meieri- og
kjattforedlingsindustrien er en stor utfordring, hvor rutinemessige renseoperasjoner involverer
bruk av sterke vaskemidler basert pa varm alkali og / eller syre, etterfulgt av varme- eller
kjemisk desinfisering. Disse konvensjonelle tilneermingene er hverken gkonomisk eller

miljgvennlig (Sen et al. 2014).

Disse studiene m. fl. viser at det er et potensial i bruk av enzymer til rengjaring i
naringsmiddelindustrien. | tykkere biofilmer vil enzymene ha starre mulighet til & trenge
lenger inn i biofilmen og lgse den opp fra innsiden, da klor kun vil oksidere komponenter pa
overflaten av en tykk biofilm. Ved & kombinere enzymbruk med rengjeringsmidler, vil
rengjegringsmidlene komme lettere til, noe som vil forenkle rengjgringsprosessen. Bruk av
enzymer forutsetter dog at flere enzymer blir benyttet samtidig, da ulike stammer viser ulik
toleranse overfor forskjellige enzymer (Chaignon et al. 2007; Kogan et al. 2006) Enzymene
trenger ikke kun omfatte de som ble benyttet i denne oppgaven, men ogsa andre enzymer som
proteaser, lipaser, amylase og cellulase for & nevne noen. Disse vil sammen bryte ned mye av
naringsstoffene som befinner seg pa overflater i naeringsmiddelindustrien og minske
sannsynligheten for biofilmdannelse. Per i dag vil bruk av enzymer som rengjaringsmiddel bli
en svert kostbar prosess da det kreves enorme mengder enzym for a oppna optimal effekt.
Men med tiden vil det kanskje utvikles nye metoder til fremstilling av store mengder enzym,
som vil gjare det lannsomt & velge denne lgsningen, serlig til omrader med

biofilmutfordringer.
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6 Konklusjon

Resultatene i denne oppgaven har vist at biofilm dannet av ulike arter/stammer av
Staphylococcus reagerer ulikt pa enzymer. Dette tyder pa at stafylokokker har forskjellig
sammensetning av matriks, hvor flertallet av de testede stammene har en biofilm bestaende
hovedsakelig av polysakkarider. Enzymer kan derfor veere et alternativ til konvensjonelle
vaskemidler for kontroll av biofilm. Det vil sannsynligvis matte brukes en blanding av
enzymer for & bryte ned biofilmer med ulik sammensetning. Dette vil vere kostbart og vil
sannsynligvis bare vere aktuelt i de tilfeller konvensjonelle vaskemidler ikke klarer a fjerne
biofilm eller pa utstyr som ikke taler de klorholdige vaskemidlene.

| forsgk viste ulike stafylokokker & ha varierende grad av biofilmdannelse. Dette kan tyde pa
at en rekke faktorer i miljget spiller inn pa biofilmdannelsen og/eller at egenskaper ved

overflaten pa bade festematerialet og bakterien kan spille inn pa biofilmproduksjonen.

Ulike stammer viste variasjoner i toleranse overfor desinfeksjonsmidlet benzalkonium Klorid.
Arsaken til denne variasjonen er fortsatt uklar, da hverken gac-gen eller ssmmensetning av
matriks kunne forklare forskjellen i toleranse. Dermed ser det ut som det er flere faktorer som
har betydning for enkelte stafylokokkers resistens overfor kvarteere ammoniumforbindelser.

At det eksisterer toleranse overfor kvarteere ammoniumforbindelser hos mange arter/stammer
av Staphylococcus og at ulike enzymer har vist seg & ha en opplgsende effekt pa biofilm
produsert av stafylokokker, er viktig kunnskap i utarbeidelse av bedre metoder for

bekjempelse av stafylokokker og deres biofilmer i naringsmiddelindustrien.
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7 Forslag til videre arbeid

Etter endt oppgave star fortsatt mange ubesvarte spgrsmal igjen. For 8 komme enda naermere

bekjempelse av biofilm kan det forskes videre pa fglgende spennende felt;

>

Eksponere flere arter/stammer av Staphylococcus og muligens andre bakterier for
enzymer rettet mot matrikskomponenter.

Analysere den kjemiske sammensetningen av biofilm-matriks til stammer med ulik
enzymrespons.

Undersgke hvilken enzymkonsentrasjon som ma til for a oppna effekt.

Dyrke biofilm pa ulike materialer under ulike betingelser.

Undersgke en mulig rolle av eDNA i nye og eldre biofilmer, og se om eDNA er mer
fremtredende i visse typer biofilm-matriks (polysakkarid vs. protein).

Undersgke biofilmdannelse og effekt av enzymer under andre forhold (temperatur og
vekstmedium).

Teste bruk av enzymer som vaskemidler pa stalkuponger.

Teste flere stammer med ulik enzymrespons for toleranse overfor kvartaere
ammoniumforbindelser, for & undersgke mekanismer bak toleransen.

Undersgke relevansen av gacA i toleransen overfor benzalkoniumklorid i biofilm og
suspensjon, ved a klone gacA i Staphylococcus cohnii MF1844 og fjerne genet i

Staphylococcus capitis MF1872.
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Vedlegg 1: Tillaging av medier

Agar/buljong Medie Fork. Tillaging Oppbevaring
Tryptone TSA 40g TSAlgsesil 4°C
Soya Agar liter destillert vann,
Agar etterfulgt av 15 min
autoklavering ved
121 °C
Tryptone TSB 30gTSBlgsesil  Romtemp.
Soya Broth liter destillert vann,
etterfulgt av 15 min
autoklavering ved
121 °C.
Tryptone TSBNG 12gTSB+104g Romtemp.
Soya Broth + NaCl +1,32¢
0,26 % NaCl glukose lgses i 400
Buljong +0,33% ml destillert vann,
glukose etterfulgt av 15 min
autoklavering ved
121 °C
Difco'™ D/E  DI/E 39 g D/E broth 4°C
Neutralizing  Broth lgses i 1 liter
Broth destillert vann,

etterfulgt av 15 min
autoklavering ved
121 °C
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Vedlegg 2: Lasninger benyttet som lgsningsmiddel for kjemiske stoffer benyttet i forsek 1

Lasning Antall ml | Innhold lgsning
nr. lgsning
tilberedet
1 10 40 mM NalO4 (natriumperiodate/natriummetaperiodate) lgst i
dH,0
2 100 20 mM Tris HCI* (pH 7,5) med 100 mM NaCl
3 100 150 mM NaCl + 1 mM CaCl,
4 400 Phosphate Buffered Saline (PBS) lgst i dH,0

*Tris HCI lages ved 4 lage en 1 molarlgsning av Trizma base, justere pH med HCI til gnsket pH, for
deretter a etterfylle med vann til gnsket mengde.

Trizma base og CaCl, er fra Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA.

PS: Malene indikerer hvor mye som ble tillaget av hver lgsning, ikke hvor mye som ble
benyttet som lgsningsmiddel til stamlgsningene.

Stamlgsninger for nedbrytning av biofilm i mikrotiterbrett

Stamlgsning Konsentrasjon Lgsningsmiddel
Dispersin B 50 pg/ml Lgsning 4
Proteinase K 100 pg/ml Lgsning 2
Trypsin 100 pg/ml Lasning 2
DNAse 100 pg/ml Lasning 3
NalOy4 40 mM Lgsning 1
Hypokloritt (pH 12)* 0,03 % dH,0

*Hypokloritt ble justert til pH 12 ved tilsetting av NaOH. Se tillaging av hypoklorittlgsning
for fremgangsmate.

Tillaging hypoklorittlasning: en uapnet flaske med klorin (Lilleborg) ble benyttet som
hypoklorittlzsning. Konsentrasjonen pa ren klorin ligger pa 44 000 pg/ml = 4,4 % (pH 12,5). 1
dette forsgket ble det benyttet en konsentrasjon pa 0,03 % hypokloritt = 300 pg/ml (pH 12).
For & oppna riktig pH-verdi ble falgende fremgangsmate benyttet:

- Det ble laget en stokklgsning pa rundt 0,06 % i dH,O

- pH ble justert til rundt 12,1 ved tilsetting av NaOH

- Det ble tilsatt ytterligere med vann for & oppna en endelig konsentrasjon pa 0,03 %

- pH pa lgsning ble malt. Denne skulle ligge pa rundt 12 i en 0,03 % lgsning. Hvis dette
ikke var tilfellet matte det lages en ny lgsning med justert NaOH tilsetting.
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Vedlegg 3 Radata fra forsgkene

Lgsnings Stamme
middel | MF [ MF [ MF | MF | MF | MF | MF | MF | MF
1872 1890 2601 1844 1871 1789 3675 3714 1904
Dispersin | 0,0177 | 0,0056| 0,0797| 0,6564 | 0,02407 | 0,0727 | 0,0504 | 0,0141| -0,0189
PBS | 0,6998| 0,0038| 1,7958| 1,181| 0,3924| 0,4298| 0,1142| 0,0392| -0,0114
Glentak 1| oy teinase | 0,5447 | 0,6337| 2,1427| 0,0307| 0.3921| 0,2781] 0.4554| 0,037 -0,0176
Trypsin 0,6117| 0,9407| 2,3251| 0,0484| 0,4081| 0,4841| 0,1034| 0,0327| -0,0149
DNAse | 0,8014| 0,9124| 2,0924| 07734 05597 | 0,4014 | 0,0737 | 0,0191| -0,0166
NalO4* | x X X X X X X X X
Klorin | 0,0574 | 0,0614|0,03306 | 0,0447 | 0,1017| 0,0271| 0,0481 | 0,0344 | -0,00127
Lasnings Stamme
iddel | MF | MF | MF [ MF | MF | MF | MF | MF
1872 | 1890 | 2601 | 1844 | 1871 | 1789 | 3675 | 1904
Dispersin | 0,0333 | 0,0323 | 0,1866 | 1,0279 | 0,11590,0746 | 0,0403 | 0,0183
_ PBS |0,4712| 0,469| 2,0146|1,0504 | 0,3754|0,1464| 0,093 |0,0296
Gientak 2 5, teinase |0,4276 | 0,5399 | 2,3893 |0,0123 | 0,49030,2036 | 0,1259 | 0,0206
Trypsin |0,4173|0,4989 | 2,4309 |0,0096 | 0,5189 | 0,2389 | 0,1333 | 0,0119
DNAse |0,5423|0,5906| 2,1143(0,6113 | 0,6016 | 0,2409 | 0,1536 | 0,0453
NalO4 |0,6063|0,6903| 0,9303|0,7386 | 0,8753 | 0,3646 | 0,2349 | 0,0989
Klorin |0,0456 | 0,0269 | 0,0319 |0,0216 | 0,0476 | 0,0646 | 0,0683 | 0,0873

*NalO4 ble kun benyttet ved gjentak 2

62



Vedlegg

=N oUW - AL

LEL TL | EES BT wu e G BT BT BT AulagE 7 i B 35T wul prETIN
Er'L G [ E0E o SLE BT W £+ i EE |EE B | L 1% TLRTAN
yenslEg] yeual 5| ymuslE | ymual g wEll | gmealE | yewalEy) yeudliy] yewely el meelg amesEy| gewelg] yeaslog] ymual oy yeuEl g yeeel g el soumg
OZHP - [leRua)y NS0 T 28 wdd poz
L iy B0
LT LET £S5 T EET Eo S L ET7] E77] E77] ET?] £ B 7z 7T [ TUE D
EE T T o TFD L 0T T7E ETE ETH ERT FET T T =% TET 5 TLETAW
AnuelE ] gmual 5| qnuEl §| gmual f| gnudi g anuslB | geeslSg) gouds 5| geuell g gmuel g gmeslg amusl 7| qewelg] qmels 5| AnuEl p| qoues g qoueE 7] gousd ) suwng
OZHP - [leRua) N5 *Ew D 10 28 wad poz
[y Eo
y1oug AsBul A3g |w FE paw 18pue)q Sujusegjsu ofsyayusep (wg - Suusesuofsuadsng
N|EA oW - AU
[z | Ty £ LET wu B0 T B0 7] BT BTEET [ (fE EE BEE [esw BT
[f=% & TEE TIE FLEER B0 o= B e B0 T=| LT 5 Au[TE BB TE =3 53 [5t BT
[y ymuslE 5| gmudl p| gmusl £| gousig] gousi ]| qmusig] qmuslin] qmusip| qRuslB | gneals g qnesl j| jems g jouen 5| jouuss p| jouuss f| jouss g goeuss | swwg
OZHP - [[eRuoy NEEUDETD 18 wid pog
_ Sucdngfnp &0
M5 WU T T a
B R 56D TED T wu ET5] £ T3] ET[TT wufz EET ET 5 EEE G
LT WL ECL CEL T I T T3 ET=[EE ¢ CUELT L TEL 7L ENa TL LT 7T T
AEUSIE g qeusls 5| qejusls | g f| fmusis g fUsE [| NeUSIZ G| yRusis G| jRuslp|  jeusli f|  feIusls g| LARUsis || jeusl g qeuslE 5| §ejusis | jeuss || jeues g yeuss | swweg
OZHP - [IeRuo)y NEEUD T 28 wad poz
Juyngz Foq

upw or | Supayuos ne 15 npa118 ujuse puo FyEusep | upw s 130 y1oug A3)8ua fsg (w g |p ueyeno ssfuodny - Buusd) usyuos

63



Vedlegg

Desinfeksjonsforsgk med 200 ppm BC - 4 stammer Sonikert lgsning

Log cfu/ml

200 ppm BC Kontroll - dH20
Stamme | 1. gjentak |2. gjentak |3. gjentak |1.gjentak |2.gjentak |3. gjentak
MF1862 5,05 7,64 5,78 8,14
MF1871 7,38 7,98 7,78 8,18 8,01 8,12
MF2051 7,03 7,76 7,45 7,41 7,64 7,61
MF2052 7,68 7,88 7,5 7,49 7,81 7,6

Log cfu/kupong

200 ppm BC Kontroll - dH20
Stamme | 1. gjentak | 2. gjentak |3. gjentak |1.gjentak |2. gjentak |3. gjentak
MF1862 5,82 8,42 6,56 8,92
MF1871 8,16 8,76 8,56 8,96 8,79 8,9
MF2051 7,81 8,54 8,23 8,19 8,42 8,38
MF2052 8,45 8,66 8,28 8,27 8,59 8,38

Suspensjonslgsning - 4 stammer

Log cfu/ml
200 ppm BC Kontroll - dH20
Stamme | 1. gjentak | 2. gjentak | 3. gjentak |1.gjentak | 2. gjentak |3. gjentak
MF1862 3,05 2,17 5,36 4,82
MF1871 3,96 4,13 4,22 6,89 6,8 6,52
MF2051 6,1 5,97 6,02 6,46 6,51 6,75
MF2052 6,79 6,61 6,56 6,98 6,89 6,71

Log cfu/40 ml

200 ppm BC Kontroll - dH20
Stamme | 1. gjentak | 2. gjentak | 3. gjentak |1.gjentak | 2. gjentak | 3. gjentak
MF1862 4,65 3,78 6,96 6,43
MF1871 5,56 573 5,82 8,49 8,4 8,13
MF2051 7,7 7,57 7,62 8,06 8,11 8,35
MF2052 8,39 8,21 8,17 8,58 8,49 8,31
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Suspensjonstest; 10 ppm og 30 ppm BC pa MF1844 og MF1872 (200 ppm BC pa MF1872)

Log cfu/ml
200 ppm
10 ppm BC 30 ppm BC dH20 - Kontroll BC

Stam |1. 2. 3. 1. 2. 3. 1. 2. 3.
me gjentak |gjentak |gjentak |gjentak |gjentak |gjentak |gjentak |gjentak |gjentak (1. gjentak
MF
1844 <13 <13 <13 <13 <13 <13 6,08 6,03 6,04
MF
1872 5,72 508 | 4,73 5,08 4,12 3,63 5,86 5,42 5,44 <1,3
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Vedlegg 4 Bilder av stalkuponger behandlet med 200 ppm BC

Figur 3 Mikroskopering av biofilm, fra stamme MF1844, pa stalkupong. Bildene viser en stalkupong
behandlet med 200 ppm BC, etterfulgt av sonikering.

Figur 4 Mikroskopering av biofilm, fra stamme MF1872, pa stalkupong. Bildene viser en stalkupong
behandlet med 200 ppm BC, etterfulgt av sonikering.
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Vedlegg 5 Statistiske beregninger fra MiniTab

Forsgk 1 — Opplgsning av biofilm i mikrotiterbrett
Er det forskjeller mellom stammenes biofilm i toleranse overfor dispersin?

One-way ANOVA: Dispersin versus Stamme_Dispersin

Source DF SS MS F P
Stamme Dispersin 5 0.7962 0.1592 5.25 0.034
Error 6 0.1821 0.0303

Total 11 0.9783

S = 0.1742 R-Sgq = 81.39% R-Sg(adj) = 65.88%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ——-—————- o ————— o [T —— +-
MF1789 2 0.3394 0.2407 [ Koo )
MF1844 2 0.7672 0.2990 (————=———= Amm )
MF1871 2 0.1850 0.1749 (-—————-— R )
MF1872 2 0.0480 0.0321 (-—————- K — )
MF1890 2 0.0375 0.0443 (-———————F——————-—— )
MF2601 2 0.0685 0.0341 (———————- e ——— )
———————— i e A
0.00 0.35 0.70 1.05

Pooled StDev = 0.1742

Grouping Information Using Tukey Method

Stamme Dispersin N Mean Grouping
MF1844 2 0.7672 A

MEF1789 2 0.3394 A B
MF1871 2 0.1850 A B
MF2601 2 0.0685 B
MF1872 2 0.0480 B
MEF1890 2 0.0375 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Er det forskjeller mellom stammenes biofilm i toleranse overfor DNAse?

One-way ANOVA: DNAse versus Stamme

Source DF SS MS F P
Stamme Dispersin 5 0.8714 0.1743 3.38 0.085
Error 6 0.3092 0.0515

Total 11 1.1807

S = 0.2270 R-Sqg = 73.81% R-Sg(adj) = 51.98%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ----- Fomm— = Fom— fom NI
MF1789 2 1.2897 0.5032 (-————-- *mm e )

MF1844 2 0.6184 0.0515 (------ Ko e )

MF1871 2 1.5145 0.1246 (-—————- e )
MF1872 2 1.1480 0.0040 (-—————- Kmm e )



Vedlegg

MF1890 2 1.1344 0.1766 (——=———- Kmmmm )
MF2601 2 1.1073 0.0818 (—===———- Koo )

Pooled StDev = 0.2270

Grouping Information Using Tukey Method

Stamme Dispersin N Mean Grouping
MF1871 2 1.5145 A
ME1789 2 1.2897 A
MF1872 2 1.1480 A
MF1890 2 1.1344 A
MF2601 2 1.1073 A
MF1844 2 0.60184 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Er det forskjeller mellom stammenes biofilm i toleranse overfor klorin?

One-way ANOVA: Klor versus Stamme

Source DF SS MS F P
Stamme Dispersin 5 0.0897 0.0179 1.34 0.363
Error 6 0.0806 0.0134

Total 11 0.1703

S = 0.1159 R-Sg = 52.68% R-Sg(adj) = 13.25%

Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev

Level N Mean StDev -t Fom—————— Fom—————— Fm——————
MF1789 2 0.2522 0.2674 (- Hmmm oo )
MF1844 2 0.0292 0.0122 (- Hmmmmm o )
MF1871 2 0.1930 0.0936 (-==——————= Koo oo )
MF1872 2 0.0894 0.0104 (- Hom oo )
MF1890 2 0.0626 0.0075 (-—=———————- Koo oo )
MF2601 2 0.0171 0.0018 (- oo )

—t—————— R o o

-0.16 0.00 0.16 0.32

Pooled StDev = 0.1159

Grouping Information Using Tukey Method

Stamme Dispersin N Mean Grouping
MEF1789 2 0.2522 A
MF1871 2 0.1930 A
MF1872 2 0.0894 A
MF1890 2 0.0626 A
MF1844 2 0.0292 A
MF2601 2 0.0171 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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Er det forskjeller mellom stammenes biofilm i toleranse overfor proteinase?

One-way ANOVA: proteinase versus Stamme

Source DF SS MS F P

Stamme Dispersin 5 1.8634 0.3727 5.16 0.035

Error 6 0.4333 0.0722

Total 11 2.2967

S = 0.2687 R-Sg = 81.13% R-Sg(adj) = 65.41%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDhev -————-—-- to—————— to—————— Fo—————— +-=

MF1789 2 1.0189 0.5259 (===———- Hmmm———— )

MF1844 2 0.0189 0.0101 (-—-———- Hmm e )

MF1871 2 1.1527 0.2170 (==—=———- Hmm e —— )

MF1872 2 0.8429 0.0913 (——————= Hmm o )

MF1890 2 0.9262 0.3182 (===——- Hmm o —— )

MF2601 2 1.1896 0.0051 (==—————= Hmm e )
—_————— e e e +—-

0.00 0.60 1.20 1.80
Pooled StDev = 0.2687

Grouping Information Using Tukey Method

Stamme Dispersin

MEF2601
MF1871
ME1789
MEF1890
MEF1872
MF1844

Mean
.1896
.1527
.0189
.9262
.8429
.0189

Grouping

g 4
W www

N
2
2
2
2
2
2

OO O

Means that do not share a letter are significantly different.

Er det forskjeller mellom stammenes biofilm i toleranse overfor trypsin?

One-way ANOVA: trypsin versus Stamme

Source DF SS MS F P
Stamme Dispersin 5 2.4240 0.4848 15.23 0.002
Error 6 0.1910 0.0318
Total 11 2.6151
S = 0.1784 R-Sg = 92.69% R-Sg(adj) = 86.61%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean Sthev —-———-——-—-— o ———— Fm———— o +-—-
MF1789 2 1.3791 0.3574 (—————- *e o —— )
MF1844 2 0.0251 0.0225 (------ Fmm )
MF1871 2 1.2111 0.2420 (===-- Fmmmm )
MF1872 2 0.8799 0.0081 (===———- e —— )
MF1890 2 1.0523 0.0162 (—=—-- Hmmmm e )
MF2601 2 1.2507 0.0623 (—=———- Ko —— )
————— t———————— t———————— fom +-—=
0.00 0.50 1.00 1.50
Pooled StDhev = 0.1784
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Grouping Information Using Tukey Method

Stamme Dispersin N Mean Grouping
MF1789 2 1.3791 A

MF2601 2 1.2507 A

MF1871 2 1.2111 A

MF1890 2 1.0523 A

MF1872 2 0.8799 A

MF1844 2 0.0251 B

Forsgk 2 — Desinfeksjons av biofilm pa stal

Sammenlikning av ulike stammer - drap av bakterier i biofilm med 200 ppm BC

One-way ANOVA: Drap biofilm versus Bakterie

Source DF SS MS F P
Bakterie 5 43.937 8.787 13.62 0.000

Error 14 9.032 0.645

Total 19 52.968

S = 0.8032 R-Sg = 82.95% R-Sg(adj) = 76.86%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ——-——-—-—- o o ——— [T —— 4
MF1844 5 3.5960 1.4570 (m—— = =)
MF1862 2 0.6150 0.1626 (—==———- Kmm )
MF1871 3 0.3900 0.3874 (—=———- Kmm o — )
MF1872 4 0.0900 0.1236 (m=———*———— )
MEF2051 3 0.1367 0.2503 (== —F )
MF2052 3 -0.0533 0.1457 (-—-—-—-—- Kmmm o )
——————— fom fom fom +-=
0.0 1.5 3.0 4.5

Pooled StDev = 0.8032

Grouping Information Using Tukey Method

Bakterie N Mean Grouping
MF1844 5 3.5960 A

MF1862 2 0.6150 B
MF1871 3 0.3900 B
MF2051 3 0.1367 B
MF1872 4 0.0900 B
MF2052 3 -0.0533 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Er det forskjell mellom MF2051 og MF2052 i toleranse overfor 200 ppm BC

Results for: Drap 200 ppm BC biofilm

Paired T-Test and Cl: 2051; 2052

Paired T for 2051 - 2052

N Mean StDev SE Mean
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2051 3 0.137 0.250 0.144
2052 3 -0.053 0.1l46 0.084
Difference 3 0.190 0.333 0.192

95% CI for mean difference:

(-0.637; 1.017)
T-Test of mean difference = 0 (

vs not = 0): T-Value = 0.99 P-Value = 0.427

Forsgk 3 — Suspensjonstest med BC

Har MF1872 lavere drap enn log 4.5?

One-Sample T: 10 ppm

Test of mu = 4.5 vs < 4.5

95% Upper
Variable N Mean StDev SE Mean Bound T P
10 ppm 3 0.397 0.289 0.167 0.884 -24.58 0.001
One-Sample T: 30 ppm
Test of mu = 4.5 vs < 4.5

95% Upper
Variable N Mean StDev SE Mean Bound T P
30 ppm 3 1.297 0.515 0.297 2.165 -10.77 0.004

Er drapet signifikant sterre ved 30 ppm sammenlignet med 10 ppm?

Paired T-Test and CI: 30 ppm; 10 ppm

Paired T for 30 ppm - 10 ppm

N Mean StDev SE Mean
30 ppm 3 1.297 0.515 0.297
10 ppm 3 0.397 0.289 0.167
Difference 3 0.900 0.236 0.136

95% CI for mean difference: (0.314; 1.486)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 6.61 P-Value = 0.022
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