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SAMMENDRAG

Det er de siste arene kommet en rekke produkter pa markedet med pastatte antimikrobielle
egenskaper, der antimikrobielle forbindelser er inkorporert i eller ligger som belegg utenpa
produktet. To slike antimikrobielle forbindelser er triclosan og nanosglv. Begge forbindelsene
finnes i en rekke kommersielle produkter for eksempel sape, kremer, tannkrem og
husholdningsprodukter som skjarebrett. Hensikten med disse undersgkelsene var a undersgke
om skj@rebrett som inneholdt henholdsvis triclosan og nanosglv, hadde antimikrobiell effekt
pa matrelaterte bakterier. Undersgkelsene omfattet kontroll av overlevelse og vekst av
bakterier pa disse skjarebrettene, undersgkelse av MIC for de antimikrobielle forbindelsene i

ulike bakteriesuspensjoner og agadiffusjons-assay av de ulike typene skjerebrett.

Kuponger av skjerebrettene med bakteriesuspensjon som ble undersgkt ble inkubert ved
henholdsvis 70 og 100 % relativ fuktighet. MIC for triclosan og sglv ble undersgkt i
mikrotiter brett med samtlige enkelt stammer. Agardiffusjonsforsgket ble fgrst gjort pa
kuponger av samtlige materialer med bakteriesuspensjoner av fem overnattkullturer. Deretter
ble kupongen med triclosan undersgkt ved agardiffusjons-assay mot samtlige enkelt stammer.
Bakteriegruppene som ble benyttet var E. coli, Salmonella, Serratia, koagulase negative
Staphylococcus sp., St. aureus og L. monocytogenes. Resultatene viste at ingen kuponger med
nanosglv hemmet veksten, men pa kupongen med triclosan kunne effekt sees ved 70 % relativ
fuktighet. Nanosglv var ikke tilgjengelig da MIC skulle undersgkes, sglvnitrat ble i stedet
benyttet. Alle benyttede stammer med fa unntak fikk MIC for sglvnitrat 15,63 ppm. Tre L.
monocytogenes stammer og en Serratia stamme fikk MIC 31,25 ppm AgNOs. Resultatene
etter undersgkelsene av MIC for triclosan ga stgrre variasjon mellom bakteriegruppene. Det
kunne i tillegg observeres sma forskjeller innad i de ulike bakteriegruppene. Resultatene av
agardiffusjonsforsgket hvor samtlige materialer ble testet mot hver bakteriegruppe viste at kun
materialet med triclosan ga hemmesone. Hver enkelt stamme ble derfor undersgkt ved
agardiffusjons-assay mot dette materialet, og samtlige stammer ble hemmet og det kunne
observeres hemmesone med unntak pa skaler med Serratia sp. Resultatene av MIC
undersgkelsene for triclosan og agardiffusjons-assay med materiale med triclosan samsvarte

noksa godt.

Tre kuponger av materialet med triclosan ble i tillegg undersgkt for virkning etter omfattende
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vask. Disse tre kupongene ble vasket nesten hver dag i to maneder i en husholdnings
vaskemaskin. Agardiffusjons-assay av disse kupongene mot ubehandlede kuponger av samme
type viste en signifikant forskjell pa hemmesonenes stgrrelse, noe som tyder pa at materialet

over tid vil miste sin virkning pa grunn av vask og slitasje.



ABSTRACT

Over the last years a large range of products with alleged antimicrobial effect have been
developed and are available on the market. The antimicrobial agents are incorporated
throughout the material or coating covering the product. Two such agents are triclosan and
nanosilver particles. These antimicrobial agents can be found in products like soaps, lotions,
toothpaste and different household products like cutting boards. The purpose of this research
was to investigate the antimicrobial effect of cutting boards incorporated with triclosan or
nanosilver. The research included testing of growth and survival of food-associated bacteria
on the cutting boards, test of MIC for the antimicrobial agents in different bacteria

suspensions and agardiffusion-assay of the different cutting boards.

The cutting boards were cut into coupons. Bacteria suspension were added to the coupons and
incubated in atmospheres with 70 and 100 % RH. The triclosan and nanosilver’s MIC was
tested using microtiter plates for each strain. The agardiffusion-assay was first done with all
the materials using bacteria suspensions with five bacteria strains, followed by agardiffusion-
assay with the triclosan containing coupon against each strain. Strains of E. coli, Salmonella,
Serratia, coagulase-negative Staphylococci, St.aureus and L. monocytogenes were used. The
results showed that none of the coupons incorporated with nanosilver inhibited the bacteria
growth, but the triclosan containing coupon showed effect in atmosphere with 70 % RH.
Nanosilver was not accessable when the MIC was tested and silver nitrate was used as a
substitute. All bacteria strains with a few exceptions got a MIC of 15,63ppm silver nitrate.
Three strains of L. monocytogenes and one strain of Serratia got a MIC of 31,25ppm silver
nitrate. The MIC-testing results of triclosan varied more for the different bacteria groups and
also showed some small variation between strains of the same species. In the agardiffusion-
assay done with bacteria suspensions, only the coupon with triclosan gave inhibition rings.
Each strain was therefore tested against this coupon, and all strains were inhibited except the
five Serratia strains. The results of triclosan MIC testing and agardiffusion-assay with the
Microban coupon showed compliance.The antimicrobial effect of three coupons with triclosan
was tested using agardiffusion-assay after an extensive washing. The coupons had been
washed in a household dishwasher nearly every day for two months. The agardiffusion-assay
showed that the washing had effected their antimicrobial effect significantly, indicates that the

material will lose its effect due to washing and wearing.
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1 INNLEDNING

Krysskontaminering ved tillaging av mat er en viktig smittevei for sykdomsfremkallende og
kvalitetsforringende mikroorganismer. Mikroorganismene kan feste seg til, vokse og danne
biofilm og/eller overleve pa overflater i kjgkken og neringsmiddelindustrien. Naeringsmidler

som kommer i direkte eller indirekte kontakt med slike overflater kan bli kontaminert.

Det er en rekke ulike materialer som kan komme i kontakt med n@ringsmidlene. Tradisjonelle
eksempler er plast, tre, papir og rustfritt stal. De siste arene har det derimot kommet nye typer
materialer pa markedet med pastatte antimikrobielle egenskaper. Triklosan og nanosglv er
antimikrobielle forbindelser som 1 gkende grad benyttes 1 kjgkkenprodukter og i
neringsmiddelindustrien, men disse antimikrobielle virkestoffene er ogsa lansert i en rekke
ulike produktgrupper. De er a finne i tekstiler, produkter for personlig hygiene som for
eksempel sape og fuktighets krem, i sportsutstyr, i gulvbelegg og annen innredning og i store
innretninger som heiser. Disse materialene markedsfgres som a kunne drepe eller hindre vekst
av mikroorganismer. Slik effekt er lite dokumentert, spesielt i vitenskaplig sammenheng.
Tidligere forsgk har i stor grad gatt ut pa a undersgke de antimikrobielle virkestoffenes effekt
pa bakterier ved blant annet a teste minste inhiberende konsentrasjon, men svert fa forsgk er

blitt gjort pd materialer som inneholder disse stoffene.

Formalet med oppgaven var
» 2 undersgke matrelaterte bakteriers evne til a overleve og vokse pa skjerebrett med

inkorporert triklosan eller nanosglv.



2 TEORI

2.1 Antimikrobielle virkestoffer

Pa grunn av gkende antibiotikaresistens leter forskere etter nye antibakterielle virkestoffer
(Rai et al., 2009). Sglv og sglvioner har lenge vert kjent for sin inhiberende effekt pa
bakterier og ny teknologi er under utvikling for a utnytte dette (Cho et al., 2005). Andre
stoffer, som triklosan har vert i bruk i hudpleieprodukter i over 30 ar, men produsenter av
ulike produkter verden over har fatt gynene opp for dette stoffet og dets pastatte

antimikrobielle effekt (Jones et al., 2000).

Produsentene finner stadig nye produkter disse antimikrobielle virkestoffene kan inkorporeres
1. Produkter med nanosglv er blant annet ulike polyetylen produkter (Bioguard®) og tekstiler
(Dubeas et al., 2006) Triklosan finnes i produkter som sape, tannkrem og en rekke andre
produkter for personlig hygiene (Bhargava et al., 1996, DeSalva et al., 1989) i tillegg til blant
annet polyetylenprodukter og kjgkken- og baderomsinnredning (Microban International, Ltd.

C & K products division).

2.1.1 Triklosan

Triklosan (2,4,4’-trikloro-2’hydroksydifenyleter) er en kjemisk forbindelse med et bredt
spekter for antimikrobiell aktivitet. Forbindelsen er et ikke-ionisk, hvitt, odgrlgst og smaklgst
krystalinsk pulver (Jones et al., 2000). Triklosan er tungtlgselig i vann, men Igser seg lettere 1

upolare organiske lgsninger (Bhargava et al., 1996).

OH Cl

Cl Cl
Figur 1.1 Triklosan (2,4,4’-trikloro-2’hydroksydifenyleter) (Schweiser, 2001).
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Triklosan ble utviklet av Ciba-Geigy Company (Basel, Sveits) tidlig pa 1960-tallet.
Kjemikaliet distribueres i dag som Irgasan DP300 for hud produkter og Irgacare MP for
munnhygiene produkter av Ciba Specialty Chemicals Corporation i Nord Carolina,

USA(http://cibasc.com) (Bhargava et al., 1996).

Virkningsmekanismen til triklosan ble tidligere antatt a vere uspesifikk ved at forbindelsen
diffunderte gjennom celleveggen og pavirket membranstrukturer og funksjoner (Regos et al.,
1974, Meincke et al., 1980). Det har i senere tid imidlertid vist seg at triklosan pavirker
bakteriens fettsyresyresyntese. Dette ble vist ved forsgk der E. coli, Pseudomonas aeruginosa
og St. aureus ble benyttet. Resultatene viste at NADH-avhengige enoyl-[acyl carrier protein]
reduktase (Fabl) ble inhibert ved at triklosan imiterte det naturlige substratet (Heath et al.,
1998, Heath et al., 2000, Hoang et al., 1999) eller dens homologe InhA i Mycobacterium
smegmatis og Mycobacterium tuberculosis (McMurry et al., 1999, Parikh et al., 2000,
Slayden et al., 2000). Den opprinnelige antatte virkningsmekanismen kan derfor forklares

som sekundareffekter av den spesifikke inhiberingen av fettsyresyntesen (Schweiser, 2001).

Microban International, Ltd. er en av verdens ledende produsenter av produkter inkorporert
med antimikrobielle virkestoffer, blant annet triklosan. De lager produkter for privatkunder og
industrien i tillegg til medisinske produkter. Ved fremstilling av sine produkter tilsettes det
antimikrobielle virkestoffet slik at det blir jevnt fordelt gjennom hele materialet. Microban
markedsfgrer sine produkter som svert effektive overfor en rekke mikroorganisemer,
deriblant bakterier, men de understreker at produktene ma vaskes pa normalt vis. De sier ogsa

at den antimikrobielle effekten ikke vil bli svekket av vask og slitasje(www.microban.com).

Noen undersgkelser er gjort pa Microban inkorporert i ulike produkter. DeVere et al. (2007)
har undersgkt den antibakterielle effekten til skjerebrett inkorporert med Microban i forhold
til overflater av tre, plast, og glass. De fant at plast inkorporert med Mikroban hadde
signifikant lavere bakterietall enn plast og glass etter eksponering. Undersgkelse av
tannbgrster med Microban har vist lignende resultater i forhold til tannbgrster uten tilsatt
antimikrobielt virkestoff (Goldschmidt et al., 2004). Lefebvre et al. undersgkte forings-
materiale benyttet til gebiss inkorporert med Microban. De fant derimot ingen signifikant
forskjell i bakterietall pa produktet med Mikroban sammenlignet med produkter uten.
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2.1.2 Nanosglv

Selv og sglvioner har lenge vert kjent for sine inhiberende og antibakterielle effekt samt for
sitt brede spekter som antimikrobielt virkestoff (da Silva Paula et al., 2008). Med
nanoteknologien har sglv nanopartikler (Ag-NP) blitt utviklet. Disse har en stor spesifikk
overflate og en hgy andel overflateatomer (Duran et al., 2005). Nanopartiklene foreligger som

klaser med atomer som maler 1-100 nm (Gong et al. 2007).

Nanosglv har vist seg a ha god antimikrobiell effekt mot bakterier, men ogsa virus og andre
eukariote mikroorganismer (Gong et al. 2007). Den eksakte antimikrobielle mekanismen til
sglv er ikke fullt ut kjent, men det tyder pa at frie sglvioner reagerer med thiol (SH-)grupper i
proteiner, noe som fgrer til inaktivering av proteinene (Lehninger et al.) og som igjen

inaktiverer bakterien (Liau et al., 1997).

Nanosglv kan inkorporeres i blant annet plast og lgsninger til overflatebehandling ved at det
blandes inn under fremstilling av produktet. Nanosglv er derfor a finne i en rekke produkter
av plast (Bioguard), samt i tekstiler (Dubas et al., 2006), i ulike hygieneprodukter og

medisinske implantater og midler for behandling av sar og brannskader (Chen et al., 2007).

2.2 Hygiene 1 neringsmiddelindustrien

Gode renholdsrutiner og desinfeksjon er sveart viktig i neringsmiddelindustrien for a unnga
kontaminering av naringsmidler med potensielt patogene bakterier. Bakteriene har en rekke
av mulige smitteveier inn i n@ringskjeden, for eksempel via vann og luft, menneskelig
handtering og transportutstyr. Gode renholdsrutiner fjerner smuss og reduserer antall

bakterier. For ytterligere a redusere antallet benyttes desinfeksjon (Sundheim, 1999).

2.2.1 Desinfeksjon

I neringsmiddelindustrien benyttes en rekke desinfeksjonsmidler som ved rett bruk vil
redusere antall bakterier. Desinfeksjonsmidlene skal vere effektive, men ma samtidig ikke
veare farlige eller forarsake korrosjon. Det er ogsa viktig a ta miljghensyn ved valg av
desinfeksjonsmidler (Sundheim et al., 1995). I hovedsak benyttes kvartere
ammoniumforbindelser (QAC) og hypokloritt til desinfeksjon av overflater. Hypokloritt har

sterk virkning, ogsa pa sporer, men stoffet er svakt korroderende (pH 7-8) og bgr ikke
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benyttes for ofte. Til daglig desinfeksjon benyttes derfor QAC (Granum, 2008).

2.2.2 Biofilm

Ved utilstrekkelig rengjgring vil bakterier ha stor tilgang pa naringsstoffer. Dette favoriserer
biofilmdannelse. Biofilmdannelse er en dynamisk prosess som gar over flere trinn (Jeong et
al., 1994, Kumar et al., 1998). Bakteriene har flere komplekse egenskaper som gjgr det mulig
for dem a adherere til overflater. Innledningsvis er det Van der Waal’s krefter som gjgr at
bakterien naermer seg overflaten, men nar bakterien er 10-20 nm fra overflaten oppstar det
tiltrekning mellom bakterien og overflaten. Adhesjonen er pa dette punktet reversibelt da det
ikke er noen bindinger mellom bakterien og overflaten. Hydrofobe interaksjoner fjerner
vannet mellom bakterien og overflaten slik at bakterien kan feste seg. For at bakteriens
binding til overflaten skal vare sterk kreves flere typer interaksjoner, noe som resulterer i at
bakterien blir irreversibelt bundet (Busscher et al., 1987). Bakterier som er bundet til
overflaten kan sa vokse og danne mikrokolonier. Disse vil i tur vokse sammen og danne et
cellelag som dekker overflaten (Allison et al., 1987). En etablert biofilm er et lag med
bakterier i flere sjikt omgitt av ekstracelluleer polymerisk substans som kan besta av
polysakkarider, proteiner og DNA (Otto, 2004). Tykkelsen pa biofilmen avhenger av mengde
tilfgrt substrat, tid fra dannelse og mekanisk pavirkning. For enkelt kulturer er biofilm-
strukturen artsspesifikk, men ofte er biofilmen bestdende av en rekke kulturer, noe som gjgr
biofilmen substratspesifikk. I slike biofilmer er strukturen uregelmessig pa grunn av ulikt

vekst- og adhesjonsmgnster hos bakteriene (Costerton et al., 1995).

Bakterier i1 biofilm har gkt resistens mot blant annet desinfeksjonsmidler og antimikrobielle
subsanser som antibiotika enn frittlevende bakterier (Dewanti et al., 1995). Resultater har vist
at bakterier i biofilm kan overleve 100 ganger hgyere konsentrasjoner av desifeksjonsmidler
sammenlignet med bakterier i suspensjon, og er derfor vanskelig a fjerne (Gilbert et al.,

2002).
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2.3 Escherichia coli

Escherichia coli tilhgrer slekten Escherichia og familien Enterobacteriaceae og er en Gram-
negativ, katalase-positiv, oksidase-negativ, fermentativ, ikke-sporedannende fakultativ
anaerob stavbakterie (Adams et al., 2000), og har peritrike flageller som gjor den bevegelig
(Granum, 2008).

E. coli er en mesofil bakterie og kan vokse mellom 7 og 50 °C, med et vekstoptimum pa 37
°C. Bakterien er ikke spesielt varmeresistent (Adams et al., 2000) og ingen stammer vil kunne
overleve pasteurisering og koking (Granum, 2008). E.coli vil kunne overleve i nedkjglt og
frossen tilstand over lengre tid. Optimal pH for vekst er ner ngytral, men bakterien kan vokse
ned til pH 4,4 hvis andre vekstvilkar er optimale. Minimum a, for vekst er 0,95 (Adams et al.,

2000).

E. coli har sitt naturlige reservoar i tarmen hos varmblodige dyr og mennesker. Noen stammer
er imidlertid sykdomsfremkallende og vil forarsake gastroenteritt (Granum, 2008).
Sykdomsfremkallende E. coli deles inn i undergrupper basert pa virulens faktorer, kliniske

symptomer og serotyper (Sekse, 2009).

E. coli differensieres serologisk basert pa antigenene pa bakterien overflate.
* O (somatisk)

* H (flageller)

* K (kapsel)

* F (fimriae)

Flere hundre serotyper er identifisert, men de fleste av disse tilhgrer den naturlige tarmfloraen
og er derfor ikke sykdomsfremkallende. Serotyping kan sammen med andre metoder benyttes

til a skille apatogene og sykdomfremkallende stammer (Sekse, 2009).

2.3.1 Shigatoksinproduserende E. coli, STEC/Enterohemorrhagisk E. coli, EHEC
Shigatoksinproduserende E. coli er patogene stammer som produserer ett eller flere
Shigatoksiner (Stx). STEC som forarsaker alvorlig sykdom hos mennesker, som

hemorrhagisk kolitt og hemolytisk uremisk syndrom (HUS) kalles enterohemorrhagisk E.
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coli, EHEC (Levine, 1987). De viktigste serogruppene klassifisert som EHEC er O157, 026,
0103, O111 og 0145 (Granum, 2008).

2.3.2 Shigatoksin

Shigatoksinene er en av de viktigste virulensfaktorene til STEC. Stx tilhgrer en familie av
ABS toksiner. Disse bestar av en A subenhet og fem B subenheter. A-enheten er non-kovalent
bundet til en ringstruktur av B-enhetene. Toksinet kan inhibere proteinsyntesen ved at Stx
bindes til glykolipid-reseptorer pa vertscellens cellemembran. Her endocyteres toksinet og
transporteres til golgiapparatet og endoplsmatisk reticulum. Deretter blir det translokert til
cellecytosol. Her inaktiveres ribosomene ved at det enzymatisk aktive Al-fragmentet fra A-
enheten frigjgres (Granum, 2008). Inhibering av proteinsyntesen er viktig 1 patogenesen til
HUS. I'tillegg kan Stx indusere syntesen av cytokiner og celledgd. Skadene pa endotelcellene
fgrer til hemorrhagisk kolitt (Paton et al., 1998).

Shigatoksinene er delt i to undergrupper, Stx1 og Stx2. Stx1 er en homolog gruppe toksiner
som er tilnermet idenstiske med shigatoksinet til Shigella dysenteriae. Stx2 er en gruppe

bestaende av flere varianter shigatoksiner. STEC kan produsere Stx1 eller Stx2, eller begge
typer og flere varianter av samme type. Stammer som koder for Stx2 er assosiert med HUS

(Granum, 2008).

2.3.3 E. coli relatert til neringsmidler

I sykdomsutbrudd forarsaket av EHEC serotype O157:H7 er ofte malte kjgttprodukter som
ikke er gjennomstekt involvert. Storfe er et viktig reservoar for bakterien og har blitt isolert
fra 0,9-8,2 % av friskt storfe i Storbritannia. Utbrudd fra produkter med lav pH forekommer
0gsa, blant annet fra juice og spekepglse. Dette viser bakteriens evne til overlevelse ved lav

pH over lengre tid, spesielt nar produktet kjglelagres (Adams et al., 2000).
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2.4 Salmonella

Bakterieslekten Salmonella tilhgrer familien Enterobacteriaceae. Salmonella-bakteriene deles
inn i to arts grupper; Salmonella bongori og Salmonella enterica. Gruppen S. bongori bestar
kun av noen fa serovarianter isolert fra kaldblodige dyr. S. enterica bestar av ca 2500
serovarianter. Disse er fordelt pa seks biokjemisk definerte underarter:

* Subspecies I: enterica

* Subspecies II: salamae

* Subspecies Illa: arizonae

* Subspecies IlIb: diarizonae

* Subspecies IV: houtenae

* Subspecies V: indica

De fleste serovariantene tilhgrer subspecies I: enterica. De fleste sykdomsfremkallende

serovariantene tilhgrer denne underarten (Granum, 2008).

Salmonella er en Gram-negativ, fakulativt anaerob, katalase-positiv, oksidase-negativ ikke-
sporedannende stavbakterie som blant annet finnes i tarmen hos mennesker og de fleste dyr,
pa planter og i jord. Bakterien er vanligvis bevegelig da den har peritrike flageller (Bell,

2002).

Salmonella kan vokse mellom 5 og 47 °C, med vekstoptimum ved 37 °C. Bakterien er relativt
varmesensitiv og drepes ved pasteurisering, men varmeresistensen vil variere avhengig av
naringsmiddelet. Varmeresistensen gker ved hgyt innhold av sukker og fett, og avtar med
gkende vanninnhold. Bakterien har ogsa vist gkt varmeresistens ved inntgrking. Minimum a,
for vekst er 0,93. Salmonella kan vokse mellom pH 4,5 og 9,0, med pH optimum mellom 6,5
og 7,5 (Granum, 2008).

Salmonella sp. har generelt sett et bredt vertspektrum, dette omfatter mennesker og de fleste
dyrearter. Bakteriene kan kolonisere tarmen og tilsgtende organer hos bade ville og husdyr.
Dyr kan veare friske barere og vil giennom avfgringen skille ut store mengder av bakterien.

Disse dyrene er en viktig faktor i spredningen av bakterien til neringskjeden (Granum, 2008).
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2.4.1 Virulensfaktorer

Salmonella har en rekke kromosomale og plasmidbetingede virulensfaktorer, blant annet
adheransefaktorer som fimbrier, invasivitetsfaktorer, enterotoksin og cytotoksin. De ulike
serovariantene har forskjellige virulensfaktorer som forklarer serovariantenes varierende

virulens, vertsspesifisitet og preferanse og symptomer ved utbrudd (Granum, 2008).

2.4.2 Salmonella relatert til neringsmidler

Pa verdensbasis er fjgrfekjott, egg og svinekjgtt de viktigste smittekildene (Granum, 2008).
Andre nzringsmidler som ogsa ofte knyttes til Salmonella utbrudd er melk. Neringsmidlene
kan vere utilstrekkelig varmebehandlet slik at bakteriene overlever, eller de kan

krysskontaminere annen mat som spises uten a varmebehandles (Adams et al, 2000).

2.5 Serratia

Serratia sp. er en Gram-negative, oksidase-negativ, fakultativt anaerobe stavbakterie.
Bakterien tilhgrer familien Enterobacteriaceae (Grimont et al. 1984). S.marcescens er den
viktigste sykdomsfremkallende arten av Serratia. Den er opportunistisk og er blant

bakterieartene som forarsaker infeksjons utbrudd pa sykehus (Ania, 2009).

S. marcescens kan nyttegjgre seg av en rekke naringsmidler, noe som tillater den a vokse
under ekstreme forhold som desinfisering (Marrie et al., 1981, Parment et al., 1986).
Bakterien har blitt isolert fra matvarer, spesielt i varianter med hgyt innhold av karbohydrater

i form av stivelse (Sleigh, 1983).

Serratia har blitt isolert fra flere gkologiske nisjer som jord, vann, luft, planter og dyr
(Grimont et al., 1984). Siden bakterien kan vokse i ulike habitater kan den produsere ulike
former for flageller, som gjgr den i stand til a bevege seg i ulike vekstmedier (Alberti et al.,

1990).

S. marcescens produserer en rekke ekstracellulere produkter som kitinase, flere proteaser, en
nuklease og en lipase (Hines et al., 1988). Den produserer ogsa en wetting agent, som er en
forbindelse som senker overflatespenning og hjelper bakterien a kolonisere overflater

(Matasuyama et al., 1985, Matasuyama et al., 1992, Matasuyama et al., 1986).
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2.6 Staphylococcus sp.

Arten Staphylococcus tilhgrer familien Micrococcaceae. Bakteriene er Gram-positive kokker
(Granum, 2008). Man kan dele arten 1 to grupper; koagulase negative og koagulase positive
stafylokokker. Staphylococcus aureus stammer er generelt sett koagulase positive (Taponen et

al., 2009).

2.6.1 Staphylococcus aureus
St. aureus er i tillegg til a veere Gram-positiv, fakultativ anaerob, oksidase negativ, katalase og

koagulase-positiv (Adams et al., 2000).

St. aureus er mesofil med veksttemperatur mellom 7 og 48 °C, optimal veksttemperatur er 37
°C. Bakterien produserer enterotoksin, men dette forekommer kun mellom 35 og 40 °C. Sz.
aureus kan vokse mellom pH 4,0 - 9,8, med optimal vekst pH mellom 6,0 - 7.0.
Enterotoksinproduksjon forekommer mellom pH 4,8 - 9,0, men toksinproduksjonen under pH
6,0 er liten. St. aureus kan vokse ved svert hgye saltkonsentrasjoner, < 20 % NaCl, med
optimum ved 0,5 - 4,0 %. Bakterien kan vokse ned mot ay, 0,83, og produsere enterotoksin

ned til a,, 0,86 (Adams et al., 2000).

Hovedreservoaret for St. aureus er varmblodige dyr og mennesker. 20-50 % av mennesker er
friske barere av bakterien. Den er hovedsakelig lokalisert i nese og svelg, men er ogsa blitt
isolert fra har og hud. St. aureus kan overleve og vokse i neringsmidler og miljg. Smitte skjer
ofte fra menneske til neeringsmiddel ved handtering. Denne typen kontaminering er den
vanligste arsaken til stafylokokkintoksikasjon, men neringsmidler kan ogsa kontamineres fra
uhygienisk produksjonsmiljg. For at neringsmidler skal forarsake stafylokokkintoksikasjon
ma vekstforholdene ligge til rette for oppformering av bakterien og toksinproduksjon

(Granum, 2008).

2.6.1.1 Virulensfaktorer

Stafylokokkintoksikasjon skyldes preformert enterotoksin i n&ringsmidler. Enterotoksinene er
proteiner med molekylvekt pa 25-28 kDa. St. aureus produserer disse serologisk distinkte
proteinene. SEA, B, C1, C2, C3, D og E er mest undersgkt. I ettertid har flere proteiner blitt

oppdaget, men ikke alle disse har emetisk aktivitet (Granum, 2008).
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Genetikken bak enterotoksinproduksjonen er ikke fullstendig kjent, men SEA-genet er baret
av en bakteriofag integrert i kromosomet, SEB- og SEC1-genet er kromosombaret regulert av
et plasmidgen, SED-genet er plasmidbaret og SEE er kromosombaret. Toksinene stimulerer
brekningssenteret via nervesentra i tarmen, men mekanismen for arsaken til diaré er ikke kjent

(Granum, 2008).

50-70 % av St. aureus produserer ett eller flere enterotoksiner. Disse skilles ut i mindre doser
under eksponensiell vekst, men gker mot slutten av fasen og i stasjonarfasen. Det varierer nar
produksjonen av de ulike enterotoksinene starter, og mellom typer enterotoksiner og stammer

pa mengden som produseres (Granum, 2008).

2.6.1.2 St. aureus relatert til neringsmidler

Det er ikke uvanlig at St. aureus er tilstedet pa neringsmidler i sma mengder. Bakterien
forekommer naturlig pa fjgrkre og annet ratt kjgtt da det er en vanlig bakterie i den normale
bakteriefloraen pa skinnet. Den kan ogsa isoleres fra melk, noen ganger i stgrre mengder
grunnet mastitt. Vanligvis utgjgr bakterien ingen fare da den konkurrerer darlig med andre

bakterier og drepes av varmebehandling (Adams et al., 2000).

2.6.2 Koagulase Negative stafylokokker

Koagulase negative stafylokokker (KNS) er naturlig tilstede pa menneskets hud og slimhinner
og gir vanligvis ikke sykdom hos friske personer. De siste 20 arene har det vert en sterk
okning 1 forekomsten av infeksjoner knyttet til KNS. Dette skyldes 1 hovedsak gkt bruk av
implanterte fremmedlegemer og gkning i antall immunsuprimerte pasienter. KNS er i dag den
hyppigste arsaken til sykehusinfeksjoner (Otto, 2004, von Eiff et al, 2002, Ziebuhr et al.,
2006). Koagulase negative stafylokokker er ogsa blant den dominerende bakteriefloraen pa

overflater i neringsmiddelindustrien (Mgretrg et al. 2006).

For raskt a kunne skille St. aureus fra koagulase negative stafylokokker benyttes tester basert
pé koagulase produksjon og thermonuclease reaksjon (Huebner et al., 1999). For a identifisere
KNS stammer benyttes fenotypiske og genotypiske metoder. De genotypiske metodene har
vist seg a gi de mest ngyaktige resultatene, men fenotypiske metoder har vist seg a gi et
akseptabelt niva av identifisering nar det benyttes i rutinearbeid (Heikens et al., 2005).
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Koagulase negative stafylokokker produserer fa virulensfaktorer (Otto,2004), men den

viktigste virulensfaktoren for KNS er biofilmproduksjon (Costerton et al., 1999).

2.7 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes er en Gram-positiv, fakultativt anaerob, katalase-positiv, oksidase-
negativ, ikke-sporedannende, kokkoid stavbakterie (Adams et al., 2000). Bakterien tilhgrer
slekten Listeria. Denne slekten inneholder seks arter, hvorav to er sykdomsfremkallende; L.
monocytogenes og L. ivanovii. L. ivanovii sees stort sett hos smafe, men det er rapportert om
tilfeller hos mennesker. L. monocytogenes er sykdomsfremkallende hos bade mennesker og

dyr (Granum, 2008).

L. monocytogenes kan vokse fra 0 til 42 °C, med vekstoptimum mellom 30-35 °C. Under 5 °C
vokser bakterien derimot sveart sakte, med en generasjonstid opptil 130 timer (Adams et al.
2000). Bakterien overlever ikke pasteurisering og blir inaktivert i kjgttprodukter som
varmebehandles til 70 °C i to minutter. Vekst forekommer mellom pH 6 og 9. Siden bakterien
er fakulativt anaerob og mikroaerofil kan den vokse i vakuumpakninger og modifisert
atmosfare (Granum, 2008). L. monocytogenes er svart salttolerant og kan vokse ved 10 %

NaCl og overleve opptil et ar ved 16 % NaCl (Adams et al. 2000).

L. monocytogenes er en ubikviter bakterie og har blitt isolert fra blant annet jord, vann og
kloakk. Mennesker og dyr kan vere friske barere og kan bringe bakterien inn 1
nzringsmiddelbedrifter hvor den lett etablerer reservoarer ved a adherere til flater av rustfritt
stal, glass og ulike plastmaterialer og danne biofilm. For a fjerne L. monocytogenes fra utstyr
og miljg 1 en neringsmiddelbedrift kreves grundig rengjgringsrutiner med mekanisk

rengjgring (Granum, 2008).

For inndeling i subtyper kan ulike typingsmetoder benyttes, serotyping og fagtyping.
Serotyping begrenses av at det kun forekommer tre serotyper (1/2a, 1/2b og 4b) hos
mennesker, dyr og 1 neringsmidler. Fagtyping lar seg ikke gjgre med alle isolater og virker
ogsa begrensende for a avklare eventuelle smitteveier. Det har derimot blitt utviklet
molekylerbiologiske metoder som egner seg bedre til dette. Mest brukt er PFGE (puls felt gel

elektroforese). Denne metoden benyttes pa kromosomale DNA-fragmenter, noe som gir god
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differensiering av isolater. Andre molekyl@rbiologiske metoder som kan benyttes er

automatisert ribotyping og ulike metoder basert pa PCA og sekvensering (Granum, 2008).

2.7.1 Virulensfaktorer

L. monocytogenes kan forarsake to former for listeriose; invasiv listeriose og febril
gastroenteritt. Ved invasiv listeriose passerer bakterien den intestinale barrieren og fraktes
med blod eller lymfe til lever, milt og mesenteriale lymfeknuter. Her vil de elimineres eller
reduseres i antall av makrofager. Eventuelt overlevende bakterier vil kunne seg mellom
hepatocyttene og komme over i blodbanen. Dette kan fgre til sepsis og spredning til
sentralnervesystemet, placenta og foster. Ved febril gastroenteritt invaderer bakterien tarmens
epitelceller, for sa a formere seg og spre seg fra celle til celle. Det er ikke klarlagt hvorfor
man i ulike tilfeller utvikler disse to forskjellige formene for listeriose, men ulikke

virulenstrekk hos stammene kan vare arsaken (Granum, 2008).

Overflateproteinet internalin (A og B) gjor det mulig for L. monocytogenes a trenge inn i

ikke-fagosyterende celler, for eksempel epitelceller.

Listeriolysin O gjgr det mulig for bakterien a frigjgre seg fra fagosomet nar den er fagosytert

av makrofager. L. monocytogenes vil da formere seg i cellens cytoplasma (Granum, 2008).

2.7.2 L. monocytogenes relatert til neringsmidler

L. monocytogenes brede forekomst i miljget og dens evne til a vokse pa de fleste
neringsmidler gir bakterien god mulighet til a komme inn i n@ringskjeden og formere seg.
Stor sykdomsutbrudd pa grunn av L. monocytogenes har forekommet pa kalsalat i Canada,
serotype 4b og pa ra grgnnsaker brukt som garnityr pa sykehus i Boston, USA. Generelt har
serotype 1 dominert pa kjgtt og kjgttprodukter og har forarsaket en rekke utbrudd verden over.
Bakteriens hgye toleranse for salt gjgr at den har blitt isolert fra en rekke behandlede
kjgttprodukter som salami og paté. I tillegg har meieriprodukter som upasteurisert melk,
pasteurisert melk og myke oster forarsaket en rekke sykdomsutbrudd. Smitten kommer ofte

med melken fra kuer med storfe listeriose (Adams, 2000).
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3. Materialer og metoder

3.1 Medier og lgsninger

3.1.1 Medier
Fglgende medier ble benyttet i oppgaven:

- Tryptone soya agar, TSA (Oxoid, Hampshire, England)
- Tryptone soya broth, TSB (Oxoid)

- Standard plate count agar, PCA (Oxoid)

- Agar bacteriological (Oxoid)

Mediene ble sterilisert ved autoklavering ved 121 °C i 15 minutter. Flasker med buljong og

softagar ble lagret pa flaske ved romtemperatur. Agarskaler ble lagret ved 4 °C.
Tilberedning av medier som ble benyttet i oppgaven er beskrevet i vedlegg 1.
3.1.2 Lgsninger

Lgsning benyttet til mikroskopering

- 0,02 % Acridine orange

Saltlgsning benyttet til a skape atmosfaere med 70 % relativ luftfuktighet
Det ble benyttet mettet Igsning av

- Litium acetat 99,99 % (LiAc, Aldrich)

Lgsninger benyttet til sterilisering

- 80 % etanol

Lgsninger benyttet til svabring og fortynning
- 0,1 % Peptonvann(Bacteriological peptone, Oxoid)
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Lgsninger benyttet til hemmetester
- 200 ppm Triclosan USP(Ciba Specialty Chemicals, Ludwigshafen, Tyskland)
- 500 ppm sglvnitrat(VWR international, Poole, England)

Tilberedning av lgsninger som ble benyttet i oppgaven er beskrevet i vedlegg 1.

3.2 Bakteriestammer

Stammer av fire arter sykdomsfremkallende bakterier ble benyttet i forsgkene; E. coli,
Salmonella, S. aureus og L. monocytogenes. 1 tillegg ble fem stammer av koagulase negative
Staphylococcus sp. og av Serratia valgt da disse har vist seg a vere blant den dominerende

mikrofloraen pa overflater i n@ringsmiddelindustrien (Mgretrg et al., 2006). Stammene er

beskrevet i tabell 3.1.
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Tabell 3.1 Bakteriestammer som ble benyttet i forsgkene

Bakterie stamme Stammenummer Stammekarakteristikk/ Annen Referanse
(Nofima) opprinnelse betegnelse

E. coli MF2494 0103:H25 stx2, utbrudd 734 (Schimmer, Nygard et al.
fra spekepglse I Norge, 2008)

2006

E. coli MF2496 O157:H7 EDL933 ATCC*

E. coli MF2892 O157:H7 stx 1+2, ATCC43895 ATCC
hamburger

E. coli MF2411 O111:H-, 374-02 (Ross and Shadbolt
mettwurst/salami 2001; Nesse, Nordby et

al. 2003)

E. coli MF3582 0O157:H-, menneske. 1109-0621-1 Mottat fra professor
Utbruddsstamme januar- Georg Kapperud,
mars 2009 nasjonalt

folkehelseinstitutt

Salmonella agona MF2409 Fra dyrefor fabrikk 71-4 Vestby et al., 2009

Salmonella MF2098 Fra fiskefor fabrikk 1702-1 Nesse, Nordby et al.,

senftenberg 2003

Salmonella MF2096 Fra fiskefor fabrikk 1900 (Nesse, Nordby et al.

montevideo 2003)

Salmonella MF2113 Laboratoriums stamme ATCC14028 ATCC*

typhimurium

Salmonella MF3534 Laboratoriums stamme ATCC13076 ATCC*

enteritidis

Listeria MF3132 Serotype 1/2b, eltemaskin ~ 1/2S Mottatt fra Dr. Michel

monocytogenes Hebraud, INRA,

Clermont-Ferrand,
Frankrike

Listeria MF3131 Serotype 1/2a, spekepglse ~ 1/2aV2

monocytogenes

Listeria MF3134 Serotype 1/2c, 1/2c¢S

monocytogenes transportband

Listeria MF1509 Serotype 4b, pasteurisert Scott A, ILST 1,  ILST**

monocytogenes melk CCUG32843

Listeria MF 3643 Utbrudd, Camembert ost 1107-3031 Mottatt fra

monocytogenes Folkehelseinstituttet,

okt-09

Staphylococcus MF3675 Sjgmat 50076

aureus
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Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus sp.

(KNS)

Staphylococcus sp.

(KNS)

St. simulans

St. epidermidis
St. cohnii
Serratia sp.
Serratia
proteamaculans

Serratis sp.

Serratia sp.

S. marcescens

MF3674

MF1981

50583

50089

0812_15-8

0812_9-10

MF3625
MF1892
MF3624

MF3324

MF3626

MF3309

MF2602

MF2336

Sjgmat

Isolert fra pizza

Isolert fra geitost

Fiskefor fabrikk

Fiskefor fabrikk

Storfe slakteri
ATCC
Storfe slakteri

Gulv inneholdende
Triclosan, fjgrfebedrift

Smiafe slakteri
Hygiene prgve,
desinfiserende fotbad
ATCC stamme

Hygiene prgve,
desifiserende fotbad

585

ATCC12600

15.1
ATCC3589%4
8.9sp/cohnii

34B

108.1

NO9

ATCC*

Rode et al., 2007

Rode et al., 2007

Habimana, ikke publisert

Habimana, ikke publisert

Heir, unpublished
ATCC*
Heir, unpublished

(Mgretrg, Sonerud et al.
2006)

Heir, unpublished
(Langsrud, Mgretrg et al.
2003)

ATCC*

(Langsrud, Mgretrg et al.
2003)

*ATCC = American Type Culture Collection

**[LSI = L. monocytogenes strain collection, International Life Sciences Institute

(http://www.foodscience.cornell.edu/wiedmann/listeriadbase.htm)

3.2.1 Oppbevaring og dyrking av bakterier

De ulike stammene ble oppbevart i eppendorfrgr med vekstmedium og 20 % glyserol ved -80

°C. De fryste stammene ble med podegse strgket ut pa petriskaler med TSA og inkubert ved

30 °C i 24 timer * 2. Enkeltkolonier pa skalene ble deretter podet over til rgr med TSB, og

inkubert over natt ved 30 °C. Dette vil omtales som overnattkultur. Agarskaler med

oppdyrkede kolonier ble oppbevart pa 4 °C. I tillegg ble 1ml av overnattkulturene overfgrt til

eppendorfrgr og tilsatt 20 % glyserol for deretter a bli oppbevart ved -20 °C.
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3.3 Antimikrobielt materiale

I det innledende forsgket av overlevelse av patogene bakterier pa antimikrobielle overflater

ble det benyttet fem skjarebrett i plast med antatt antimikrobiell effekt, to skjerebrett ikke

tilsatt antimikrobiell forbindelse (kontroller) og to skjerebrett i ulike typer tre. Skjerebrettene

er beskrevet i tabell 3.2.

Tabell 3.2 Skjerebrettene som ble benyttet 1 forsgkene

Produsent/leverandor Produkt navn Materiale Antimikrobielt Farge Kode
virkestoff
TVL international, LLC Antimicrobial Plast Sglv Gul S1
(Charlotte, USA) BBQ cutting
board
Bio Guard (Chanhassen, Bio Guard Plast Sglv Gra S2
Minnesota, USA)
Kiichenprofi (Solingen, Schneidbrett Plast Sglv Hyvit S3
Tyskland) »Nano Silver«
gave-tips.no Skjerebrett av.  Plast Ukjent Grgnn S4
antibakterielt
materiale
C & K manufacturing & Chef’s edge Plast Triklosan Rgd M1
sales co., LLC (Westlake, cutting board,
Ohio, USA) Microban
Daloplast (Gnosjo, Johanna 2-pack  Plast - Hyvit K1
Sverige) skdrbriada
Zyliss — Swiss innovation ~ Cutting board Plast - Grgnn K2
(Irvine, Canada)
Clas Olsson (Polen) Capere Bok - Tre T1
cuttingboard
Sgstrene Grene Skjerebrett Bambus - Tre T2

(Danmark)

I forsgkene hvor overlevelse og vekst av sykdomsfremkallende bakterier pa antimikrobielle

overflater ble undersgkt, samt ved testing agardiffusjonsforsgk ble samtlige kuponger av plast

benyttet, mens kupongene av tre ble ekskludert.
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I innledende forsgk og ved testing av overlevelse av sykdomsfremkallende bakterier pa
antimikrobielle overflater ble skjerebrettene kuttet opp til kuponger som malte 4 x 6 cm.
Kupongene ble rutet opp i seks ruter som malte 2 x 2 cm. Stgrrelse samt ruteinndeling og

plassering av de ulike bakteriesuspensjonene er angitt i figur 3.3.

Ved agardiffusjonsforsgk ble kuponger pa ca 2 x 2 cm benyttet.

3.4 Sterilisering av kuponger

Alle kupongene som ble benyttet i forsgkene ble sterilisert i 80 % etanol i 15 minutter.

Deretter ble kupongene skylt i sterilt destillert vann og tgrket i sterilbenk.

3.5 Innledende forsgk

For a finne det beste oppsettet for forsgket ble det gjennomfgrt forforsgk. Effekten av
svabring ble testet ved a pipettere fire draper a 20ul pa en rute og la dette tgrke en time.
Deretter ble ruten svabret med tre vattpinner dyppet i peptonvann. Ruten ble farget med 0,02
% Acridine orange og mikroskopert for a kontrollere tilstedevarelsen av organisk materiale

etter svabring.

De fem stammene av hver bakterie ble blandet sammen ved a overfgre 1 ml av hver
overnattkultur til et tomt, sterilt rgr. Bakteriesuspensjonene ble blandet godt og deretter
fortynnet 10 ganger i nytt dyrkingsmedium, TSB. Fire draper a 20ul av hver
bakteriesuspensjon ble pipettert ut pa tre sterile kuponger av hver type. Kupongene med
bakteriesuspensjon sto deretter til tgrking i sterilbenk i 1 time. To kuponger av hver type ble
sa overfgrt til lufttette bokser inneholdende en apen petriskal med henholdsvis 20ml destillert
vann eller 20ml mettet litiumacetatlgsning. Boksene ble pasatt lokk og inkubert ved 25 °C i
ett dggn. Den tredje kupongen ble svabret med tre vattpinner dyppet i peptonvann. Rgret med
de tre vattpinnene ble vortexet, deretter ble det laget fortynningsrekker og utplating ble gjort
med Whitley Automatic Spiral Plater (WASP, Don Whitley Scientifiic Limited, West
Yorkshire, England). Skalene ble inkubert ved 30 °C i 24 + 2 timer og deretter avlest. Samme

prosedyre ble fulgt for kupongene etter a ha vart inkubert i boksene i et dggn.
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3.6 Overlevelse av matrelaterte bakterier pa antimikrobielle overflater

I dette forsgket ble vekst/overlevelsesevnen til bakteriesuspensjoner av E. coli, Salmonella,
Serratia, koagulase negative stafylokokker, St. aureus og L. monocytogenes pa
antimikrobielle overflater og ved ulik relativ fuktighet undersgkt. Kuponger av alle de
antimikrobielle materialene og de to typene kontroll kuponger av plast ble benyttet i dette
forsgket. Forsgket ble utfgrt to ganger, i tillegg ble det gjort et tredje gjentak for enkelte

bakteriesuspensjoner og kupongtyper, der variasjon mellom gjentakene var store.

3.6.1 Antall bakterier fgr pafgring pa antimikrobielt materiale

For a kunne beregne i hvilken grad bakteriene overlevde pa de antimikrobielle materialene ble
det undersgkt hvor mange bakterier det var i bakteriesuspensjonene av overnattkulturene. Det

ble laget fortynningsrekker 1 peptonvann av hver bakteriesuspensjon. Hver bakteriesuspensjon
ble platet ut ved hjelp av WASP pa petriskaler med TSA. Skalene ble inkubert ved 30 °C i 24

+ 2 timer og ble deretter avlest.

3.6.2 Pafgring av bakteriesuspensjon pa kuponger

De fem stammene av hver bakterie ble blandet sammen ved & overfgre 1ml av hver
overnattkultur til et tomt, sterilt rgr. Bakteriesuspensjonen ble blandet godt og fortynnet 10
ganger i nytt dyrkingsmedium, TSB. Hver rute ble tilfgrt fire draper a 20ul fortynnet
bakteriesuspensjon. Det ble benyttet fire kuponger av hver type i hvert forsgk.

3.6.3 Inkubering av kuponger

Etter pafgring av bakteriesuspensjon ble kupongene lagt i lufttette bokser uten fgrst a tgrke.
To bokser inneholdt en apen petriskal med 20 ml destillert vann og to bokser inneholdt en
apen petriskal med 20 ml mettet litiumacetatlgsning. En kupong av hver type materiale ble
plassert i hver av de fire boksene. Boksene ble lukket og inkubert ved 25 °C. En boks med
destillert vann og en boks med mettet litiumacetatlgsning ble inkubert i 24 timer, mens de to

andre boksene ble inkubert 1 72 timer.
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3.6.4 Beregning av antall overlevende bakterier

Etter endt inkubering ble kupongene tatt ut av boksene og hver rute ble svabret med tre
vattpinner dyppet i peptonvann. Vattpinnene ble overfgrt til rgr med 4,5 ml peptonvann. Rgret
ble vortexet og det ble laget fortynningsrekker og gjort utseed ved bruk av WASP pa skaler
med TSA. Skalene ble inkubert ved 30 °C i 24 + 2 timer og ble deretter telt.

3.7 Hemmetest — Minste Inhiberende Konsentrasjon

Testen ble utfgrt 1 et mikrotitrerbrett med 96 brgnner. Alle brgnnene i brettet ble fylt med 100
ul vekstmedium. Til kolonne 1 ble det tilsatt 100 ul ekstra vekstmedium. Denne kolonnen var
kontroll pa ikke vekst. Til kolonne 3 ble det tilsatt 100 ul av forbindelsen det skulle testes
MIC for, henholdsvis triclosan i de fire gverste brgnnene og sglvnitrat i de fire nederste
brgnnene. Deretter ble 100 pl av innholdet i1 kolonne 3 overfgrt til kolonne 4. Lgsningene ble
blandet fgr 100 ul ble overfgrt til kolonne 5. Dette ble gjentatt for alle kolonnene pa brettet.
Til slutt ble 100 pl tatt ut av kolonne 12 og kastet.

To overnattkulturer ble benyttet per mikrotitrerbrett. Overnattkulturene ble fortynnet 1000
ganger i nytt vekstmedium, TSB. Deretter ble det tilsatt 100 pl bakteriesuspensjon i alle
brgnnene fra kolonne 2 til 12. I kolonne 2 ble det kun tilsatt bakteriesuspensjon til
vekstmediet. Denne kolonnen var kontroll pa full vekst. En bakteriesuspensjon ble tilsatt i

radene A, B, E og F, mens den andre bakteriesuspensjonen ble tilsatt i radene C, D, G og H.

Da bakteriesuspensjon var tilsatt alle brgnnene ble brettet malt i en mikrotitrerbrettleser ved
340 nm og deretter inkubert ved 30 °C i 18 timer. Deretter ble brettet pa nytt avlest. Minste
inhiberende konsentrasjon (MIC) ble beregnet som den laveste konsentrasjonen der det ikke

var vekst.
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3.8 Hemmetest — agardiffusjonsforsgk

3.8.1 Innledende forsgk
Kuponger pa 2x2 cm av alle typer ble sterilisert i 80 % etanol i 15 minutter og festet i

petriskaler med dobbeltsidig tape.

Blandinger av overnattkulturer av alle stammene ble benyttet. De fem stammene av samme
bakterietype ble tilsatt en flaske 0,7 % softagar. Totalt ble 20 ml bakteriesuspensjon tilsatt 400
ml softagar. Deretter ble suspensjonen av softagar iblandet bakterier helt over kupongene til
de var helt dekket. Da agaren hadde stivnet ble skalene inkubert ved 30 °C i 24 + 2 timer.

Etter endt inkubasjon ble eventuelle hemmingssoner malt.

3.8.2 Agardiffusjonsforsgk med Microbankuponger (M1)
Kuponger pa 2x2 cm av typen Microban ble sterilisert i 80 % etanol i 15 minutter og festet i
petriskaler med dobbeltsidig tape. For microbankupongene ble stammene testet enkeltvis i

agardiffusjonsforsgk.

40 ml softagar ble helt over pa 50 ml sentrifugergr og tilsatt med 2 ml av en stammes
overnattkultur. Deretter ble softagaren helt over en Microbankupong til den var helt dekket.
Da agaren hadde stivnet ble skalene inkubert ved 30 °C i 24 + 2 timer. Etter endt inkubasjon

ble eventuelle hemmingssoner malt.

3.8.3 Agardiffusjon med vaskede Microbankuponger

Tre kuponger pa 2x2 cm av typen Microban ble vasket i en oppvaskmaskin (Elektrolux) i en
vanlig husholdning sammen med annen vask. Kupongene ble vasket 6 til 7 ganger per uke
over en periode pa 2 maneder. Det ble benyttet et vaskeprogram av ca 1 times varighet der
vasketemperaturen var 50 °C. Det ble benyttet vasketabletter (Sun, Lilleborg AS, Oslo)
inneholdende 5-15 % oksygenbasert blekemiddel, <5 % ikke-ioniske overflateaktive stoffer,

<5 % polykarboksylat, <5 % enzymer, <5 % linalool, <5 % benzylsalicat og <5 % citronellol.

Deretter ble kupongene behandlet som beskrevet i avsnitt 3.7.2. Tre kuponger som ikke hadde
gatt igjennom vaskeregimet ble benyttet som kontroller. Bakterien St. aureus (MF 3674) ble

benyttet pa alle kupongene.
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3.9 Antimikrobiell effekt pa kyllingfilets naturlige bakterieflora

I forsgket ble kuponger av Microban (M1), kuponger med sglv (S2) og de to kontrollene

benyttet. Tre kuponger av hver type materiale ble sterilisert som beskrevet 1 avsnitt 3.4.

3.9.1 Kyllingfilet kontroller

To pakker a 650g kyllingfilet fra Prior ble benyttet. Kyllingfiletene ble overfert til en steril
stomacherpose og blandet godt. To kyllingfileter ble benyttet som kontroller for bakterietallet
pa ubehandlet kyllingfilet. Et stykke av overflaten pa 4 x 6 cm ble skaret av hver filet og
fortynnet 100 ganger med peptonvann fgr dette ble homogenisert. Av de homogeniserte
lgsningene ble det laget fortynningsrekker og utplatning ble gjort pa skaler med PCA ved
hjelp av WASP. Skélene ble inkubert ved 25 °C i 48 + 2 timer.

3.9.2 Eksponering av kyllingfilet pa kuponger
En kyllingfilet ble deretter lagt over to sterile kuponger av samme type materiale slik at
kupongene var fullstendig dekket. Kupongene ble eksponert for kyllingfilet i én time i

sterilbenk.

3.9.3 Beregning av antall bakterier pa kuponger og kyllingfilter

Kyllingfiletene ble etter én time tatt av kupongene. Hver kupong ble svabret med tre
vattpinner dyppet i peptonvann. Vattpinnene ble deretter overfgrt til et rgr med peptonvann.
Rgret ble vortexet og det ble laget fortynningsrekke. Dette ble platet ut pa skaler med PCA
ved hjelp av WASP. Skélene ble inkubert ved 25 °C i 48 + 2 timer.

De to eksponerte omradene pa hver kyllingfilet ble skaret av og fortynnet 100 ganger med
peptonvann. Deretter ble dette homogenisert. Av de homogeniserte lgsningene ble det laget
fortynningsrekker og utplatning pa PCA skaler ble foretatt med WASP. Skalene ble inkubert
ved 25 °C 148 + 2 timer.

Etter endt inkubering ble alle skalene telt og resultatene sammenlignet.

Forsgket ble gjennomfgrt to ganger.
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3.10 Statistiske metoder

MINITAB™ ble benyttet til statistiske beregninger av datamaterialet. Det ble brukt et
signifikansniva pa 5 % (p<0,05). Resultatene av de statistiske beregningene er lagt ved i

vedlegg 3.
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4 Resultater

Radata brukt til fremstilling av grafer og tabeller er vedlagt i vedlegg 2.

4.1 Innledende forsgk

Ved det innledende forsgket ble det ikke observert en tydelig antimikrobiell effekt.
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Figur 4.1 Overlevelse av bakterier etter tgrking i én time i sterilbenk.

Det ble gjennomfgrt et forsgk der bakteriesuspensjonene 1a til tgrking i én time etter a ha blitt
pipettert ut pa kupongene. Log CFU/kupong fgr tgrking var ca 7 for de ulike
bakteriesuspensjonene. Det ble observert en nedgang pa ca 1 Log for de fleste
bakteriesuspensjonene pa kupongmaterialer av plast etter en times inntgrking, det vil si en
reduksjon pa 90 %. Figur 4.1 viser at kupongene av tre hadde den stgrste nedgangen etter én

time.

Figur 4.2 og 4.3 viser at bakterietallet for enkelte suspensjoner er svert lavt.

Deteksjonsgrensen var 20, det vil si at bakterietallet 1 disse prgvene var <20.
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Figur 4.2 Overlevelse av bakterier etter 24 timer ved 25 °C i1 100 % relativ fuktighet.

Figur 4.2 viser at drapseffekten etter 24 timer ved 100 % relativ fuktighet har vart stor for
enkelte bakterier. Gram-negative bakterier hadde generelt sett den stgrste nedgangen, med
untak av pa bambuskupongen. Antall Gram-positive bakterier var i de fleste tilfeller noksa lik
resultatet etter én times tgrking. Bakterietallet pa bgk (T1) ble redusert med 2-4 log;o, mens

det pa bambus var redusert med 4-5 log,.
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Figur 4.3 Overlevelse av bakterier inkubert i 24 timer ved 25 °C i 70 % relativ fuktighet.

Figur 4.3 viser at de Gram-negative bakteriene hadde den stgrste nedgangen etter 24 timers
inkubering ved 70 % relativ fuktighet. De Gram-positive bakteriene hadde en stgrre nedgang i
antall enn ved 100 % relativ fuktighet, dette gjaldt spesielt for L. monocytogenes. Alle
bakteriene hadde blitt redusert kraftig i antall pa de to trekupongene, 3-4 log;o pa bgk og 4-5

log;o pa bambus.

Det ble observert at for trekupongene trakk fuktigheten inn i treverket. Dette gjorde at det var
vanskelig a beregne antall bakterier etter svabring. Derfor ble de to kupongtypene av tre

eliminert fra videre forsgk.
4.2 Vekst og overlevelse av matrelaterte bakterier pa antimikrobielle overflater

I motsetning til forsgket beskrevet over, ble i dette tilfellet kupongene lagt rett i boksene etter
applisering av bakteriesuspensjon, uten forutgaende tgrketrinn. Grunnen til dette var at det
ved innledende tgrketrinn var sa stort drap pa kontroll at det var vanskelig a kunne evaluere
eventuell antimikrobiell effekt. I dette forsgket ble kupongenes antimikrobielle effekt testet
ved 100 % og 70 % relativ fuktighet i 24 og 72 timer ved 25 °C. Prosedyren for forsgket er

beskrevet 1 avsnitt 3.6.
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Figur 4.4 Forlgp etter inkubasjon i 24 og 72 timer ved 25 °C 1 100 % relativ fuktighet for A;

E. coli, B; Salmonella, C; Serratia, D; koagulase negative Staphylococcus sp. E; St. aureus,

F; L. monocytogenes. Log cfu/kupong er angitt. Data er gjennomsnitt av utfgrte gjentak for
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samtlige stammer og materialer i plast.

Figur 4.4 viser at det generelt var lite forskjell mellom de antimikrobielle materialene og
kontrollene. For L. monocytogenes ble det etter 72 timer observert lavere bakterietall pa
Microbankupongen (M1) enn pa kontrollkupong K2 (P = 0,011). Dette var den eneste
signifikante forskjellen som ble pavist, men det var en trend at Microbankupongen (M1) var
blant kupongene med det laveste bakterietallet for de fleste bakterier og uttakstidspunkt. M1
hadde ikke signifikant lavere bakterietall enn kontrollkupong K1. E. coli var den eneste

bakterien det ble observert nedgang i bakterietall fra 24 timer til 72 timer. Serratia og

koagulase negative stafylokokker hadde liten forskjell i vekst mellom ulike typer kuponger fra

0 til 24 timer. Deretter ble det observert stgrre variasjon i vekstmgnsteret, men disse endte

likevel likt de fleste andre bakterier etter 72 timer.
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Figur 4.5. Forlgp etter inkubasjon i 24 og 72 timer ved 25 °C i 70 % relativ fuktighet for A; E.
coli, B; Salmonella, C; Serratia, D; koagulase negative stafylokokker, E; St. aureus, F; L.
monocytogenes. Log cfu/kupong er angitt. Data er gjennomsnitt av utfgrte gjentak for

samtlige stammer og materialer i plast.

Kun vekt hos koagulase negative stafylokokker pa Microbankuponger var signifikant lavere
enn kontroll (K1) ved 24 timer. E. coli (figur 4.5 A) pa Microbankupongen hadde hgyere drap
i forhold til kontrollkupongen K1(P = 0,046) ved 72 timer. Dette gjaldt ogsa Salmonella (P =
0,015), koagulase negative stafylokokker (P = 0,032) og St.aureus (P = 0,011). Salmonella og
St. aureus hadde 1 tillegg en signifikant forskjell til kontrollkupongen K2 (P = 0,008, P =
0,018). For Serratia og L. monocytogenes var det ingen signifikant forskjell i bakterietall

mellom Microban og kontrollkupongene.

Det var ingen signifikant forskjell mellom de andre kupongene med antimikrobielle

forbindelser og kontrollkupongene.
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4.3 Hemmingstest — Minste inhiberende konsentrasjon

Det ble undersgkt ved hvilken konsentrasjon triklosan og sglvnitrat hemmet veksten til de

ulike stammene. Prosedyre for forsgket er beskrevet 1 avsnitt 3.6.

Tabell 4.1 viser MIC av triklosan for samtlige stammer. Serratia var den mest
motstandsdyktige og kun én stamme hadde malbar inhibering i det testede
konsentrasjonsomrade. L. monocytogenes var noksa motstandsdyktig med MIC mellom 12,5
og 25ppm. De andre bakteriestammene hadde en lavere toleranse for triklosan hvor MIC 1a
mellom 0,20 og 3,13ppm. Den mest sensitive stammen var St. aureus MF 3674, med en MIC

pa 0,04ppm.

For sglv nitrat var MIC for samtlige stammer 15,63 ppm, med unntak av Serratia MF 2336, L.
monocytogenes MF 3131, MF 3134 og MF 3132, som hadde en MIC pa 31,25 ppm sg@lvnitrat.

Tabell 4.1: Oversikt over minste inhiberende konsentrasjon av triklosan og hemmesone

oppnadd ved agardiffusjon pa Microban for samtlige stammer benyttet i forsgkene.

Bakterie Nofima Minste inhiberende Hemmesone oppnadd
stammenummer konsentrasjon ved agardiffusjon pa
Triklosan(ppm) Microban
E. coli MF 2494 0,20 1
E. coli MF 2496 1,56 2
E. coli MF 2892 0,39 1
E. coli MF 2411 0,20 2
E. coli MF 3582 0,39 1
Salmonella MF 2409 0,78 1
Salmonella MF 2098 0,39 2
Salmonella MF 2096 0,39 4
Salmonella MF 2113 3,13 3
Salmonella MF 3534 0,39 4
L. monocytogenes MF 3132 12,5 6
L. monocytogenes MF 3131 25,0 4
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L. monocytogenes MF 3134 25,0 5

L. monocytogenes MF 1509 12,5 6
L. monocytogenes MF 3643 6,25 4
St. aureus MF 3675 1,56 2
St. aureus MF 3674 0,04 12
St. aureus MF 1981 3,13 6
St. aureus 50583 0,39 3
St. aureus 50089 3,13 4
KNS 0812_15-18 1,56 4
KNS 0812_9-10 0,31 7
KNS MF 3625 0,63 8
KNS MF 1892 1,56 4
KNS MF 3624 1,25 4
Serratia MF 3324 >50 0
Serratia MF 3626 >50 0
Serratia MF 3309 50 0
Serratia MF 2602 >50 0
Serratia MF 2336 >50 0

4.4 Agardiffusjonsforsgk

4.4.1 Innledende forsgk
Den antimikrobielle effekten til de ulike materialene ble undersgkt ved agardiffusjon der
kuponger pa 2x2 cm ble stgpt inn i softagar.

Prosedyre for forsgket er beskrevet i Materialer og metoder avsnitt 3.7.1.



Tabell 4.2 Hemmingssone rundt Microbankuponger oppnadd ved agardiffusjonstest med

bakteriesuspensjoner inneholdende fem stammer av samme bakterietype.

Bakteriesuspensjon Hemmingssone oppnadd pa
Microban (mm)

E. coli 2
Salmonella 4
Serratia 0
KNS 5
St. aureus 5
L. monocytogenes 4

Hver bakteriesuspensjon ble testet pa samtlige materialer, men kun Microban ga

hemmingssone og kun disse resultatene er derfor fremstilt i tabell 4.2.

Tabell 4.2 viser at agardiffusjonen med Serratia bakteriesuspensjon ikke ga sone ved
innstgpning av Microban. Bakteriesuspensjonen av koagulase negative stafylokokker og av

St. aureus ga de stgrste sonene ved agardiffusjonstesten.

4.4.2 Agardiffusjon av Microban
Hver enkelt stamme ble testet mot Microban ved agardiffusjonstest. Resultater fra

agardiffusjon med Microbankuponger er vist i tabell 4.1.

Microban ga ingen hemmesone pa noen av Serratia stammene. De stgrste sonene kunne
observeres blant de koagulase negative stafylokokk stammene og St. aureus stammene. Her

kunne man i tillegg se den stgrste variasjonen mellom stammer av samme art.

4.4.3 Agardiffusjon av vaskede Microbankuponger
St.aureus, MF 3674, ble benyttet for a undersgke Microbans antimikrobielle effekt etter at
kupongene hadde vart igjennom et vaskeregime. Effekten ble testet ved agardiffusjon.

Prosedyre for forsgket er beskrevet i avsnitt 3.7.3.

Hemmesonen rundt de tre kupongene som var vasket i oppvaskmaskin var 6, 6 og 7 mm
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sammenlignet med 10, 11 og 12 mm for ubehandlede kuponger (Figur 4.6). Malingene viser
at hemmesonen rundt ubehandlede Microbankuponger i snitt er 4,67 cm stgrre enn sonen

rundt Microbankuponger vasket i oppvaskmaskin (P = 0,003).

A

Figur 4.6 A. Ubehandlet Microbankupong stgpt inn i softagar inokulert med St. aureus, MF
3674, B. Microbankupong som har gjennomgatt vaskeregime stgpt inn i softagar inokulert

med St. aureus, MF 3674.
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4.5 Antimikrobiell effekt av skjerebrett pa kyllingfilets naturlige bakterieflora

Resultatet av forsgket ble analysert ved 2-sample t analyser i Minitab. Resultatene er lagt ved

i vedlegg 3.

Analysene viste at det ikke var signifikant forskjell i totalt bakterietall pa kontroll filetene
sammenlignet med kyllingfiletene som hadde vert inkubert pa de ulike kupongene. Det var
heller ingen signifikant forskjell 1 bakterietallet som var blitt overfort til de ulike kupongene

under inkubasjon.

47



5 Diskusjon

Ved det innledende forsgket ble bakteriesuspensjonen fgrst tgrket pa kupongene for videre
inkubering ved valgt fuktighet. Det viste seg at tgrkeprosessen i seg selv drepte mesteparten
av bakteriene, spesielt de Gram-negative. Gram-negative bakterier er generelt sett mer
gmfintlige for inntgrking enn Gram-positive. Dette skyldes blant annet oppbygningen
bakterienes cellevegg. Gram-positive bakterier har et ytre polyglykan lag med en indre
cytoplasmamembran som gjgr bakterien mer motstandsdyktig mot inntgrkning, mens Gram-
negative bakterier har en yttermembran og en indre cytoplasmamembran med et
polyglykanlag mellom membranene (Granum, 2008). For a unnga drap ved inntgrkning fgr
inkubering ble kupongene inkubert direkte ved 70 og 100 % relativ fuktighet etter pafgring av

bakteriesuspensjon ved gjennomfgring av hovedforsgket.

I det innledende forsgket ble det i tillegg til kuponger i plast benyttet to typer kuponger av tre,
bambus og bgk. Det ble observert at drapene med bakteriesuspensjon tgrket inn mye raskere
pa tre enn plast, noe som sannsynligvis skyldes at fuktigheten blir absorbert i trematerialet.
Det ble derfor vanskelig & beregne antall overlevende bakterier pa tre ved svabring som ble
benyttet i dette forsgket. Lignende forsgk er gjort av Abrishami et al. (1994) og Ak et al.
(1994) pa tre kontaminert med bakteriesuspensjoner. Resultatene viste en reduksjon av E. coli
inokulert pa nytt treverk pa 98 % (Abrishami et al., 1994) og en reduksjon av L.
monocytogenes pa 99,9 % (Ak et al., 1994) etter 2 timer.

Resultatene stemmer overens med tidligere rapporterte resultater. Men Abrishami et al. (1994)
og Ak et al. (1994) benyttet nedsenkning i henholdsvis fosfat buffer med risting i 2-3
minutter og i flytende vekstmedium som prgvetakings metode, mens det ble benyttet svabring
med vattpinner dyppet i peptonvann som prgvetakings metode. Abrishimi et al. (1994) hevder
at deres metode er mer effektiv enn den som ble benyttet her. Trefibre har kapillere
egenskaper og stor vannbindingsevne. Avhengig av hvilken vei fibrene er orientert pa
overflaten av skjerebrettet vil bakterier kunne penetrere opptil flere centimeter ned 1
treverket. Det er derfor hevdet at den beste maten a innhente bakterieprgver fra skjerebrett i
tre er ved destruktive metoder som skraping (Kamelmacher et al. 1971, Ruosh et al. 1981).
Det kan bety at man ved a benytte en av de andre metodene hadde klart a oppna et hgyere

bakterietall fra trekupongene. Kupongene i tre ble ekskludert fra videre forsgk da det var
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vanskelig & sammenligne med antall overlevende bakterier pa plast, nar man benytter svabring

som prgvetakingsmetode.

Ved etterfglgende forsgk ble ikke bakteriesuspensjonen tgrket inn pa kupongene fgr
inkubering, men inkubert i boks direkte etter pafgring av suspensjonene. Kupongene med
bakteriesuspensjon ble inkubert ved 70 % relativ fuktighet, og det ble gjort uttak etter 24 og
72 timer. Alle bakteriesuspensjoner pa alle kupongtyper hadde vokst fram til 24 timer med
unntak av E. coli pa Microban (Figur 4.5 A). Det var likevel ingen signifikant forskjell
mellom E. coli pa dette materialet og pa de to kontrollene. Salmonella, koagulase negative
stafylokokker og St. aureus pa Microban hadde noe lavere vekst enn kontroll fram til 24
timer, kun KNS hadde signifikant forskjell i vekst sammenlignet med kontrollen K1. Ved 24
timer kunne man tydelig se at drapene med bakteriesuspensjon hadde tgrket, men de var ikke
fullstendig inntgrket utfra synlig observasjon. Fra 24 til 72 timer var det tydelig nedgang i
antall bakterier i samtlige suspensjoner pa alle materialer. Ved 72 timer var drapene med
bakteriesuspensjon fullstendig inntgrket. Siden det etter 72 timer ogsa var stort drap pa
kontrollkupongene kan det antas at drapseffekten i stor grad skyldtes inntgrkningen. Dette
samsvarer med det som ble observert i det innledende forsgket. Observasjonene som ble gjort
stemmer med lignende forsgk gjort pa gulv inneholdende triklosan (Mgretrg et al., 2006). Her
ble det generelt sett observert lite nedgang i bakterietall etter inkubering i 24 timer pa
kuponger av gulvet og pa kontroller av rustfritt stal. Det ble imidlertid observert en signifikant
reduksjon av Gram-negative bakterier etter seks dagers eksponering pa kuponger av gulvet i
forhold til pa rustfritt stal. Det oppgis imidlertid ikke ved hvilken relativ fuktighet kupongene
var inkubert, men nedgangen i bakterietall kan tyde pa at forholdene var lignende de i dette

forsgket.

Da den relative fuktigheten var 100 % gjennom eksponeringsperioden tgrket ikke
suspensjonene ut pa kupongene. Det sveert fuktige miljget gjorde at bakteriene vokste.
Kupongene inkubert ved 100 % relativ fuktighet viste ingen hemming av vekst sammenlignet
med kontroll. Kun veksten av L. monocytogenes pa Microbankupong var signifikant lavere

sammenlignet med kontroll (K2) (P =0,011).

Samtlige bakteriestammer ble undersgkt for minste hemmende konsentrasjon av stoffene
triklosan og s@lvnitrat. Serratia var blant de Gram-negative bakteriene som ble testet og viste
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seg a veere sveert motstandsdyktig for triklosan ved at fire av fem stammer vokste i lgsning
med konsentrasjon av triklosan pa 50 ppm, noe som gir MIC >50. Den siste stammen vokste i
lgsning med 25 ppm triclosan, men det er ngdvendig med forsgk med tettere sprang mellom
konsentrasjonene for a finne en mer eksakt minste hemmekonsentrasjon. Funnene stemmer
overens med tidligere MIC resultater (Vischer et al., 1974) der det rapporteres at Serratia

marcescens har MIC>100 ppm.

E. coli var mer sensitive for triklosan, og forsgket ga MIC mellom 0,20 og 0,39 ppm triklosan
for de ulike stammene. Dette viste at variasjonen i toleranse er stor blant de Gram-negative
bakteriene. Vischer et al. (1974) rapporterer MIC for triklosan for to stammer av E. coli til 0,1
og 0,3 ppm, noe som stemmer overens med de oppnadde resultater for bakterien i dette

forsgket.

For fire av fem Salmonella stammer testet i forsgket ble MIC for triklosan 0,39 ppm, for den
femte stammen ble MIC 0,78 ppm. Salmonella viste seg ogsa a vare noksa sensitiv for
triklosan i forhold til Serratia. To serotyper, S. enteritidis og S. typhimurium, som ble testet i
forspket var ogsa blitt testet av Vischer et al. (1974). De rapporterte resultatene for S.
enteritidis av Vischer et al. var 0,1 ppm og 0,3 ppm, for S. typhimurium var MIC 0,3 ppm.

I dette forsgket var MIC for begge disse stammene 0,39 ppm.

Ved et tidligere utfort forsgk (Vischer et al, 1974) var kun MIC for en koagulase negativ
stafylokokk, St. albus, blitt undersgkt. Denne var ikke blant de KNS stammene benyttet i dette
forsgket. For stammene testet 1 forsgket ble MIC for triklosan mellom 0,31 ppm og 1,25 ppm.
Dette er 10 til 40 ganger hgyere konsentrasjon enn tidligere rapportert resultat (Vischer et al.,
1974). Andre rapporterte resultater viser at to ulike stammer av St. cohnii fikk MIC pa
henholdsvis 1,0 og <0,07 ppm (Mgretrg et al., 2006). En stamme S?. cohnii ble testet og MIC
for triklosan ble 1,25 ppm. Denne stammen var ikke blant de som ble testet av Mgretrg, men
resultatene i dette forsgket stemmer overens med det ene MIC resultatet rapportert av Mgretrg
et al. (2006). Sammenligning kan vere vanskelig mellom de ulike stammene da det
forekommer varierende toleranse for triklosan hos ulike stammer av samme bakterieart. Dette
ble ogsa observert da MIC for de ulike St. aureus stammene ble testet. MIC for disse
stammene ble mellom 0,04 ppm og 3,13 ppm triklosan. Rapporterte MIC resultater for Sz.
aureus stammene Vischer et al. (1974) undersgkte var mellom 0,01 ppm og 0,1 ppm triklosan,
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med andre ord langt mindre variasjon enn det som ble oppnadde i dette forsgket. Forskjellene
1 toleranse mellom de ulike bakterier for triklosan kan skyldes ulikheter i celleveggen eller

cellemembranpermeabiliteten (McDonnell et al., 1999).

MIC for undersgkte L. monocytogenes stammer var mellom 6,25 og 25 ppm triklosan.
Sammenlignet med tidligere rapporterte resultater, MIC for L. monocytogenes 1 ppm triklosan
(Visher et al. 1974), var dette svert hgyt. Et sa stort sprang mellom registrerte MIC resultater
kan muligens tyde pa at bakterien har utviklet gkt toleranse for triklosan, noe forskere er sveert
redde for at skal skje na som triklosan blir benyttet i kommersiell produksjon, dette kan gke

det selektive presset pa stammene (McMurry et al., 1998).

I kupongene som inneholdt sglv forela forbindelsen som nanopartikler. Ved testing av MIC
var det som tidligere nevnt ikke tilgang pa nanosglv og det ble derfor benyttet sglvnitrat.
Samtlige bakterier med noen fa unntak fikk samme MIC for sglvnitrat, MIC 15,63 ppm
AgNOs. Tre av L. monocytogenes stammene og en Serratia stamme oppnadde en hgyere MIC
pa 31,25 ppm AgNOs. Dette sammenfaller ikke med teorien om at Gram-negative bakterier er
mer sensitive for sglv enn Gram-positive (Cho et al. 2005), men kan forklares med at dette
forsgket ble gjort med sglvnitrat som ikke innehar de samme antimikrobielle egenskapene og

effektene som nanosglv (Rai et al., 2009).

Samtlige kupongers antimikrobielle effekt ble testet ved agardiffusjons-assay. Ingen av
kupongene inneholdende s@lv inhiberte veksten av noen typer bakterier, og det ble ikke
observert noen hemmesone. Microbankupongen med triklosan inhiberte veksten til flere av
bakteriestammene slik at hemmesone ble observert. Resultatene av agardiffusjonsforsgket
med Microban viste at det generelt sett er samsvar mellom bakterienes MIC for triklosan og
hemmesonen oppnadd ved innstgpning i softagar inokulert med de enkelte stammene. Men
det forekom ogsa avvik der ulike bakterier med samme MIC fikk ulik stgrrelse pa
hemmesonene. Resultatene av agardiffusjonsforsgket viste i stgrre grad enn ved undersgkelse
av stammenes MIC at Gram-positive bakterier er mer sensitive for triklosan enn Gram-
negative bakterier. Generelt sett er Gram-positive bakterier mer sensitive for
desinfeksjonsmidler enn Gram-negative bakterier (Russel, 1995). Dette er ogsa gjeldende for

triklosan (Visher et al., 1974)
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Serratias toleranse for triklosan ble ytterligere demonstrert ved agardiffusjons-assay med
Microbankuponger. Ingen av stammenes vekst ble inhibert av Microbankupongen, og det
kunne derfor ikke sees noen hemmesone rundt denne. Resultatene stemmer overens med

lignende forsgk gjort pa antibakterielt gulv med inkorporert triklosan (Mgretrg et al. 2006).

Salmonella og E. coli ble inhibert av triklosan fra kupongen. Microbankupongen ga 1-2 mm
hemmesoner for E. coli stammene, mens kupongen ga hemmesoner pa mellom 1 og 4 mm for
Salmonella stammene. Stammene oppnadde ogsa noksa like MIC resultater for triklosan, noe

som tydeliggjgr sammenhengen mellom MIC og stgrrelse pa hemmesone.

Microbankupongen ga hemmesone pa 4mm ved agardiffusjons-test med St. cohnii.
Agardiffusjons-assay med gulvbelegg inneholdende triklosan rapporterte a ha gitt en like stor
hemmesone med St. cohnii (Mgretrg et al., 2006). De andre koagulase negative
stafylokokkene ble ogsa inhibert av Microbankupongen og hemmesonene ble 4-8 mm.
Stafylokokker er rapportert a vere svert sensitive for triklosan (Mgretrg et al., 2006), det var
derfor ikke overraskende at hemmesonene ble stgrst med KNS stammene og St. aureus
stammene. St. aureus, MF 3674, ble sterkest inhibert av Microbankupongen med en
hemmingssone pa 12 mm, denne stammen var ogsa den mest sensitive i MIC testen.
Oppnadde hemmingssoner ved agardiffusjonsforsgk med Microban viser at triklosan har

evnen til & migrere ut av kupongen og inhibere omkringliggende mikroorganismer.

Tre Microbankuponger hadde gjennomgatt et vaskeregime hvor de nesten daglig i 2 maneder
ble vasket i en vaskemaskin i en normal husholdning. Disse kupongene ble deretter stgpt inn i
softagar inokulert med St. aureus MF 3674 og etter endt inkubasjon ble de sammenlignet med
ubehandlede kuponger. Det viste seg at hemmesonene var signifikant mindre for de vaskede
kupongene enn de ubehandlede (P = 0,003). Sett 1 sammenheng med resultat som viser at
triklosan migrerer ut av kupong i agarforsgk kan man anta at triklosan i vaskeforsgket har
lekket ut av kupongene over tid slik at tilgjengelig triklosan for hemming av bakterier er blitt
redusert. Resultatene fra agarforsgk og vaskeforsgk tyder pa at Microbanbrettet kan tape sin
aktivitet ved lengre tids bruk under fuktige forhold. Microbanpatentet gar ut pa at triklosan
blandes sammen med plastforbindelsen fgr polymeriseringen, slik at resultatet etter
polymerisering skal bli at triklosan er jevnt fordelt gjennom hele plasten. Det reklameres med
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at eventuelt tap av triklosan fra overflaten vil erstattes av nye triklosanmolekyler som
diffunderer opp fra dypere lag (Microban International, Ltd. C & K products division). Siden
effekten avtok over tid kan det spekuleres i om mengden triklosan i brettet var begrenset eller
om brettets relative hgye tetthet vanskeliggjorde diffusjonen av triklosan fra dypere lag til

overflaten.

I oppgaven ble det funnet motstridende resultat pa om skjerebrett med triklosan hemmet
vekst av bakterier. [ hemmesone forsgk ble hemming observert mens det ved forsgk med
kuponger i bokser med 100 % relativ fuktighet ikke ble observert noen slik hemming. Det er

ikke avklart hva denne forskjellen skyldes.

Forsgket der enkelte kupongers antimikrobielle effekt ble testet mot bakteriefloraen pa
kyllingfilet ga ingen signifikante forskjeller mellom de ulike kupongene. Det ble brukt kort
inkuberingstid i forsgket slik at man bare fikk undersgkt eventuell drapseffekt. Et eventuelt
oppfelgingsforsgk kunne vaere a bruke lengre inkuberingstid slik at man kunne undersgkt om

materialene hadde hatt en effekt pa vekst av kyllingfiletens bakterieflora.

Kupongene av skj@rebrett med nanosglv som antimikrobielt virkestoff viste ingen virkning i
forsgkene som ble utfgrt. Cho et al.(2005) undersgkte sglv nanopartiklers antimikrobielle
effekt ved brgnn diffusjon. De benyttet en konsentrasjon pa 5,4 ppm Ag-NP stabilisert med
poly-(N-vinyl-2-pyrolidone) (PVP) og fikk hemmesone pa 9 mm rundt brgnnen i skal
inokulert med St. aureus og hemmesone pa 4 mm rundt brgnnen i skal inokulert med E. coli.
Informasjon mottatt av Bioguard viser at bakteriene ma komme i kontakt med sglvionene
under fuktige forhold for a inaktiveres. Dette kan forklare hvorfor det ikke ble observert
hemmesone rundt kupongene med nanosglv ved agardiffusjonsforsgket, da disse ionene ikke
vil migrere ut fra kupongen. Ved brgnndiffusjon vil nanosglvlgsningen kanskje ha mulighet til

a diffundere ut i agar og derfor gi hemmesone.

Bakteriene var imidlertid i direkte kontakt med kupongen da bakteriesuspensjoner ble
inkubert pa disse ved 70 og 100 % relativ fuktighet. Hvis sglvionene i disse kupongene hadde
antimikrobiell effekt burde man ha sett det her. Grunnen til at effekten uteble kan vare for lav
konsentrasjon av sglv nanopartikler 1 skjerebrettene. Tilsvarende forsgk har blitt gjort med
overnattkulturer som ble fortynnet 1000 ganger. Heller ikke med farre bakterier ble det
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observert noen nedgang i bakterietall pa kuponger med nanosglv etter endt eksponeringstid

(Mgretrg, upublisert)

Kupong S2 ble testet etter japansk standard mot samtlige bakteriesuspensjoner. I denne testen
ble det etter pafgring av bakteriesuspensjon pa kupong lagt over et tynt sterilt lag polyetylen.
Dette skulle sikre jevn fordeling av suspensjonen over hele overflaten. Resultatene var
entydige med tidligere oppnadde resultater; nanosglv i skjerebrett viste ingen antimikrobiell

effekt i denne testen heller (data ikke vist).
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6 Konklusjon

Av dette arbeidet kan det konkluderes med at skjerebrett med triclosan hadde en viss gkt
drapseffekt under tgrre forhold sammenlignet med kontroll. Imidlertid var det ogsa for
kontroll raskt drap ved tgrre forhold, sa det er usikkert om effekten av skjarebrettet med
triclosan har noen praktisk betydning ved bruk. Drapseffekten av skjaerebrett med triclosan
skyldes at triclosan migrerer ut fra kupongene og det ble vist at langvarig bruk/vask kan
redusere effekten. Skjerebrett med sglv hadde ingen antibakteriell effekt 1 noen tester. Samlet
sett virker ikke slike skjarebrett a ha noen stor hygienisk effekt ved praktisk bruk. Resultatene
viser ellers at det a la utstyr tgrke opp mellom bruk kan redusere antall bakterier pa overflater.
I tillegg kan det antas at tradisjonelle rutiner som god handhygiene, vask av skjaerebrett og
separat handtering av ravarer og ferdigprodukt fremdeles er viktige for trygg tilberedning av

mat.

55



7. FORSLAG TIL VIDERE ARBEID

* Videreutvikle forsgket der den antimikrobielle effekten til skjerebrettene ble testet mot den

naturlige bakteriefloraen til kyllingfilet.

» Utfgre brgnn diffusjonsforsgk med sglvnitrat for & se om man kan oppna hemmesone for

sglv.

* Skaffe til veie nanosglv for a sammenligne effekt med sglvnitrat.
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Vedlegg 1

Medier og lgsninger

Tryptone Soya Agar, TSA
40 g pulver ble Igst i 1 liter destillert vann. Deretter ble Igsningen sterilisert ved 121 °C1 15
minutter. Etter sterilisering ble flaskene avkjglt til ca 50 °C fgr agaren ble overfgrt til

petriskaler.

Tryptone Soya Broth, TSB
30 g pulver ble Igst i 1 liter destillert vann. Deretter ble lgsningen sterilisert ved 121 °C i 15

minutter.

Standard Plate Count Agar, PCA
23,5 g pulver ble Igst i 1 liter destillert vann. Deretter ble lgsningen sterilisert ved 121 °C i 15
minutter. Etter sterilisering ble flaskene avkjglt til ca 50 °C fgr agaren ble overfgrt til

petriskaler.

Agar bacteriological ble benyttet for a lage 7 % softagar. 2,1 g pulver ble blandet med 30 g
Tryptone Soya Broth pulver og Igst i 1 liter vann. Deretter ble Igsningen sterilisert ved 121 °C

i 15 minutter.

Destillert vann

ELGA Purelab option — R 7/15 (ELGA LabWater, Bucks, UK)

Peptonvann
1 g Bacteriological peptone(Oxoid) og 8,5 g NaCl(Merck KGaA, Tyskland) ble Igst i 1 liter
destillert vann. pH ble justert til 7,2 og lgsningen ble deretter sterilisert ved 121 °Ci 15

minutter.

Litiumacetat, LiAc, 99,99 %
Litiumacetatsalt ble Igst i destillert vann under oppvarming og med omrgring til Igsningen var

mettet.
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0,02 % Acridine orange
0,02g Acridine orange pulver ble lgst i 100 ml destillert vann.

Sterilt destillert vann

Destillert vann ble tappet pa flaske og sterilisert ved 121 °C i 15 minutter.

200 ppm Triclosanlgsning
50mg triclosan ble lgst i 10ml 70 % etanol(5000mg/liter). Det ble benyttet etanol som ikke
var denaturert. Deretter ble lgsningen fortynnet med sterilt destillert vann slik at

konsentrasjonen av triclosan ble 200mg/liter.

500 ppm Sglvnitratlgsning
12,5mg salt av sglvnitrat ble 1gst 1 25ml sterilt destillert vann slik at lgsningen fikk en

konsentrasjon pa 500mg/liter.
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Vedlegg 2

Innledende forsgk: Overlevelse/vekst etter inkubering ved 100 % relative fuktighet ved 25 °C

Tabell 1-6 viser log cfu/kupong for de ulike bakteriesuspensjonene ved pafgringstidspunktet,

etter en time tgrking og etter inkubering i 24 timer.

Tabell 1: E. coli

To T T2

Skjeerebrett

S1 6,93247376 6,39119984 2,25527251

S2 6,93247376 6,38960902 1,95424251

S3 6,93247376 6,14457421 1,95424251

sS4 6,93247376 6,22840036 <1

M1 6,93247376 6,15014216 2,25527251

K1 6,93247376 5,39119984 3,06818586

K2 6,93247376 5,72509452 4,8573325

T1 6,93247376 5,53402611 3,10037055

T2 6,93247376 4,43136376 <1
Tabell 2: Salmonella

TO Tl T24

Skjeerebrett

S1 7,04921802 6,22141424 <1

S2 7,04921802 6,02612452 <1

S3 7,04921802 6,37993972 2,73239376

sS4 7,04921802 6,13033377 1,95424251

M1 7,04921802 6,07809415 <1

K1 7,04921802 5,99956549 2,65321251

K2 7,04921802 6,07809415 2,25527251

T1 7,04921802 5,13033377 2,95424251

T2 7,04921802 5,5774918 2,65321251
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Tabell 3: Serratia

TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 6,98227123 6,24649858 1,95424251
S2 6,98227123 6,1528996 <1
S3 6,98227123 6,16908636 <1
S4 6,98227123 6,06145248 <1
M1 6,98227123 6,20951501 4,25527251
K1 6,08227123 6,23754374 1,95424251
K2 6,98227123 6,34163234 2,25527251
Tl 6,98227123 5,23299611 3,5563025
T2 6,98227123 4,8573325 2,43136376
Tabell 4: koagulase negative stafylokokker
TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 6,71800317 6,39119984 6,22840036
S2 6,71800317 6,31973049 5,72875948
S3 6,71800317 6,28057837 5,55412558
S4 6,71800317 6,45048005 6,14736711
M1 6,71800317 6,14176323 6,26387268
K1 6,71800317 6,2509077 6,32252939
K2 6,71800317 6,45939249 5,97543181
T1 6,71800317 5,6946052 5,23299611
T2 6,71800317 5,20951501 2,8573325
Tabell 5: S. aureus
TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 6,91169016 6,37993972 6,04766419
S2 6,91169016 6,05804623 5,8573325
S3 6,91169016 6,00346053 5,80550086
S4 6,91169016 6,14176323 5,92737036
M1 6,91169016 6,16908636 5,98766626
K1 6,91169016 6,16643011 5,75358306
K2 6,91169016 6,15836249 5,76715587
T1 6,91169016 5,31597035 4,95424251
T2 6,91169016 5,59769519 1,95424251
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Tabell 6: L. monocytogenes

TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 7,05537833 6,10346162 5,93196611
S2 7,05537833 5,89376176 5,5774918
S3 7,05537833 5,73239376 5,56437012
sS4 7,05537833 6,08778142 6,03342376
M1 7,05537833 6,00732095 6,01114736
K1 7,05537833 5,97543181 5,04060234
K2 7,05537833 6,12450422 5,68663627
T1 7,05537833 4,83218946 3,7930916
T2 7,05537833 4,95424251 1,95424251

Innledende forsgk: Overlevelse/vekst etter inkubering ved 70 % relative fuktighet ved 25 °C

Tabell 7-12 viser log cfu/kupong for de ulike bakteriesuspensjonene ved
pafgringstidspunktet, etter en time tgrking og etter inkubering i 24 timer.

Tabell 7: E. coli

To T T2
Skjeerebrett

S1 6,93247376 6,39119984 <1
S2 6,93247376 6,38960902 <1
S3 6,93247376 6,14457421 <1
sS4 6,93247376 6,22840036 <1
M1 6,93247376 6,15014216 <1
K1 6,93247376 5,39119984 <1
K2 6,93247376 5,72509452 <1
T1 6,93247376 5,53402611 2,73239376
T2 6,93247376 4,43136376 <1
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Tabell 8: Salmonella

TO Tl T24

Skjeerebrett

S1 7,04921802 6,22141424 <1

S2 7,04921802 6,02612452 <1

S3 7,04921802 6,37993972 2,25527251

S4 7,04921802 6,13033377 <1

M1 7,04921802 6,07809415 <1

K1 7,04921802 5,99956549 2,5563025

K2 7,04921802 6,07809415 <1

Tl 7,04921802 5,13033377 2,90848502

T2 7,04921802 5,5774918 2,65321251
Tabell 9: Serratia

TO Tl T24

Skjeerebrett

S1 6,98227123 6,24649858 <1

S2 6,98227123 6,1528996 <1

S3 6,98227123 6,16908636 <1

S4 6,98227123 6,06145248 <1

M1 6,98227123 6,20951501 3,25527251

K1 6,98227123 6,23754374 <1

K2 6,98227123 6,34163234 <1

T1 6,98227123 5,23299611 3,48572143

T2 6,98227123 4,8573325 2,25527251

Tabell 10: koagulase negative stafylokokker

TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 6,71800317 6,39119984 5,53402611
S2 6,71800317 6,31973049 5,35218252
s3 6,71800317 6,28057837 5,15971755
S4 6,71800317 6,45048005 5,61700034
M1 6,71800317 6,14176323 5,33445375
K1 6,71800317 6,2509077 5,68663627
K2 6,71800317 6,45939249 4,92272546
T1 6,71800317 5,6946052 3,06818586
T2 6,71800317 5,20951501 2,90848502
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Tabell 11: S. aureus

TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 6,91169016 6,37993972 5,54530712
S2 6,91169016 6,05804623 5,92737036
S3 6,91169016 6,00346053 5,59769519
S4 6,91169016 6,14176323 5,45939249
M1 6,91169016 6,16908636 3,67851838
K1 6,91169016 6,16643011 5,59769519
K2 6,91169016 6,15836249 5,17955179
T1 6,91169016 5,31597035 3,95424251
T2 6,91169016 5,59769519 2,25527251
Tabell 12: L. monocytogenes
TO Tl T24
Skjeerebrett
S1 7,05537833 6,10346162 4,16643011
S2 7,05537833 5,89376176 3,48572143
S3 7,05537833 5,73239376 4,25527251
S4 7,05537833 6,08778142 4,90848502
M1 7,05537833 6,00732095 4,5563025
K1 7,05537833 5,97543181 4,65321251
K2 7,05537833 6,12450422 3,35218252
Tl 7,05537833 4,83218946 2,5563025
T2 7,05537833 4,95424251 1,65321251
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Overlevelse/vekst av bakteriesuspensjoner pa kuponger etter inkubering ved 100 % relative
fuktighet ved 25 °Ci 24 og 72 timer.

Tabell 13 — 18 viser log cfu/kupong for bakteriesuspensjonene ved dag 0 — 3.

Tabell 13: E.coli

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjennomsnitt
brett
TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72
s1 6,8062 8,7466  8,5775 69117 8,7868 88,7024 6,8590 8,7667  8,6400
S2 6,8062 8,6866  8,7024 69117 8,6444 8,8055 6,8590 8,6655  8,7540
S3 6,8062 8,6445 8,7803 69117 8,8627 18,9274 6,8590 8,7536  8,8539
sS4 6,8062 8,5453  8,7536 69117 8,7737 88733 6,8590 8,6595  8,8135
M1 6,8062 8,6075 8,9410 69117 8,2966 8,3856 6,8590 8,4521  8,6633
K1 6,8062 8,4983  8,4983 69117 88175 88573 6,8590 8,6579  8,6778
K2 6,8062 8,4983  8,6263 69117 8,8407 18,7993 6,8590 8,6695  8,7128
Tabell 14: Salmonella
Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjennomsnitt
brett
To Tas T2 To Toa T2 To Tas T2
S1 6,7723 8,7466 8,5976 6,8854 8,6946 8,5340 6,8289 8,7206 8,5658
S2 6,7723 8,7024 8,5340 6,8854 8,8785 8,7466 6,8289 8,7905 8,6403
S3 6,7723 8,7395 8,7931 6,8854 8,9498 8,7671 6,8289 8,8447 8,7801
sS4 6,7723 8,6354 8,4456 6,8854 8,7930 8,7024 6,8289 8,7142 8,6193
M1 6,7723 8,6532 8,7466 6,8854 8,2552 8,4607 6,8289 8,4542 8,6037
K1 6,7723 8,2966 8,7101 6,8854 8,7176 8,7101 6,8289 8,5071 8,7101
K2 6,7723 8,3856 8,4313 6,8854 8,6532 8,8115 6,8289 8,5194 8,6214
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Tabell 15: Serratia

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjennomsnitt
brett
To Toa T72 To Tos T2, To Tos T2,
S1 6,8762 8,7466 8,8234 6,9965 8,5877 8,4607 6,9364 8,6672 8,6421
S2 6,8762 8,5976 8,6263 6,9965 8,6866 8,7803 6,9364 8,6421 8,7033
S3 6,8762 8,7604 8,8115 6,9965 8,7024 8,8518 6,9364 8,7314 8,8317
S4 6,8762 8,7323 8,6532 6,9965 8,7803 8,6946 6,9364 8,7563 8,6739
M1 6,8762 8,7803 8,7101 6,9965 8,5877 8,4014 6,9364 8,6840 8,5558
K1 6,8762 8,4857 8,8573 6,9965 8,7867 8,7930 6,9364 8,6362 8,8252
K2 6,8762 8,7737 8,7501 6,9965 8,6702 8,5976 6,9364 8,7220 8,6739
Tabell 16: koagulase negative stafylokokker
Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjennomsnitt
brett
TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72
S1 6,7355 8,6354 8,5340 6,7092 8,5105 8,5224 6,7224 8,5730 8,5282
S2 6,7355 8,5340 8,5563 6,7092 8,7466 8,6444 6,7224 8,6403 8,6004
S3 6,7355 8,7101 8,5774 6,7092 8,6443 8,6445 6,7224 8,6772 8,6110
S4 6,7355 8,5877 8,7803 6,7092 8,4456 8,6785 6,7224 8,5167 8,7294
M1 6,7355 8,4857 8,5563 6,7092 8,6263 8,7101 6,7224 8,5560 8,6332
K1 6,7355 8,5976 8,5340 6,7092 8,6946 8,4857 6,7224 8,6461 8,5099
K2 6,7355 8,4166 8,2420 6,7092 8,6170 8,5282 6,7224 8,5168 8,3851
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Tabell 17: S. aureus

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjennomsnitt
brett
To Toa T2 To Tas T2 To Tas T2
s1 6,6512 8,4456 8,5563  6,6812 8,7024 8,6702  6,6662 8,5740 8,6133
S2 6,6512 8,5340 8,4456  6,6812 8,7604 8,7466  6,6662 8,6472 8,5961
S3 6,6512 8,5774 8,7737  6,6812 8,6702 8,4014  6,6662 8,6238 8,5876
S4 6,6512 8,5453 8,8175 6,6812 8,7323 8,6444  6,6662 8,6388 8,7310
M1 6,6512 8,1003 8,8055 6,6812 8,1303 8,6532  6,6662 8,1153 8,7294
K1 6,6512 8,5224 8,6443  6,6812 8,7671 8,7323  6,6662 8,6448 8,6883
K2 6,6512 8,3856 8,4857 6,6812 7,8627 8,4014  6,6662 8,1242 8,4436
Tabell 18: L. monocytogenes
Skjeere Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt
- brett
To Tas T2 To Tas T2 To Tas T2 To Ta T2
s1 6,9599 7,9084 7,8937 7,0429 18,1303 8,8234 7,0014 8,0194 88,3586
S2 6,9599 7,7993 7,8706 7,0429 8,1846 8,7101 7,0014 17,9920 88,2904
S3 6,9599 8,1303 18,1846 7,0429 7,9956 8,4983 7,0014 38,0630 8,3415
sS4 6,9599 8,2764 18,1003 7,0429 18,2764 8,3344 7,0014 8,2764 18,2174
M1 6,9599 7,9084 7,6618 7,0429 7,9084 7,7737 17,1631 8,1003 7,6532 7,0553 7,9724 7,6962
K1 6,9599 8,1303 18,2966 7,0429 7,7993 18,7993 7,1631 8,2764 8,4456 7,0553 8,0687 8,5138
K2 6,9599 8,1003 18,7993 7,0429 8,0681 8,8055 7,1631 8,4014 8,3856 7,0553 8,1899 8,6635
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Overlevelse/vekst av bakteriesuspensjoner pa kuponger etter inkubering ved 70 % relative
fuktighet ved 25 °Ci 24 og 72 timer.

Tabell 19 — 14 viser log cfu/kupong for bakteriesuspensjonene ved dag 0 — 3.

Tabell 19: E. coli

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt
brett
TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72
S1 6,9365 8,1065 7,3741 16,9599 8,5253 7,5541 6,9482 8,3159 7,4641
S2 6,9365 8,4083 7,3799 6,9599 8,4895 7,6272 6,9482 8,4489 7,5046
S3 6,9365 7,4356 6,7671 16,9599 8,5165 7,6030 6,9482 17,9761 7,1851
S4 6,9365 8,4753 7,4406 6,9599 8,5846 7,4939 6,9482 8,5300 7,4673
M1 6,9365 6,8987 4,5563 6,9599 7,9712 16,7770 7,0236 15,9498 4,3521 16,9733 6,9399 5,2285
K1 6,9365 8,5032 6,5810 6,9599 85836 7,5733 7,0236 8,2552 17,9454 16,9733 8,4473 7,4929
K2 6,9365 88,4511 7,6030 6,9599 8,4406 6,3911 7,0236 8,2095 7,2464 6,9733 8,0460 7,0801
Tabell 20: Salmonella
Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt
brett
TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72
S1 7,0492 8,2723 6,3799 7,1283 8,4456 7,5206 7,0888 8,3590 6,9503
S2 7,0492 85123 7,5497 7,1283 8,4511 7,5616 7,0888 8,4817 7,5557
S3 7,0492 8,3616 7,4511 17,1283 8,4559 7,5882 7,0888 8,4088 7,5197
S4 7,0492 8,4196 6,5075 7,1283 8,4247 7,5991 7,0888 8,4222 7,0533
M1 7,0492 8,3799 15,8293 17,1283 6,8627 5,3856 7,0553 6,7993 4,9542 7,0776 7,3473 5,3897
K1 7,0492  8,5334 6,5374 7,1283 8,5075 7,6202 7,0553 88,1846 8,0877 7,0776 8,4085 7,4151
K2 7,0492  8,5334 7,5579 7,1283 8,5419 7,5696 7,0553 88,1303 7,3582 7,0776 8,4019 7,4952
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Tabell 21: Serratia

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt
brett
To Toa T72 To Toa T72 To Tos T2, To Toa T2,

S1 7,1386 7,3425 16,5774 6,7355 7,3675 5,8293 6,9371 17,3550 6,2034
S2 7,1386 7,9795 6,2907 6,7355 6,9795 5,4313 6,9371 17,4795 5,8610
S3 7,1386 7,9387 6,0845 6,7355 88,1185 4,9542 6,9371 8,0286 5,5194
S4 7,1386 8,3856 5,9132 66,7355 7,3121 4,8573 6,9371 17,8489 5,3853
M1 7,1386 8,4989 5,4166 6,7355 8,3093 4,9956 7,0553 88,0780 6,1690 6,9765 88,2954 5,5271
K1 7,1386 8,5334 16,2886 6,7355 7,3911 5,2329 7,0553 8,4857 7,5563 6,9765 8,1367 6,3593
K2 7,1386 8,4083 6,4075 6,7355 88,2046 5,1303 7,0553 7,9542 6,1664 6,9765 8,1890 5,9014

Tabell 22: koagulase negative stafylokokker

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt

brett
TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72

S1 6,6512 8,3425 7,4247 16,5843 8,5659 7,5659 6,6178 8,4542 7,4953
S2 6,6512 8,5123 6,4753 16,5843 8,4247 7,5659 6,6178 8,4685 7,0206
S3 6,6512 8,6021 7,3425 16,5843 88,5123 7,5123 6,6178 8,5572 7,4274
S4 6,6512 8,4456 7,3425 16,5843 7,5643 6,4850 6,6178 8,0050 6,9138
M1 6,6512 8,0580 5,8937 16,5843 7,5659 15,4983 6,9749 7,7323 16,8115 6,7368 7,7854 6,0678
K1 6,6512 8,5123 7,5419 16,5843 88,5075 7,4306 6,9749 8,2764 7,9876 6,7368 8,4321 7,6534
K2 6,6512 8,4456 7,4661 6,5843 7,6448 6,3975 6,9749 8,1583 7,4456 6,7368 8,0829 7,1031
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Tabell 23: St. aureus

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt
brett
To Toa T2 To Toa T2 To Tas T2 To Tas T2

S1 6,7226  8,3425 17,4029 6,8273 8,4143 7,5032 6,7750 8,3784 17,4531
S2 6,7226 8,5616 6,5206 6,8273 8,4306 7,5810 6,7750 8,4961 7,0508
S3 6,7226 8,3911 7,3912 6,8273 8,5294 7,5293 6,7750 8,4603 7,4603
sS4 6,7226 8,3975 7,2946 6,8273 8,2155 6,9856 6,7750 8,3065 7,1401
M1 6,7226 7,5497 5,9836 6,8273 7,5419 5,1846 6,8273 7,7867 6,0681 6,7924 7,6261 5,7454
K1 6,7226 7,5458 7,5419 6,8273 8,4895 7,6532 6,8273 8,4593 7,7466 6,7924 8,1649 7,6472
K2 6,7226 8,3486 15,8987 6,8273 8,2155 5,7993 6,8273 7,7993 7,4371 6,7924 8,1211 6,3784

Tabell 24: L. monocytogenes

Skjeere- Gjentak 1 Gjentak 2 Gjentak 3 Gjennomsnitt

brett
TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72 TO T24 T72

s1 7,0553 8,2487 6,6444 7,0102 38,0829 5,7604 7,0328 38,1658 6,2024
S2 7,0553 8,4196 6,7101 7,0102 7,7431 6,2190 7,0328 8,0814 6,4646
S3 7,0553 18,0893 5,7466 7,0102 8,0092 6,0909 7,0328 18,0493 15,9188
sS4 7,0553 7,9564 5,7993 7,0102 7,8680 6,1003 7,0328 17,9122 15,9498
M1 7,0553 8,2237 5,9712 17,0102 7,1445 5,7466 7,1631 8,0370 6,8115 7,0762 7,8017 6,1764
K1 7,0553 88,1556 6,0334 7,0102 8,1003 5,7867 7,1631 38,1717 8,0956 7,0762 8,1425 6,6386
K2 7,0553 8,3486 5,8987 7,0102 8,2155 5,7993 17,1631 8,1003 6,5957 7,0762 38,2215 6,0979
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Antimikrobiell effekt av skjaerebrett pa kyllingfilets naturlige bakterieflora
Tabell 25 viser logyo for totalt bakterietall pa ubehandlet kyllingfilet (kontroll), kupongene

eksponert for kyllingfilet i en time og de eksponerte overflatene av kyllingfilet.

Tabell 25: Log bakterietall pa kyllingfilet, kuponger eksponert for kylling og den eksponerte
overflaten av kyllingfileten.

Gjentak 1 Gjentak 2 Gjennomsnitt
Parallell 1 2 1 2

Kylling kontroll 3,2186 3,2327 4,3188 4,6654 3,8589
K1 3,2867 3,5580 4,3364 4,0782 3,8148
Kylling (K1) 3,3629 3,7451 4,3713 3,8590 3,8346
K2 3,5289 3,4110 3,9977 3,4726 3,6026
Kylling (K2) 3,5142 3,4078 4,1594 3,9744 3,7640
M1 3,1417 3,0396 4,2313 4,2746 3,6718
Kylling (M1) 3,1416 3,0396 4,1335 4,5039 3,7047
S2 2,9163 2,9287 4,8341 3,8801 3,6398

Kylling (S2) 3,0359 3,3905 4,1882 3,8652 3,6200




Vedlegg 3

Ananlyse: T test, Overlevelse/vekst etter 72 timers inkubering ved 100 % relative fuktighet
ved 25 °C

L. monocytogenes M1 vs. K2

Two-Sample T-Test and Cl: M1; K2

Two-sample T for M1l vs K2

N Mean StDev SE Mean
M1 3 7,6963 10,0673 0,039
K2 3 8,663 0,241 0,14
Difference = mu (M1l) - mu (K2)
Estimate for difference: -0,967
95% upper bound for difference: -0,546
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -6,70 P-Value = 0,011 DF = 2

Ananlyse: T test, Overlevelse/vekst etter 24 og 72 timers inkubering ved 70 % relative
fuktighet ved 25 °C

E. coli M1 vs. K1 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R; H1

Two-sample T for R vs H1

N Mean StDev SE Mean
R 3 6,94 1,01 0,58
H1 3 8,447 0,171 0,099

Difference = mu (R) — mu (H1)

Estimate for difference: -1,507

95% upper bound for difference: 0,222

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -2,55 P-Value = 0,063 DF

Il
N

E.coli M1 vs. K2 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and CI: (R); GK

Two-sample T for (R) vs GK

N Mean StDev SE Mean
(R) 3 6,94 1,01 0,58
GK 3 8,367 0,137 0,079

Difference = mu ((R)) — mu (GK)

Estimate for difference: -1,427

95% upper bound for difference: 0,293

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -2,42 P-Value = 0,068 DF

Il
N



E. coli M1 vs K1 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R-72; H1-72

Two-sample T for R-72 vs H1-72

N Mean StDev SE Mean

R-72 3 5,23 1,34 0,78

H1-72 3 7,367 0,705 0,41

Difference = mu (R-72) - mu (H1-72)

Estimate for difference: -2,138

95% upper bound for difference: -0,075

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -2,44 P-Value = 0,046 DF

E. coli M1 vs. K2 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R-72); GK-72

Two-sample T for (R-72) vs GK-72

N Mean StDev SE Mean

(R-72) 3 5,23 1,34 0,78

GK-72 3 7,080 0,623 0,36

Difference = mu ((R-72)) - mu (GK-72)

Estimate for difference: -1,852

95% upper bound for difference: 0,647

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -2,16 P-Value = 0,081 DF

Salmonella M1 vs. K1 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and CI: R; H1

Two-sample T for R vs HI

N Mean StDev SE Mean

R 3 7,347 0,895 0,52

H1 3 8,409 0,194 0,11

Difference = mu (R) - mu (HI1)

Estimate for difference: -1,061

95% upper bound for difference: 0,482

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -2,01 P-Value = 0,091 DF

Salmonella M1 vs. K2 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R); GK

Two-sample T for (R) vs GK



N Mean StDev SE Mean

(R) 3 7,347 0,895 0,52

GK 3 8,402 0,235 0,14

Difference = mu ((R)) - mu (GK)

Estimate for difference: -1,055

95% upper bound for difference: 0,505

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,97 P-Value = 0,094 DF

Salmonella M1 vs. K1 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R-72; H1-72

Two-sample T for R-72 vs H1-72

N Mean StDev SE Mean

R-72 3 5,390 0,438 0,25

H1-72 3 7,415 0,795 0,46

Difference = mu (R-72) - mu (H1-72)

Estimate for difference: -2,025

95% upper bound for difference: -0,792

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -3,86 P-Value = 0,015 DF

Salmonella M1 vs K2 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R-72); GK-72

Two-sample T for (R-72) vs GK-72

N Mean StDev SE Mean

(R-72) 3 5,390 0,438 0,25

GK-72 3 7,495 0,119 0,069

Difference = mu ((R-72)) - mu (GK-72)

Estimate for difference: -2,106

95% upper bound for difference: -1,341

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -8,04 P-Value = 0,008 DF

Serratia M1 vs. K1 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R; H1

Two-sample T for R vs H1

N Mean StDev SE Mean

R 3 8,295 0,211 0,12
H1 3 8,137 0,646 0,37
Difference = mu (R) — mu (HI1)
Estimate for difference: 0,159

95% upper bound for difference: 1,304
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = 0,40 P-Value = 0,637 DF



Serratia M1 vs. K2 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R); GK

Two-sample T for (R) vs GK

N Mean StDev SE Mean
(R) 3 8,295 0,211 0,12
GK 3 8,189 0,227 0,13
Difference = mu ((R)) - mu (GK)
Estimate for difference: 0,106

95% upper bound for difference:
T-Test of difference = 0 (vs <):

Serratia M1 vs. K1 ved 72 timer

0,528
T-Value = 0,59

Two-Sample T-Test and Cl: R-72; H1-72

Two-sample T for R-72 vs H1-72

N Mean StDev SE Mean
R-72 3 5,527 0,594 0,34
H1-72 3 6,36 1,16 0,67
Difference = mu (R-72) - mu (H1-72)
Estimate for difference: -0,832
95% upper bound for difference: 1,370
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,10

Serratia M1 vs. K2 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and CI: (R-72); GK-72

Two-sample T for (R-72) vs GK-72
N Mean StDev SE Mean
(R-72) 3 5,527 0,594 0,34
GK-72 3 5,901 0,679 0,39
Difference = mu ((R-72)) - mu (GK-72)
Estimate for difference: -0,374
95% upper bound for difference: 0,851
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -0,72

KNS M1 vs. K1 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R; H1

Two-sample T for R vs H1

P-Value = 0,703

P-Value = 0,192

P-Value = 0,262

DF

DF

DF



N Mean StDev SE Mean

R 3 7,785 0,250 0,14

H1 3 8,432 0,135 0,078

Difference = mu (R) - mu (HI1)

Estimate for difference: -0,647

95% upper bound for difference: -0,260

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -3,94 P-Value = 0,015 DF

KNS M1 vs. K2 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and CI: (R); GK

Two-sample T for (R) vs GK

N Mean StDev SE Mean

(R)y 3 7,785 0,250 0,14

GK 3 8,083 0,406 0,23

Difference = mu ((R)) - mu (GK)

Estimate for difference: -0,297

95% upper bound for difference: 0,350

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,08 P-Value = 0,179 DF

KNS M1 vs K1 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R-72; H1-72

Two-sample T for R-72 vs H1-72

N Mean StDev SE Mean

R-72 3 6,068 0,674 0,39

H1-72 3 7,653 0,295 0,17

Difference = mu (R-72) - mu (H1-72)

Estimate for difference: -1,586

95% upper bound for difference: -0,346

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -3,73 P-Value = 0,032 DF

KNS M1 vs. K2 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R-72); GK-72

Two-sample T for (R-72) vs GK-72

N Mean StDev SE Mean

(R-72) 3 6,068 0,674 0,39
GK-72 3 7,103 0,611 0,35
Difference = mu ((R-72)) - mu (GK-72)
Estimate for difference: -1,035

95% upper bound for difference: 0,201
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,97 P-Value = 0,072 DF



S. aureus M1 vs. K1 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R; H1

Two-sample T for R vs H1

N Mean StDev SE Mean

R 3 7,626 0,139 0,080

H1 3 8,165 0,536 0,31

Difference = mu (R) — mu (H1)

Estimate for difference: -0,539

95% upper bound for difference: 0,395

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,68 P-Value = 0,117 DF

S. aureus M1 vs. K2 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R); GK

Two-sample T for (R) vs GK

N Mean StDev SE Mean

(R) 3 17,626 0,139 0,080

GK 3 8,254 0,398 0,23

Difference = mu ((R)) - mu (GK)

Estimate for difference: -0,627

95% upper bound for difference: 0,084

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -2,58 P-Value = 0,062 DF

S. aureus M1 vs. K1 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R-72; H1-72

Two-sample T for R-72 vs H1-72

N Mean StDev SE Mean

R-72 3 5,746 0,488 0,28

H1-72 3 7,647 0,102 0,059

Difference = mu (R-72) - mu (H1-72)

Estimate for difference: -1,902

95% upper bound for difference: -1,062

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -6,61 P-Value = 0,011 DF

S. aureus M1 vs. K2 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R-72); GK-72

Two-sample T for (R-72) vs GK-72



N Mean StDev SE Mean

(R-72) 3 5,746 0,488 0,28

GK-72 3 7,366 0,243 0,14

Difference = mu ((R-72)) - mu (GK-72)

Estimate for difference: -1,621

95% upper bound for difference: -0,702

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -5,15 P-Value = 0,018

L. monocytogenes M1 vs. K1 ved 24timer

Two-Sample T-Test and CI: R; H1

Two-sample T for R vs HI

N Mean StDev SE Mean
R 3 7,802 0,577 0,33
H1 3 8,1426 0,0374 0,022
Difference = mu (R) - mu (HI1)
Estimate for difference: -0,341
95% upper bound for difference: 0,634
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,02 P-Value = 0,207

L. monocytogenes M1 vs. K2 ved 24 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R); GK

Two-sample T for (R) vs GK

N Mean StDev SE Mean

(Ry 3 17,802 0,577 0,33

GK 3 8,222 0,124 0,072

Difference = mu ((R)) - mu (GK)

Estimate for difference: -0,420

95% upper bound for difference: 0,575

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -1,23 P-Value = 0,172

L. monocytogenes M1 vs K1 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: R-72; H1-72

Two-sample T for R-72 vs H1-72

N Mean StDev SE Mean

R-72 3 6,176 0,561 0,32

H1-72 3 6,64 1,27 0,73

Difference = mu (R-72) - mu (H1-72)

Estimate for difference: -0,462

95% upper bound for difference: 1,875

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -0,58 P-Value = 0,311

DF

DF

DF

DF
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L. monocytogenes M1 vs. K2 ved 72 timer

Two-Sample T-Test and Cl: (R-72); GK-72

Two-sample T for (R-72) vs GK-72

N Mean StDev SE Mean

(R-72) 3 6,176 0,561 0,32
GK-72 3 6,098 0,434 0,25
Difference = mu ((R-72)) - mu (GK-72)

Estimate for difference: 0,079
95% upper bound for difference: 1,043
T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = 0,19 P-Value = 0,570 DF = 3

Analyse: Stgrrelse pa hemmesone for vaskede kuponger sammenlignet med ubehandlede
kuponger

Two-Sample T-Test and Cl: Vasket; Ubehandlet

Two-sample T for Vasket vs Ubehandlet

N Mean StDev SE Mean

Vasket 3 6,333 0,577 0,33

Ubehandlet 3 11,00 1,00 0,58

Difference = mu (Vasket) - mu (Ubehandlet)

Estimate for difference: -4,667

95% upper bound for difference: -3,098

T-Test of difference = 0 (vs <): T-Value = -7,00 P-Value = 0,003 DF = 3

Antimikrobiell effekt av skjaerebrett pa kyllingfilets naturlige bakterieflora
Analyse av innhentet data er gjort med two-sample T test.

Tabell 1: P-verdier ved signifikansmaling av de antimikrobiellekupongene M1 og S2 mot
kontroller(K1 og K2) etter en times eksponering for kyllingfilet

Kuponger testet P-verdi
M1 vs. K1 0,577
M1 vs. K2 0,752
S2 vs. K1 0,425
S2 vs. K2 0,516




Tabell 2: P-verdier ved signifikansmaling av kyllingfilet overflatene eksponert for
antimikrobielt materiale(M1 kylling og S2 kylling) mot kyllingfilet overflatene eksponert for

kontroller(K1 kylling og K2 kylling)

Kyllingfilet overflater testet P-verdi
M1 kylling vs. K1 kylling 0,334
M1 kylling vs. K2 kylling 0,430
S2 kylling vs. K1 kylling 0,211
S2 kylling vs. K2 kylling 0,305

Tabell 3: P-verdier ved signifikansmaling av kyllingfilet overflater eksponert for
kuponger(M1, S2, K1 og K2 kylling) mot ubehandlet kyllingfilet (kontroll)

Kyllingfilet testet P-verdi
M1 kylling vs. Kontroll 0,341
S2 kylling vs. Kontroll 0,259
K1 kylling vs. Kontroll 0,462
K2 kylling vs. Kontroll 0,366
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