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Abstrakt

Biofilmer som bildas av bakterier bestir av bakterier och en extracelluldr matris som
skyddar bakterier fran yttre hot. Biofilmer ar en hélsorisk eftersom de &r mer resistenta
mot antibiotika &n planktoniska bakterier. Biofilmer orsakar ocksd ofta kroniska
inflammationer pa grund av deras antibiotikaresistens. Sddana inflammationer kan
observeras till exempel hos patienter med konstgjorda leder. Hos dessa patienter kan
behandlingen av kronisk inflammation krdva flera veckors antibiotikainfusion innan

en ny led installeras.

Nya karakteriseringsmetoder som  kvartskristallmikrobalans (QCM) och
ytplasmonresonans (SPR), som uppticker massfordndringen pd en sensoryta, har
borjat anvindas for att studera biofilmer och kan anvindas for att monitorera
biofilmbildningen i realtid. I detta diplomarbete kommer biofilmbildningen av
Staphylococcus aureus monitoreras med ovan ndmnda metoder for att f4 en béttre
forstéelse for de olika stegen i biofilmbildningen och hur antibiotikan péverkar
biofilmbildningen. Under forskningen upptécktes att S. aureus kan bilda en biofilm pa
den guldbelagda sensorn. Vankomycin, som anvéindes som antibiotika, kunde inte
forhindra tillvixten av biofilmmassan, men genom SEM-avbildning kunde det

upptickas att vankomycin deformerade bakterierna i biofilmen.

Sokord: antibiotikaresistens, biofilm, kvartskristallmikrobalans,

svepelektronmikroskop, Staphylococcus aureus, ytplasmonresonans, vankomycin
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Forord

Syftet med detta diplomarbete dr att samla in information om biofilmbildning,
biofilmsammansittning och antibiotikaresistens. Dérutover dr malet att monitorera
biofilmbildningen med hjilp av QCM- och SPR-metoder och avbilda mogna biofilmer
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1 Inledning

Biofilmer dr filmer som bestir av bakterier och interbakteriella &mnen som kallas
extracelluldr matris, och som innehaller polysackarider, proteiner och eDNA (Ldpez
et al. 2010). Syftet med detta arbete dr att studera biofilmer som bildas av
Staphylococcus aureus och antibiotikans inverkan pa dessa biofilmer. Som ett
antibiotikum anvidndes vankomycin. Syftet &r att med hjdlp av QCM
(kvartskristallmikrobalans), SPR (ytplasmonresonans) och SEM
(svepelektronmikroskop) uppticka hur biofilmen bildas pa olika ytor (guldbelagd
sensorn i QCM och SPR) och hur antibiotika paverkar biofilmbildningen och

livskraften.

Allt fler bakterier har utvecklat resistens mot antibiotika och varje ar dor cirka 33 000
ménniskor 1 Europa och cirka 90 patienter i Finland till f61jd av antibiotikaresistenta
infektioner (THL 2021). Antibiotikaresistenta bakteriestammar dr inte bara ett
méinskligt fenomen, utan resistenta bakterier forekommer dven naturligt (Durso et al.
2012). Ibiofilmer finns en extracellulér matris som bland annat skyddar bakterier fran
antibiotika (Lewis 2008). Nér resistenta bakteriestammar blir alltmer vanliga kan
ménniskor avlida av vanliga sjukdomar, som exempelvis lunginflammation. Risken &r
annu storre vid olika typer av operationer, till exempel organtransplantationer,

eftersom det alltid finns en risk for infektioner under operationen. (THL 2021)

S. aureus dr en bakterie som kan finnas bland annat i ménniskans nésa, hud, har och
slemhinnor (Gracel och Fetsch 2018). Bakterier kan bilda biofilmer p4 olika ytor, men
de dr sdrskilt skadliga pé ytorna av medicinska utrustningar som implantat och katetrar,
eftersom biofilmer orsakar kronisk inflammation som &r resistent mot antibiotika
(Hall-Stoodley et al. 2004; Donlan 2008; Hatt och Rather 2008). Biofilmernas struktur
och funktionen hos deras komponenter 4r dnnu inte helt kinda och dérfor r det viktigt
att studera dem for att forhindra att biofilmer som &ar skadliga for minniskor bildas
(Vazquez-Sanchez och Rodriguez-Lopez 2018). Biofilmbildningen involverar flera
steg. Bakterierna adsorberas forst pa ytan med hjilp av olika ytproteiner. Bakterierna
borjar sedan bilda en extracelluldr matris. Nar den extracelluldra matrisen har mognat,
borjar bakterierna att lossna. (Lopez et al. 2010; Moormeier och Bayles 2017,
Viézquez-Sanchez och Rodriguez-Lopez 2018)



Ellinoora Holmstrom Monitorering biofilmbildning med QCM och SPR

Denna avhandling bestdr av en teoretisk och empirisk del. Teoridelen beskriver
biofilmernas funktion, formation och antibiotikaresistens samt adsorptionsteori och
olika utrustningar som finns tillgdngliga for biofilmanalys. Den empiriska delen
beskriver hur QCM- och SPR-métningarna genomfordes samt analyserar det samlade

data och slutsatserna dartill.
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2 Allmant om biofilmer
2.1 Introduktion till biofilmer

Bakterier har formagan att forma biofilmer genom att bilda en extracelluldr matris
mellan bakterierna. Den extracellulira matrisen bestar till storsta delen av
polysackaridbiopolymerer, men innehaller ocksa proteiner och DNA.
Biofilmbildningen beror bland annat pa typen av bakterier och bakteriernas
miljoforhallande. Bakterier kan forma biofilmer pé olika typer av ytor, och vanligtvis
bildas biofilmer vid fast-vétskegranssnitt. (Lopez et al. 2010) Bakterier bildar ofta
biofilmer pé ytorna av medicinsk utrustning, till exempel katetrar och implantat, vilket
kan orsaka kroniska inflammationer som &r svara att bota (Hall-Stoodley et al. 2004;
Donlan 2008; Hatt och Rather 2008). Biofilmbildningen gor bakterier resistenta mot
antibiotika, och 1 biofilmer finns det mera persisterceller &n normalt. Percisterceller ar
celler som ar 1 viloldge och frimjar biofilmens uthallighet. En extracelluldr matris
skyddar ocksé bakterier genom att férhindra att smé molekyler diffunderar genom den.

(Lewis 2008)

Beroende pé vilka typer av bakterier som finns 1 biofilmen fungerar biofilmen pa olika
sdtt. Detta arbete kommer att fokusera pa Staphylococcus aureus. Darfor kommer detta
arbete att behandla mer specifikt hur biofilmer som bildas av S. aureus fungerar. S.
aureus ar en grampositiv bakterie, och de flesta av dess bakteriestammar finns i
maéanniskans ndsa, men de kan dven kolonisera hud, har och slemhinnor (Gracel och
Fetsch 2018). Tidigare forskning har visat att S. aureus kan bilda biofilmer pé olika
abiotiska och biotiska ytor som ménskliga vavnader, olika medicinska utrustningar och
livsmedelsprodukter (Trampuz och Widmer 2006; Simon och Sanjeev 2007).
Biofilmer dr en risk for ménniskans hdlsa pd grund av deras okade resistens mot
antibiotika, och dérfor dr det viktigt att forstd de processer som &r involverade i
biofilmsbildning sé att man kan hitta en effektiv kontrollstrategi mot dem (Vazquez-

Sanchez och Rodriguez-Lopez 2018).

I majoriteten av S. aureus-stammarna bildas biofilmen av poly-N-acetylglukosamin
(PNAG), aven kint som PIA (polysackarid intercelluldr adhesin). S& kallade ica-
operoner (intercellular adsorption operons) styr bildningen av PNAG. (O'Gara 2007)
Olika proteiner finns pa bakterieytor, till exempel Bap (biofilm-associerat protein),

som dr en viktig komponent i S. aureus-biofilmsbildningen och tros péverka
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intercelluldra interaktioner. Bap-proteiner kan frdmja bade primir adsorption till
abiotiska ytor och intercelluldr adsorption, vilket ar viktigt vid biofilmsbildning.
(Cucarella et al. 2001) Biofilmer innehaller ocksd eDNA, vars funktion bland annat ar
att halla biofilmen stabil, och bildas troligen pé grund av bakteriell nedbrytning, vilket
leder till att DNA frigors (Rice et al. 2007).

Det dr inte helt forutsdgbart vilken typ av biofilm olika bakteriearter bildar, eftersom
biofilmsbildningen ocksé beror pa bakteriestammen (Lopez et al. 2010). En biofilm
kan bestd av endast en bakterieart. I s fall skulle den innehélla endast en klonad
population, men oftast bildas biofilmen av fenotypiskt skilda subpopulationer. Detta
innebdr att biofilmen ofta innehaller specialiserade celltyper pa grund av skillnader i
genuttryck men inte i gensammansittning. (Fux et al. 2005; Spormann 2008; Stewart
och Franklin 2008) Celldifferentiering i bakteriesamhillet paverkas av extracelluldra
forhdllanden. Bakterier borjar dndra sitt genuttryck péd grund av mikromiljéer som har
bildats ndr gradienter av néringsdmnen, syre eller elektronacceptorer har bildats i
biofilmen. (Spormann 2008; Stewart och Franklin 2008). Rani et al. (2007) undersokte
till exempel metaboliskt aktiva regioner 1 biofilmer som bildats av S. aureus-bakterier
och studien visade att ungefér tva tredjedelar av bakterierna i biofilmen var metaboliskt

inaktiva.

Biofilmbildningen bestar av olika steg: initiell adsorption, cell-till-cell-adsorption,
mognandet och cellavlossning (Otto 2004). Figur 1 visar de olika stegen av
biofilmbildningen (Véazquez-Sanchez och Rodriguez-Lopez 2018). Forsta steget av
biofilmbildningen &r adsorption av planktoniska celler till en yta. Detta hinder for S.
aureus endast ndr agr (regulatorisk gen) quorum sensing-systemet (beskrivs senare) ar
inhiberat. (Lopez et al. 2010). Bakterier kan vixelverka med ytan pa manga olika sitt.
Ett exempel pa olika interaktioner dr van der Waals-krafter, som leder till reversibel
adsorption. Lewis syra-basinteraktion, hydrofobiska och elektrostatiska interaktioner
och ligand-receptorinteraktioner leder daremot till irreversibel adsorption. (Bos et al.
1999; Donlan 2002). Adsorption av bakterier paverkas av bide bakteriernas och ytans
fysikalisk-kemiska egenskaper sdsom ytenergi, viatning, grovhet och ytladdning eller
med andra ord ytkemi. Dartill paverkar ocksa biokemiska egenskaper som cellviggens
adhesiva egenskaper och forekomsten av ytproteiner adsorptionen av bakterier.
(Tegouilia et al. 2002; Miiller et al. 2007; Webb et al. 2013) Efter adsorptionen borjar
bakterier ackumulera sig och bilda N-acetyl-glukosamin som &r en del av den
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extracelluldra matrisen (Lopez et al. 2010). Efter att biofilmen har mognat borjar sma
kluster av bakterier lossna smaningom, vilket &r ett viktigt steg for spridningen av

bakterier. (Yarwood et al. 2004; Yao och Strauch 2005)

6. Spridningen av mikrobiella celler

Planktoniska celler —— @ /
e

@
Q
Fastsittande ooe 00 :e
@

celler
° %

3. Cellforokning och
onen av extracellular

Figur 1. Biofilmbildningen (modifierat ur Vazquez-Sanchez och Rodriguez-

Lopez 2018). Copyright © 2018 Elsevier Inc.

2.2 Quorum sensing-systemet

Biofilmbildningen &r ett sétt for bakterier att skydda sig mot yttre hot. Vissa
extracelluldra signaler aktiverar biofilmbildningen. Bakterier kan producera dessa
signaler, och de signalmolekyler som skapas av bakterierna kallas autoinducerare.
Dessa molekyler ackumuleras extracellulért, och deras koncentration korrelerar med
bakteriernas tithet. Vid hoga koncentrationer aktiverar autoinducerarna signaler som
leder till multicellulédra reaktioner 1 bakteriepopulationen. (Lopez et al. 2010) Denna
kommunikationsmekanism mellan bakterier (cell till cell) spelar en viktig roll for
biofilmsbildningen och kallas ocks& quorum sensing (QS) (Camilli och Bassier 2006).
QS-systemet kan ocksé ha en roll i att avldgsna bakterier fran den mogna biofilmen sa
att infektionen kan spridas (Boles och Horswill 2008). Grampositiva bakterier finns
autoinducerare som ofta dr peptider. Dessa peptider identifieras i allminhet av
membranassocierade sensorkinaser (enzymer) som aktiverar reglerande proteiner
genom fosforylering. Detta aktiverar 1 sin tur uttrycket av malgenerna. (Novick och

Geisinger 2008)
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Det finns dven andra signaler som framjar biofilmsbildningen utéver QS-molekyler.
Dessa ar s kallade sekunddra metaboliter sasom antibiotika, pigment och sideroforer.
(Lopez et al. 2010) Nér antibiotika anvdnds vid laga, s kallade subinhibitoriska
koncentrationer, dodar de inte celler men de kan mojligtvis fungera som signaler som
utloser fordndringar 1 genuttrycket (Yim et al. 2007). Aktivering av QS-systemet
inhiberar biofilmbildning av S. aureus-bakterier, men det har observerats att furanoner
som &r naturliga produkter harstammande fran marina alger kan inhibera QS-systemet
och samtidigt gynna biofilmbildningen i subinhiberande koncentrationer (Lopez et al.
2010). Kuehl et al. (2009) har visat att furanoner har bakteriedddande effekt bland
annat pa S. aureus vid hdga koncentrationer men vid subinhiberande koncentrationer

av furanorer befrimjas furanoner biofilmbildningen genom att inhibera QS-systemet.

2.3 Biofilmer i implantat

Alla implanterade medicinska utrustningar dr mottagliga for biofilmer som S. aureus
kan bilda. Inflammationer som orsakas av biofilmer har observerats till exempel 1
implanterade katetrar, hjartklaffproteser, pacemaker och konstgjorda leder. (Craft. et
al. 2019) De forsta upptickterna av biofilmer pa ytan av medicinsk utrustning gjordes
1 borjan av 1980-talet, dd man med elektronmikroskopi kunde uppticka bakteriell
kolonisation (Marrie et al. 1982; Hall-Stoodley et al. 2004). Inflammation som
forekommer 1 ett implantat orsakas ofta av S. aureus, S. epidermidis och P. aeruginosa
(Hall-Stoodley et al. 2004). En infektion i en konstgjord led ar ett exempel pa en
implantatrelaterad infektion; en sddan infektion dr svar att diagnostisera och behandla
(Parvizi et al. 2013). Dessa dr ofta resistenta mot bide antibiotika och personens
immunforsvar. P4 grund av den begridnsade tillgdngen till bakterieceller som orsakas
av den extracelluldra matrisen kan polymorfonukledra leukocyter inte effektivt

fagocytera bakterier nér biofilmen har bildats pa implantatets yta. (Leid et al. 2002)

I Finland utférs omkring hundra operationer varje ar enbart pd grund av infektioner 1
konstgjorda knén, vilket innebér att detta dr ett kliniskt signifikant problem (Tapiainen
et al. 2010). Antalet operationer av konstgjorda leder forvéintas 6ka pa grund av den
aldrande befolkningen. Infektioner i konstgjorda leder har vanligtvis tva huvudsakliga
orsaker: den forsta dr infektion i ett operationssar, déir infektionen orsakas av
patientens endogena bakterier eller av bakterier frdn sjukhuspersonal eller

operationssalen (McConoughey et al. 2014). Den andra orsaken &r hematogen
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spridning (genom blodet), som tros intrdffa efter en operation (Greene 2012). Sura
eller anaeroba omraden som har formats pa grund av metabolisk aktivitet i den yttre
biofilmen kan ocksa orsaka antibiotikanedbrytning (Huang et al. 1995). Dessutom kan
utsondrade polymerer i den extracelluldra matrisen binda till och inaktivera antibiotika

(Hoiby 2011).

Enligt Jimsen et al. (2005) &r den allmédnna behandlingen av avancerad protesinfektion
problematisk for patienten, eftersom den befintliga protesen maste avldgsnas och
patienten maste behandlas med antibiotika 1 sex veckor innan en ny protes kan sittas
in (Tapiainen et al. 2010). Nar protesen avldgsnas kan tester goras med kénslig och
noggrann histopatologisk och mikroskopisk undersdkning for att faststilla
forekomsten och strukturen av adhesiva bakterier (Trampuz et al. 2003). Det ar dock

mojligt att biofilmen sonderfaller ndr implantaten tas bort (McConoughey et al. 2014).
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3 Biofilmbildning

3.1 Adsorption av proteiner, bakterier och celler

Ett av malen med detta arbete ar att forstd hur proteiner eller bakterier (med hjilp av
proteiner) adsorberas till ytan av en guldbelagd sensoryta. For tolkningen av
mitresultaten dr det viktigt att forstd effekterna av de fysikalisk-kemiska krafter som
ar involverade i adsorptionen av proteiner/bakterier. Adsorption sker nér kraftféltet pa
en fast yta reducerar molekylens potentiella energi till mindre d&n den potentiella
energin i den omgivande vétskan. Beroende pé radande krafter kan adsorption delas in
i fysikalisk adsorption och kemisk adsorption. Fysikalisk adsorption orsakas av
dispersionskrafter, det vill sdga van der Waals-krafter. Den fysikaliska adsorptionen
paverkas av olika elektrostatiska krafter sasom polarisation, falt-dipol och
faltgradientkvadrupol interaktioner, som ar sérskilt viktiga for poldra adsorbenter.
Kemisk adsorption i sin tur innebér starkare krafter dn fysikalisk adsorption pa grund
av Overforing och delning av elektroner vid bildandet av kemiska bindningar. De
krafter som réder i fysisorption dr svaga, ddrmed &r det typiskt en reversibel process,
medan kemisorption dr irreversibel. Vid kemisorption dr molekylerna adsorberade i ett
monolager, medan det vid fysiorption dr mdjligt att det bildas ett multilager. (Karge
och Weitkamp 2008) Adsorption dr effektivast pa ytor som ar grova och hydrofoba
(Craft et al. 2019).

Forskare har undersokt olika fenomen som paverkar proteinadsorptionen. Norde
(1995) har undersokt vad som péverkar proteinadsorption vid grinsytan mellan fast
och vitska: proteinadsorptionen paverkas sérskilt av bildandet av en grupp av
foreningar 1 granulerna, bildandet och hydratiseringen av sorbent- och proteinytorna
samt strukturella omarrangemang i proteinmolekylen. Enligt Norde behover man vara
medveten om de mekanismer som &r involverade 1 adsorptionsprocessen for att kunna
styra den. Adsorptionsprocessen bestar av olika steg: transport till ytan, adsorption till

ytan, orientering och strukturellt omarrangemang av molekylen. (Norde 1995)

Proteinernas transporthastighet stiger med oOkande proteinkoncentration. Sjdlva
adsorptionen beror inte pa koncentrationen. Darfor kan det forvéntas att vid laga
koncentrationer och 1ag yttdckning av proteinerna dr det transportprocessen som styr

adsorptionhastigheten, och vid hog koncentrationer och hog yttickning &r det
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reaktioner pa ytan som kontrollerar adsorptionhastigheten. (Norde 1995) Enligt

Barbucci et al. (1992) borjar proteinerna omarrangera sin struktur efter absorption till

ytan.

I allménhet uttrycks den adsorberade méngden i form av en adsorptionsisoterm, varvid
mangden adsorberat &mne I" avsitts som en funktion av koncentrationen c. For att

adsorption ska ske spontant maste dndringen i Gibbs energi vara negativ:
AgasG =AgasH —TAg g5 <0 (D

var G ér Gibbs energi, H dr entalpi, S dr entropi och 7 &r temperatur. (Norde 1995)

3.2 Adsorption av biofilmen

S. aureus adsorption till en yta beror pd om ytan &r abiotisk eller biotisk. Adsorption
till abiotiska ytor paverkas framst av de fysikalisk-kemiska egenskaperna hos bade
bakterien och kontaktytan, vilket innebdr att adsorptionen beror pd hydrofoba och
elektrostatiska interaktioner. (Vazquez-Sanchez och Rodriguez-Lopez 2018) Det har
ocksé visat sig att bakteriella ytmolekyler sdsom autolysiner eller tekoinsyror som kan
finns pé ytorna av S. aureus kan péaverka adsorptionen av bakterier (Heilmann et al.
1997; Gross et al. 2001). Gross et al. (2001) har foreslagit att repulsiva elektrostatiska
krafter kan leda till en minskning av biofilmsbildningen av S. aureus, vilket innebér
att biofilmsbildningen kunde forhindras genom att modifiera implantatytan. Vazquez-
Sanchez et al. (2012) fann att fler S. aureus bakterier adhererade till polystyren 1 ett
medium med hog jonstyrka och att adsorptionen var beroende av ytans och

bakteriernas laddning.

Efter bakteriell adsorption foljer cell-cell adsorption, vilket innebér att bakterierna
borjar ackumulera och dela sig. De nya dottercellerna r sérskilt bendgna att lossna pa
grund av den strommande vitskans skjuvkraft (vid fast-vitskegrinssnitt) innan
extracelluldra matrisen har bildats. S. aureus bakterier forsoker stabilisera cell-cell-
interaktioner pd manga sétt, bland annat genom att producera minga extracellulira
proteiner som framjar ackumulering efter adsorption. Vissa av dessa proteiner spelar
en betydande roll i bade adsorption och ackumulering. (Moormeier och Bayles 2017)

Bap-proteiner har till exempel visat sig frimja ackumulering genom intercellulir
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adsorption (Cucarella et al. 2001). Foulston et al. (2014) foreslar att cytoplasmatiska
proteiner faster vid bakteriernas yta for att bilda en extracelluldr matris, och att den
bildade matrisen gor att bakterierna féster vid varandra. Bildandet av denna matris
borjar nar pH-vérdet i mediet sjunker. Det dr inte exakt kdnt hur cytoplasmatiska
proteiner frisitts, men Foulston et al. foreslar att de skulle kunna frigoras som ett
resultat av reglerad autolys som dr liknande med eDNA-frisdttning (Mann et al. 2009).
Forutom proteiner dr dven eDNA viktigt for bildning av extracelluldr matris. Dengler
et al. (2015) foreslar i sin forskning att eDNA fungerar som ett elektrostatiskt nét, som

sammanbinder celler omgivna av positivt laddade matrisproteiner vid lagt pH.

3.3 Mognandet och lossningen

Med hjdlp av time-lapse-mikroskop har man observerat att en del av bakterierna
frisdtts ungefdr 6 h efter bakteriedelningen. Denna héndelse &r en tidig spridning av
bakterier, som borjar med bildandet av en mikrokoloni och leder till att biofilmen
aterbildas. (Moormeier och Bayles 2017) Mann et al. (2009) antyder att
stafylokocktermonukleas  bryter ned eDNA, vilket potentiellt framjar
biofilmsspridning och kan vara en viktig faktor for biofilmsunderhall. P& senare tid
har det kunnat faststdllas med hjédlp av time-lapse-mikroskopi att nedbrytning av
eDNA sker under de forsta stadierna av biofilmsbildningen. Forskare anser att detta ar
ett nytt steg 1 biofilmsbildningen, men den roll som detta steg spelar i

biofilmsbildningen har dnnu inte undersokts tillrackligt. (Moormeier et al. 2014)

En betydande del av biofilmens mogning &r bildandet av mikrobiella strukturer, vilket
utdkar ytan for ndringsupptag och avfallsborttagning, samtidigt som det bidrar till en
bredare spridning av bakterier (Hall-Stoodley et al. 2004). Olika studier har rapporterat
bildandet av mikrokolonier, men mekanismen med vilken de bildas &r oklar (Yarwood
et al. 2004; Mann et al. 2009). Med hjélp av time-lapse-mikroskop har man observerat
att mikrokolonierna &r uppbyggda av diskreta cellkolonier som finns kvar i
basalskiktet efter en del av bakterierna har frisatts. Samma resultat observerades ocksa
nér biofilmens uppbyggnad studerades med lagre forstoring. (Moormeier och Bayles

2017).

Bakteriernas lossning dr det sista steget i biofilmsbildningen efter att de har mognat.
Yarwood et al. (2004) har foreslagit att cellernas lossning fran biofilmen grundar sig

pd agr quarum sensing-systemet. Boles och Horswill (2008) har ocksd mairkt att
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induktion av agr-systemet frdmjar cellavlossning och att mekanismen {or
cellproliferation kraver extracelluldr proteasaktivitet. Boles och Horswill visade 1 sin
studie att lag agr-aktivitet dr viktigt for biofilmbildningen och att aktivering av agr-
systemet utokar lossningen av cellerna. Miljoforhallandena paverkar ocksa lossningen,
till exempel kan brist av glukos eller tilldiggning av AIP:er (autoinducerade peptider)
leda till lossning av bakterierna. Deras test visade ocksa att bakterierna som lossnar
fran biofilmen &r kénsliga for antibiotika. Av denna anledning skulle det vara viktigt
att forstd mekanismen for cellossning for att kunna bryta ned biofilmen och doda

bakterierna med antibiotika. (Boles och Horswill 2008)

11



Ellinoora Holmstrom Monitorering biofilmbildning med QCM och SPR

4 Antibiotika

I den experimentella delen av den hér studien anvédndes antibiotika som kallas
vankomycin. Antibiotikans historia borjar for mer dn 100 ar sedan, da den forsta
syntetiska antibiotikan anvindes kliniskt pd 1910-talet. Inforandet av antibiotika kan
beskrivas som 1900-talets viktigaste medicinska genombrott. Antibiotika gjorde det
inte bara mojligt att behandla infektioner utan d&ven manga moderna medicinska
behandlingar som cancerbehandling och organtransplantationer. (Hutchings et al.
2019) Antibiotika &r i allmidnhet endast effektiva mot bakterieinfektioner, men vissa
antibiotika kan ocksa vara effektiva mot protozoinfektioner. Antibiotika som dddar
bakterier kallas baktericider och antibiotika som hdmmar multiplikationen kallas

bakteriostatika. (Vuento 2020)

Bakteriecider, till exempel penicillin, kan verka genom att till exempel bryta ned
bakteriens cellvigg. Bakteriostatiska antibiotika kan péverka bakteriens
dmnesomsittning eller gener. Antibiotikans effektivitet beror pa strukturen hos bade
antibiotikan och bakterien. Antibiotikan maste hitta en féstplats (receptor) i
bakteriecellen for att fungera. Nér antibiotika verkar pa ménga olika patogener har den
ett brett spektrum. (Vuento 2020) Nér orsaken till infektionen inte dr med sdkerhet
kind ges patienterna antibiotika med brett spektrum oralt. Den utbredda anvéndningen
av sadana antibiotika leder till att resistenta bakterier uppstar. Darfor kan antibiotika i

framtiden behova vara inriktade mot en specifik patogen. (Prescott 2014)

4.1 Mekanismer for antibiotikaresistens

Biofilmrelaterade infektioner dr svara att behandla, eftersom bakterierna i biofilmen
ar mer resistenta mot antimikrobiella medel och patientens eget immunforsvar. Den
Okade resistensen beror bade pa det skydd som biofilmmatrisen ger och pa de enskilda
bakteriernas egenskaper. (Craft et al. 2019) Antibiotikaresistens kan definieras till
exempel genom att mita hur mycket mer antibiotika én tidigare som behdvs for att
stoppa tillvixten av bakterier, bland annat pd grund av bakteriemutationer.
Antibiotikatolerans kan definieras genom att méata hur linge bakterier kan leva nér de
har exponerats for antibiotika. Dessa definitioner fungerar bra nér det ar fragan om
planktoniska, det vill sdga enstaka bakterier, men definitionen &r inte lika enkel nér det

géller biofilmer. (Mah 2012)
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S. aureus kan liksom andra bakterier utveckla resistens mot flera antibiotika. De forsta
antibiotikaresistenta S. aureus-stammarna upptéicktes pa 1940-talet, ndr man pa ett
sjukhus upptickte en Okning av bakterier som var resistenta mot penicillin.
Penicillinresistenta S. aureus-bakterier ar kénda under forkortningen PRSA.
(Chambers och DeLeo 2009) Idag dr mer dn 90 % av S. aureus-bakterierna resistenta
mot penicillin (Lowy 2003). Senare (1959) ersattes penicillin med meticillin, men det
var forst tvd ar senare som de fOrsta meticillinresistenta bakterierna uppticktes
(Chambers och DeLeo). I dag ér infektioner orsakade av framfor allt MRSA utbredda,
bade 1 samhillet och pa sjukhusen. Vérldshilsoorganisationen (WHO) rdknar MRSA
som en av de tolv viktigaste patogenerna som utgor en risk for manniskors hélsa. (Craft
et al. 2019) Vancomycin ansigs ldnge vara ett antibiotikum som skulle vara immunt
mot bakteriell resistens, eftersom dess verkan bygger pa att det faster vid cellholjet,

snarare dn vid malproteiner som médnga andra antibiotika (Stogios och Savchenko

2020).

Biofilmer har en 6kad resistens jaimfort med planktoniska bakterier mot yttre agenter
som antibiotika och interna agenter i det medfédda immunsystemet, sdsom
antimikrobiella peptider (AMP) (Craft et al. 2019). Det finns manga faktorer som har
visat sig vara relaterade till biofilmernas resistens mot antibiotika, men tva av de mest
vilkdnda faktorerna &r biofilmmatrisen och persisterceller (Lewis 2008). Det kan vara
svart att studera biofilmernas resistens och tolerans, eftersom biofilmer har sa
varierande mekanismer (Mah 2012). Enligt Lewis (2008) hindrar resistensmekanismer
antibiotikan fran att na sitt mal, medan toleransmekanismer inaktiverar antibiotikans
funktion. Formodligen &r biofilmens resistens och tolerans summan av méanga olika
faktorer som tillsammans gor biofilmen dnnu mer resistent och tolerant (Mah 2012). I
de tidiga stadierna av biofilmbildningen &r biofilmen mer kénslig for antibiotika, men

ndr den mognar okar dess resistens (Hoiby et al. 2011).

Biofilmernas extracelluldra matris bestér av polysackaridbiopolymerer, proteiner och
DNA (eDNA) och deras uppgift dr att forma biofilmernas struktur och skydda
bakterier (Whitchurch et al. 2002; Mann 2011). Matrisen kan forhindra antibiotika fran
att nd bakterier. Matrisens effektivitet beror dock pa dess sammanséattning och dlder
samt att den inte nddvéndigtvis hindrar alla antibiotika fran att penetrera igenom den.
Det finns ocksé studier som visar att polysackarider och eDNA spelar en roll {or att

skydda biofilmen mot antibiotika. (Mah 2012)
13
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Biofilmerna &r heterogena och innehaller ofta olika varianter av bakterier, till exempel
sma kolonivarianter (SCV) som ir resistenta mot antibiotika. Deras mekanismer &r
inte helt kdnda, men man tror att biofilmens heterogenitet leder till diversifiering av
biofilmen, vilket leder till att biofilmen borjar gynna resistenta varianter. (Mah 2012)
Biofilmer innehéller ocksé sa kallade persisterceller som &r toleranta mot antibiotika,
eftersom bakteriernas metabolism &r ldngsammare eller avstingd och antibiotika inte
kan fungera eftersom malbakterien inte &r aktiv (Lewis 2008). Det finns ocksa
specifika gener som gor biofilmen mer resistent mot antibiotika. Det finns dtminstone
sex gener som oftare finns 1 biofilmer &n i planktoniska bakterier sasom ndvB,

PA1875-1877 och tssC1. (Mah 2012)

4.2 Mekanismer for att behandla eller forhindra biofilmrelaterade infektioner

Eftersom biofilminfektioner dr svéra att behandla adr det bésta sittet att forebygga
biofilmsrelaterade infektioner att agera innan biofilmbildningen. Detta kan vara svart
eftersom S. aureus @r resistent mot antibiotika redan som planktoniska celler. (Craft et
al. 2019) Eftersom biofilmer dr &nnu mer resistenta mot antibiotika dn planktoniska
celler, okar ocksd den lidgsta himmande koncentration (MIC) for behandling av
biofilmsinducerade inflammationer (Melander och Melander 2017). MIC och MBC
(bakteriedddande koncentration) av bakterier i biofilm kan till och med vara 100—1000
ganger hogre dn for planktoniska celler (Hoiby et al. 2011). Detta innebér att
antibiotikadosen bor dkas. Det har ocksa visat sig att subletal exponering leder till 6kad
utveckling av antibiotikatolerans genom att 6ka biofilmbildningen (Jeflerson et al.
2005). Vankomycin (Figur 2A) ér det vanligaste antibiotika mot infektioner orsakade
av S. aureus (Craft et al. 2019). Vankomycin har dock begrinsningar, eftersom det har
utvecklats for delvis (d.v.s. VISA) eller helt (d.v.s.VRSA) resistenta S. aureus-

stammar. Darfor har det sokts alternativ till vankomycin. (Sievert et al. 2008)

Aven om bakterierna ir resistenta mot flera antibiotika finns det fortfarande antibiotika
som dr effektiva mot infektioner relaterade till biofilmer, till exempel daptomycin
(Figur 2B). Daptomycin ér en cyklisk lipopeptidmolekyl som vixelverkar med den
cytoplasmatiska cellvdggen som leder till snabb depolarisering vilket stor syntesen av
DNA, RNA och proteiner. (Craft et al. 2019) Daptomycin dr ett av de mest effektiva
antibiotika for att doda S. aureus-bakterier 1 en biofilm och &r Overldgsen till

vankomycin (Smith et al. 2008). Daptomycin ar ocksé effektivt mot persisterceller

14
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eftersom cellerna inte behover vara metaboliskt aktiva for att daptomycin ska fungera
(Craft et al. 2019). Telavancin (Figur 2C) har ocksa visat sig vara effektivare dn
vancomycin nér det géller att doda bakterier (Smith et al. 2013).
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Figur 2. Strukturer av (A) vankomycin, (B) daptomycin och (C) telavancin

Niér biofilmen har bildats kan den avldgsnas genom en kirurgisk operation. P& detta
satt kan till exempel sar och implantat rengdras fran biofilmen. Spolning och

pulsskoljning anvinds vanligtvis for att rengora sar och implantat. (Bhattacharya et al.
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2015) Tyvarr ger metoder dér endast verktyg anvénds séllan tillrackligt goda resultat,
och till exempel pulsskoljning avldgsnar inte effektivt S. aureus-bakterier fran

implantat (Urish et al. 2014).

Ett tredje sitt att forhindra biofilmbildning ar att férhindra bakterier ifran att fastna pa
ytor. Bakteriernas adsorption paverkas av manga faktorer. Adsorption ar effektivast pa
ytor som dr grova och hydrofoba. Det finns manga séddana ytor, till exempel pa sjukhus,
och de infektioner som uppstir dar kommer ofta frdn medicinsk utrustning. (Craft et
al. 2019) Eftersom olika medicinska utrustningar utgor en infektionsrisk utvecklas
metoder for att forhindra bakteriekolonisering pd dem (Buhmann et al. 2016;
Morgenstern et al. 2016; Choi et al. 2018). Som tidigare ndmnts spelar exempelvis
ytproteiner en betydande roll for bakterieadsorption (Cucarella et al. 2001). For att
forhindra bakterieadsorption pa ytan maste mekanismerna bakom fenomenet forstés

(Craft et al. 2019).

Det finns olika ytbehandlingar som kan forhindra biofilmbildning. Ett exempel é&r
arylrhodaniner (Figur 3), som ir femledade heterocykliska molekyler, kdnda for att
himma biofilmbildningen hos stafylokocker. Molekylerna féster sig vid adhesiner pa
den mikrobiella cellens yta, vilket hindrar bakterierna fran att fasta sig vid ytan.
Anvindningen av arylrhodaniner forhindrar bildandet av resistenta bakteriestammar
eftersom det inte har antimikrobiell aktivitet. Molekylerna &r inte heller cytotoxiska
for minskliga celler. (Opperman et al. 2009) Olika beldggningar kan ocksd anvindas
for att forhindra biofilmbildningen pa abiotiska ytor, till exempel katetrar som ar
beladga med tetracykliner och anamyciner har visat sig att minska
bloddstromsinfektion (Harron et al. 2016, Turnbull 2018). Dessa studier visade att
genom att modifiera ytegenskaperna hos en medicinteknisk utrustning med

bakteristatiska medel kan biofilmbildningen férhindras.

]
— = \hTRZ
O

Figur 3. Struktur av arylrhodanin
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Olika metaller har ocksa anvénts som beldggningsmaterial pa abiotiska ytor, sisom
katetrar, for att forhindra biofilmbildning (Kowalczuk et al. 2012). Sérskilt silver har
anvints i flera studier och har visat sig vara effektivt nir det géller att himma
biofilmbildningen (Pompilio et al. 2018, Wilkinson et al. 2018). Det dr dock inte helt
kant varfor silver ar sa effektivt nér det géller att forhindra biofilmbildningen. Det har
dock visats att silvernanopartiklar faster vid cellmembranet och tringer in i cellen dér
partiklarna binder till sulfidinhaltiga proteiner och DNA. Detta leder till att DNA-
replikering och -transkription forhindras. Nackdelarna med silver &r att det ar giftigt
for celler och det finns en o0kad risk for trombos pa grund av att det anvdnds som
beldggningsmaterial i medicinska utrustningar. (Craft et al. 2019) Av denna anledning

har dven rostfritt stdl anvénts for att beldgga implantatmaterialet (Akens et al. 2018).

Sma molekyler kan ocksé anvindas for att forhindra biofilmbildning och/eller for att
sprida den utvecklade biofilmen (Figur 4). De har till exempel visat sig att cis-2-
decensyra bade sprider den utvecklade biofilmen och forhindrar biofilmbildning av S.
aureus. (Jennings et al. 2012, Amari et al. 2013) D-aminosyror har ocksa visat sig
sprida biofilmer som S. aureus och férhindra biofilmbildningen (Harmata et al. 2015,
Abenojar et al. 2018). D-aminosyror orsakar frisittning av amyloidfibrer, som &r
ansvariga for att binda ihop biofilmbakterier (Kolodkin-Gal et al. 2010). Ett sitt att
avldgsna en biofilm &r att anviinda enzymer som bryter ned biofilmens matris. Sddana
enzymer dr till exempel dispersin B eller DNase. Dispersin B sonderdelar sérskilt
polysackariderna 1 biofilmen. Vissa bakteriestammar skapar dock inte matriser med
hogt innehall av polysackarider, vilket gor enzymet mindre effektivt. (Craft et al. 2019)
Naturligt forekommande vixtbaserade produkter innehdller ocksd dmnen som
chelerytin, dihydroxibensofuran, sanguinarin och proantocyanid, vilka har visat sig att
forhindra biofilmbildning (Artini et al. 2012). Dessutom hammar polofenolforeningar,
sdsom garvsyra, som fas fran vixter, biofilmbildningen (Dong et al. 2018). Tetrddsolja
(TTO) har visat sig doda bakterier i biofilmen och skada cellens extracelluldra matris,
vilket bryter ned biofilmen (Kwiecinski et al. 2008). Derivat av ellaginsyra himmar
biofilmbildning och &ven gor biofilmen kinsligare for antibiotika sdsom daptomycin,

klindamycin och oxacillin (Quave et al. 2012).
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Figur 4. Dispersion av extracellulir matris (modifierat ur Craft et al. 2019).
Copyright © 2019 The Royal Society of Chemistry
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5 Metoder och utrustning

5.1 Utrustning

QCM och SPR ér médtmetoder som méter fordndringar i massan eller optiska
egenskaper pd sensorytan. Dessa metoder gor det mdjligt att monitorera
massforandringar i realtid, och darfor har dessa metoder tidigare ocksa anvénts for att
monitorera biofilmbildning. Biofilmbildningen kan studeras till exempel med QCM
och SPR metoder (Otto 2008). SEM mojliggér en dnnu ndrmare undersdkning av

strukturer av den bildade biofilmen.

5.1.1 Kvartskristallmikrobalans, QCM (quartz crystal microbalance)

I det hér arbetet anvindes QCM (Figur 5) som en metod for att studera adsorption av
biofilmer pé en substratyta. Det QCM-instrument som anvéndes i detta arbete var en
KSV QCM-Z500. QCM ér en akustisk biosensor och kan anvéndas for att monitorera
massfordndringar med nanograms noggrannhet per kvadratcentimeter (Otto 2008;
Shafiqul Islam et al. 2021). QCM-tekniken bygger pa piezoelektricitet och
mitningstekniken baserar sig pd att applicera ett alternerande elektriskt filt dver en
kvartskristall. Det leder till att kristallen borjar oscillera vid sin resonansfrekvens, som
ar beroende av den totala oscillerande massan. Den totala oscillerande massan dkar pa
grund av molekylernas adsorption pa kristallens yta, vilket leder till en minskning av

kristallens resonansfrekvens. (Otto 2008)

Kvartskristall ar ett piezoelektriskt material, vilket innebér att materialets elektriska
och mekaniska tillstdnd dr beroende av varandra. Som ett resultat av detta kan
materialet deformeras, till exempel nér det utsitts for en spanning, eller si kan
deformationen skapa en spdnning 1 materialet. Det piezoelektriska fenomenet
upptiacktes ursprungligen av Jacques och Pierre Currie, och det &r vanligt

forekommande bland annat i anisotropiska kristaller sdsom kvarts. (Pohanka 2021)
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Figur 5. (A) Kvartskristallen ansluten till vixelstrommen éar belagd med tunna
guldelektroder. (B) Kristallen oscillerar vid en resonansfrekvens pa 5 MHz och
celladsorption paverkar avklingningen av oscillationsamplituden, som kan métas
som dissipation. (modifierat ur Otto 2008) Copyright © 2008 Elsevier Masson
SAS.

Nér biofilmer studeras &r det viktigt att ha ett system som mojliggor att samtidigt méta,
kontrollera och monitorera bakterietillvixt. Med QCM kan man mita
resonansfrekvensen av den oscillerande kristallen, kontrollera méatningsférhallanden
(temperatur, flodeshastighet) och monitorera biofilmbildningen (6kande/sjunkande
frekvens). QCM ér en metod som stor systemet mycket mindre jamfoért med gamla
metoder som mikrotiterplatta, Calgary-enhet och Robbins-enhet vilka &r destruktiva
och diskontinuerliga och kan leda till nedbrytning av biofilmen. Detta har ocksa
begriansat undersokningen av faktorer som paverkar bildandet och styrningen av
biofilmer. Férdelen med QCM-metoden ér att den mdjliggor att observera biofilmens

stegvisa bildning 1 realtid. (Amer et al. 2020)

Sauerbrey upptickte ar 1959 ett samband mellan forandringen i massa och frekvens
for en oscillerande kvartskristall. Den ekvation han definierade visar hur en 6kning av
massan pa ytan av en oscillerande kvartskristall resulterar i en minskning av

resonansfrekvensen:

Af = —AZ\/];';_ﬂAm 2)
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dar fo dr den ursprungliga resonansfrekvensen for kvartskristallen, Af dr fordndringen
av resonansfrekvensen pa grund av fordndringen av kvartskristallens massa Am. A ar
kristallens aktiva yta, p dr kvartsens densitet och p &r kvartsens skjuvmodul. (Latif et
al. 2013) Sauerbrey-ekvationen kan anvindas for dataanalys om det adsorberade lagret
anses vara tunt och stelt. Om frekvensforskjutningen dr mer &n 2 % av den
ursprungliga resonansfrekvensen anses filmen vara tjock. Foljande steg &r att evaluera

om proteinlagret dr ocksa stel. Kriteriet for stelt lager ar foljande:

e 3)

dir AD ir fordandringen i1 dissipation, Af fordndringen i resonansfrekvens och fo den

ursprungliga resonansfrekvensen. (BioLogic Science Instruments 2021)

QCM kan anvéndas for att studera biofilmbildning pé kvarts kristallens yta. Olsson et
al. (2019) har foreslagit att adsorption av en bakterie utan cellbihang (polymera protein
strukturer 1 bakterieyta till exempel flagelle) till sensorytan observeras som en
minskning av resonansfrekvensen. Studien visade ocksa att adsorption av bakterier
med cellbihang resulterar i en liten minskning av resonansfrekvensen eller en 6kning
av resonansfrekvensen dven om de fister vid sensoryta. Mitningar som har gjorts med
QCM kan inte helt jamforas med biofilmer pa sjukhus hos patienter, men QCM har
kunnat modellera biofilmbildning pa katetrar med hjdlp av ett medium av
urin/konstgjord och en polystyrenbelagd sensor. Samtidigt uppticktes att humant
albumin (HA) framjar biofilmbildning pé hydrofoba ytor. (Garcia-Bonillo et al. 2020)

Det anses allmint att biofilmbildning pa en QCM sensor observeras som en minskning
av resonansfrekvensen och kan analyseras med Sauerbrey-ekvationen. Det har ocksd
rapporterats att resonansfrekvensen kan oka pad grund av biofilmbildning pa
sensorytan. Detta kan inte forklaras med Sauerbrey-ekvationen, men fenomenet kan
forklaras med den kopplade oscillatorteorin. Enligt teorin r resonansfrekvensen inte
bara beroende av den adsorberade massan, utan ocksé av styvheten av den adsorberade

massan pd sensorytan enligt foljande:

2(2nf0)2=(§+§+ﬁ)i\/(’(+"+5)2—45x5 (4)

Mﬁm M m
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dér fo 4r sensorns ursprungliga resonansfrekvens, K dr fjiderkonstanten, M ér sensorns
massa, k dr fjdderkonstanten, som beskriver styvheten hos kontaktpunkten mellan

partikel och sensor, och m dr massan av den vidhéftande partikeln. (Olsson et al. 2011)

5.1.2 Ytplasmonresonans, SPR (surface plasmon resonace)

SPR (Figur 6) dr den andra huvudsakliga tekniken som anvéndes i detta arbete for
adsorptionsstudier av biofilmer. SPR ar en optisk biosensor som mater fordndringar i
brytningsindex for att upptécka koncentrationsvariationer av adsorberat material pa en
guldbelagd sensoryta (Otto 2008). I det hir arbetet anvdandes SPR102-AU guldsensorer
(BioNavis), som bestér av ett glassubstrat, med ett adsorptionsskikt av Cr och ett

plasmoniskt skikt av Au.

SPR fungerar pa foljande satt: Forst kommer ljusstrélen frén ett medium (1) med hogre
brytningsindex till ett medium (2) med lagre brytningsindex, sedan reflekteras ljuset
delvis och bryts delvis tills totalreflektion inne i materialet sker. Den inre reflektionen
kan ske 1 medium (1) sa ldnge infallsvinkeln 0 &r storre dn den kritiska vinkeln 0., var
sin(6c) = ny / ny . Over denna infallsvinkel uppstér elektromagnetisk energi i form
av en forvinnande vag som forekommer i medium (2) och vagens amplitud minskar
exponentiellt nir avstandet fran griansyta mellan medium (1) och (2) dkar. Nar den
guldbelagda sensorn befinner sig mellan dessa tvd medier forstirks forst den
forsvinnande vagen, varefter den penetrerar guldskiktet och existerar i medium (2).

(Otto 2008; Tang et al. 2010)
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Figur 6. Mekanism av SPR (modifierat ur Otto 2008). Copyright © 2008 Elsevier
Masson SAS.

SPR-tekniken har anvénts i manga olika biofilmstudier. Den har till exempel anvénts
1 en studie fOr att studera effekten av lysin, som ar ett enzym, pé en S. aureus-biofilm
i realtid. Studien visade att lysin snabbt féster vid biofilmens yta, men att det pa grund
av lysinet tar lingre tid att bryta ned biofilmen. (Hong et al. 2021) SPR har ocksa
anvants for att méta adsorption av en polysackarid, isolerad frdn en biofilm, pa
hydrofoba ytor (Bellich et al. 2019). Sudgidan et al. (2021) anvénde SPR for att studera

biofilmer som hade bildats av bakterier isolerade fran lax.

5.1.3 Svepelektronmikroskopi, SEM (scanning electron microscopy)

SEM (Figur 7) anvéndes 1 detta arbete for att karakterisera den topografiska strukturen
hos de bildade biofilmerna. Instrumentet som anvindes i1 detta arbete var Zeiss
GeminiSEM 45 som var placerad i Top Analytica Ltd lokal. SEM anvéndes speciellt
for att sdkerstélla biofilmbildningen. SEM kan anvéndas for att ta fram hogkvalitativa
bilder av den studerade ytans topografi. Instrumentet bestdr normalt av en
elektronkanon, tvd kondensorlinser, en objektivlins, ett elektrondetekteringssystem
och deflektorer. SEM arbetar normalt i vakuum och den studerade ytan kan
bombarderas med elektroner vid olika energinivaer fran 1 till 30 keV. Nér ett prov
bombarderas med elektroner, sprids elektroner och elektrondetektorer uppticker

dessa. (Khursheed 2011)
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Figur 7. Schematisk bild av ett SEM-mikroskop (modifierat ur Gleichmann
2020) Copyright © 2020 Technology Networks Ltd.

SEM har anvénts i flera studier for att avbilda biofilmer som bildats av bakterier. Kaur
et al. (2020) anvdnde SEM {or att undersoka effekten av kalciumhypoklorit och
kitosanologosackarid (COS) pé biofilmen och utstrykningsskikt i rotkanalen pa en
tand med minimala erosion. Gomes och Mergulhdo (2017) studerade antibiotikas
paverkan pa biofilmer pd olika ytor (kiseldioxid och guld) med SEM. Hu et al. (2015)
anvinde SEM for att uppticka biofilmbildning och aktiverade lymfocyter pa ytan av

sldta och strdva brostimplantat.

5.2 Provberedning och analys

Mitningarna inleddes forst med QCM-métningarna for att faststélla om proteiner adsorberades
pa sensorytan. Dérefter paborjades métningarna med S. aureus. Slutligen utférdes méatningar
med S. aureus och antibiotika. Nar QCM-mitningarna var klara utférdes SPR-métningarna.

SEM-avbildningen gjordes vid tva olika tillfillen. Den forsta gangen efter S. aureus-
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matningarna med QCM och den andra gangen efter alla SPR-maétningarna. Slutligen gjordes
en mer detaljerad dataanalysen med hjélp programvaran som kom med QCM-instrumentet och

ANOV A-analys.

5.2.1 QCM-miitningarna med DMEM

QCM-métningar initierades genom att testa hur proteiner adsorberas pa en guldbelagd
sensoryta (Q-Sensor QSX 303 Si0O:). Fére mitningen renades sensorn med destillerat
vatten och torkades med kvéve, varefter den utsattes for plasmabehandling i cirka 2
min. QCM-enheten kalibrerades innan méitningarna paborjades. Detta gjordes med ett
kalibreringsverktyg som forst mitte QCM-enhetens signal for en kortslutning mellan
enhetens elektroder, sedan Iuft och slutligen med ett 100 Q:s motstdnd. Innan
mitningen kunde paborjas renades QCM-systemet med etanol och destillerat vatten.
Efter varje métning renades systemet genom att forst pumpa in etanol och sedan vatten.
Direfter skoljdes flodescellen med etanol och destillerat vatten. Innan S. aureus-
biofilmerna studerades var syftet att studera proteinernas adsorption till den

guldbelagda sensorn (Q-Sensor QSX 303 SiOz).

Flodeshastigheten genom flodescellen styrdes med en membranpump till 200 pl/min
och flodescellens temperatur var 37 °C. Syftet var att forst fylla flodescellen med
destillerat vatten och sedan med proteinldsningen DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) och efter detta dterigen med destillerat vatten och DMEM-I6sning. Nagra
problem orsakades av luftbubblor som stérde métningen. Bubblor kan bildas pa grund
av att provlosningen som var i rumstemperatur injicerades i flodescellen vars
temperatur var hogre (Easley et al. 2020). Bildning av luftbubblorna kunde forhindras
genom att losningarna viarmdes upp till 37 °C 1 ett vattenbad innan maétningen

paborjades.

Aven om anviindningen av vattenbadet 18ste problemet med strande luftbubblor s&
var métresultaten pd varandra f6ljande métningar inte enhetliga. Detta berodde troligen
pad att de d@mnen som adsorberats pd sensorytorna inte hade avldgsnats under
rengoringen. Darfor bereddes en tvittlosning av destillerat vatten, véteperoxid och
ammoniumlosning for att rengdra sensorerna for repeterbara mitningar. Losningen
bereddes i forhdllandet 5:1:1 och sensorerna kokades i 16sningen i 10 min, varefter
sensorerna skoljdes med destillerat vatten och torkades med kvdve. Detta

reningsforvarande av sensorerna fungerade bra och efterfoljande métningar gav mer
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enhetliga resultat. Syftet med méitningarna var att se om proteiner adsorberades pa
sensorytorna. Vatten anviandes som referenslosning. Forst pumpades vatten med 200
ul/min upp till 400 s, varefter 16sningen byttes till DMEM och aterigen till vatten och
slutligen till DMEM. Syftet med ndsta madtning var att faststilla hur
resonansfrekvensen dndrar nér man forst pumpar vatten och sedan en 50 % DMEM-
16sning in 1 flédescellen, och efter att resonansfrekvensen har stabiliserats pumpades

annu en 100 % DMEM-I6sning in i flodescellen.

5.2.2 SPR-miitningar med DMEM

Efter proteinadsorptionsmitningar med QCM gjordes ocksé parallellmétningar av
DMEM-adsorption med SPR. Proteinadsorptionen testades med tva olika
koncentrationer, 50 % och 100 %. Losningarna sattes till systemet pd samma sitt, och
temperaturen var densamma som vid QCM-métningarna, men pumpens

flodeshastighet var 100 pl/min

5.2.3 QCM-miitningarna med S. aureus

Experimentet med S. aureus bakterier initierades med cellodling. S. aureus-cellerna
sattes 1 en petriskdl med agarplatta. Petriskalen ldmnades i1 inkubatorn vid 37 °C dver
natten. Nista dag sattes en enda cellkoloni i ett falkonrér som inneh6ll 10 ml av

lysogenbuljong (LB). Falkonréret inkuberades vid 37 °C under omrorning dver natten.

Nasta morgon centrifugerades provet och bakterierna separerades frén LB-10sningen.
Dérefter rdknades antalet bakterier med ett Ultrospec 10 Cell Density Meter-
instrument. 10 ml fosfatbuffrad koksaltlosning (PBS) tillsattes till bakterierna och mer
PBS tillsattes till 1 ml bakterielosning tills 6nskad koncentration av bakterier
uppnaddes (Tabell 1, 2 och 8). Denna utspddningsgrad noterades. Dérefter
framstilldes en 16sning med samma koncentration av bakterier och TSB (Tryptic Soy
Broth) genom att suspendera 1 ml av den ursprungliga bakterielosningen 1 det tidigare

er hdllna utspddningsforhallandet.

For QCM-mitning av biofilmer dndrades pumpens flodeshastighet till 100 pl/min for
att minska materialforbrukningen. QCM-mitningen utférdes 1 Biocity, sa
métningsforhédllandena skiljde sig lite frin Aurum. Métningen pdborjades genom att
forst pumpa destillerat vatten i 10 min. Dérefter pumpades bakterieldsningen i 20 min.

Under resten av métningen pumpades TSB-10sning in 1 flodescellen. Efter att ha
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tillsatts TSB-16sningen 1 5 min stingdes flodescykeln, for att atercirkulera 16sningen,
for att bakterierna kunde cirkulera med TSB-16sningen under resten av métningen.
Detta innebdr att samma losning cirkulerade i systemet. Matningen stoppades 24 h
efter tillsdttningen av bakterieldsningen. Efter borttagning av kristallen renades QCM-

systemet med etanol och vatten.

Tabell 1. Antal bakterier

Bakterie mitningar utan antibiotika Bakterieutsadd (celler/ml)

1. Upprepning 1,5*107
2. Upprepning 1,7*107
3. Upprepning 1,5*107

Efter att ha bekriaftat med QCM-metoden att S. aureus bildar en biofilm kunde
mitningar med antibiotika pabdrjas. QCM gjorde det ocksd mojligt at se hur
adsorptionen av S. aureus pa ytan sig ut under normala forhéllanden och att jamfora
detta tillstdnd med hur den reagerade nér antibiotika tillsattes. Vankomycin valdes som
antibiotika eftersom det anses vara effektivt mot biofilmer och dr det vanligaste
antibiotika mot infektioner orsakade av S. aureus (Craft et al. 2019). Métningen
utfordes pa samma sétt som tidigare, men 200 uM antibiotikaldsning bdrjade pumpas
efter 6 h biofilmtillvixt. Flodescykeln stingdes efter 15 min for att dtercirkulera
16sningen, vilket mdjliggjorde att antibiotikan kunde cirkulera i systemet i fram till 24

h efter att bakterierna tillsatts.

Tabell 2. Antal bakterier

Bakteriemétningar med antibiotika

Bakterieutsadd (celler/ml)

1. Upprepning

1,2*107

2. Upprepning

1,8*107

3. Upprepning

1,1*107

Efter QCM-mitningarna analyserades den insamlade datan. Biofilmer har
viskoelastiska egenskaper (Peterson et al. 2015). Lagringsmodulen eller den dynamisk
styvheten G’ beskriver materialets formaga for att lagra energi -elastiskt.

Forlustmodulen G’ beskriver materialets formaga for att skingra stress genom varme.
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Tano ar forhéllandet mellan modulerna (G’’/G’) och det indikerar den relativa graden
av energiforlust eller dimpning. (Franck 2017) Dataanalysen gav information om
biofilmens tjocklek och dess viskoelastiska egenskaper. For dataanalysen anvéndes
programvaran som kom med instrumentet (KSV QCM-Z500). Den fundamentala
harmoniska resonansfrekvensen anvédndes inte for dataanalysen for att den ofta skiljer
sig mycket fran andra harmoniska resonansfrekvenser efter normalisering av
resonansfrekvenser enligt deras mangfald. Dataanalysen gjordes med 3., 5., 7. och 9:e.
resonansfrekvensen. Nir dataanalysen gjordes for biofilmer anvindes parametrar for
vattnets egenskaper vid 37 °C eftersom det finns vatten in i biofilmen och det ansags
vara en ldmplig approximation av biofilmens egenskaper. De parametrar som
anvindes for analysen visas i tabellerna 3—7 nedan. Resultaten analyserades annu med

envidgs ANOVA-analysen i Excel med en 0,05 signifikansniva (a=0,05).

Tabell 3. Virdena for harmoniska resonansfrekvenser

Fundamental

X | 3. harmonisk

X | 5. harmonisk

X | 7. harmonisk

X | 9. harmonisk

11. harmonisk

Tabell 4. Ursprungliga egenskaper for medium

Densitet [g/cm] 0,9986
Viskositet [mPas] 0,691

Tabell 5. Viskoelastiska egenskaper for filmen

Densitet [g/cm?] 0,9986

Tjocklek [um] 1 X
G’ [MPa] 0,1 X
G”’ [MPa] 0,001 X
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Tabell 6. styva filmegenskaper

Densitet [g/cm] 0,9986
Tjocklek [um] 0,1
Anvinda nir modellering X

Tabell 7. Egenskaper for resonatorn

fo[MHz] 4,95000
Densitet [g/cm?] 2,648
u [N/m?] 2,947%101°
C: [fF] 13,600
Borja analysen fran dndan

5.2.4 SPR-mitningarna med S. aureus

Innan SPR-métningarna pdborjades, rengjordes den guldbelagda SPR sensorn pa
samma sitt som QCM-sensorn. Innan maitningen péborjades torkades sensorns
glassida av med etanol. Alla fyra flodeskanalerna anvindes i métningarna. Innan
métningen pdborjades fylldes flodeskanalerna med TSB. I bdrjan av maétningen
tillsattes TSB:n med en hastighet av 50 pl/min, eftersom for mycket luftbubblor skulle
ackumuleras i en ldngsammare hastighet. Den forsta mitningen behdvde dock
upprepas pa grund av bubbelbildning. Losningarna som tillsattes for ndsta mitning
forvarades 1 ett vattenbad pa samma sitt som for QCM-métningarna for att forhindra
bubbelbildning. De fOrsta 5 min av métningen tillsattes TSB-10sning, varefter
bakterielosningen tillsattes 1 20 min. TSB-16sningen tillsattes sedan fram till slutet av
matningen, det vill siga tills 24 h hade forflutit sedan starten av bakteriematningen. 15
min efter det att TSB-16sningen borjades tillsétta, dtercirkulerades 16sningen i

systemet.

Efter att ha bekrdftat med SPR-metoden att S. aureus bildar en biofilm kunde
mitningar med antibiotika pdborjas. Vankomycin valdes som antibiotika for att
resultaten kunde jamforas med QCM-maétningarna. Métningen utférdes pa samma sitt
som tidigare, men 200 uM antibiotikalosning tillsattes efter 6 h biofilmtillvaxt. Efter

15 min stingdes flodescykeln for att atercirkulera 16sningen, vilket moljiggjorde att
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antibiotikan kunde cirkulera i systemet fram till 24 h efter borjan av bakteriellmatning.
Efter matningen togs sensorn bort och SPR-systemet tvittades forst med Hellmanex
(5 %) 1 5 min, sedan med etanol (70 %) i 5 min och slutligen med MilliQ-vatten i 5
min. Hellmanex r ett alkaliskt véitskekoncentrat som anvéndas for att rena kvarts- och

glasceller.

Tabell 8. Antal bakterier

Bakteriemétningar Bakterieutsddd (celler/ml)

1. Upprepning 1,2*107

Bakteriemétningar med antibiotika Antal av bakterierna (celler/ml)
1. Upprepning 1,2*%107

5.2.5 SEM-avbildning efter métningarna

Efter métningarna fixerades provet for SEM-avbildning genom att forsiktigt skolja
QCM- och SPR-sensorerna i PBS-losning, varefter kristallen placerades 1 4%
formaldehydlsning (suspenderad i PBS) i 30 min. Kristallen skoljdes sedan forsiktigt
med PBS och slutligen med MilliQ-vatten. Kristallen fick sedan torka vid
rumstemperatur, varefter kristallen placerades 1 en petriskal 1 ett kylskdp for att véinta
pd SEM-avbildning. Innan avbildningen ytbelagdes sensorerna med platina. SEM-
bilderna togs 1 Top Analyticas anldggning med deras SEM-EDS-enhet.
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6 Resultat och diskussion

6.1 Proteinadsorption

Proteinadsorptionen testades forst med QCM. Figur 8 visar en snabb minskning av
resonansfrekvensen da proteinerna (100 % DMEM-losningen) adsorberas pa
sensorytan omkring 10 min. Efter 15 min byttes losningen tillbaka till vatten och
resonansfrekvensen borjade dka langsamt med tiden. Detta betyder att proteinerna
desorberade frdn sensorytan nér flodescellen fylldes med vatten. Losningen byttes
aterigen till DMEM och omkring 55 min borjade proteinerna igen att snabbt adsorbera
pa sensorytan, men resonansfrekvensen sjonk inte till samma nivd som innan
injektionen av DMEM. Skillnaden é&r cirka 10 Hz vilket 4r en signifikant skillnad.
Detta betyder att det forblir proteiner pé ytan, det vill sdga, en del proteiner adsorberas
irreversibelt pad ytan. Eftersom proteiner endast har en svag adsorption till sensorytan
ar det en fraga om fysisorption dir molekylerna adsorberades till ytan med hjélp av

van der Waals krafter (Karge och Weitkamp 2008).

Fordndring av frekvensen
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Figur 8. Forindring av den 3:e harmoniska resonansfrekvensen nir proteinerna
i 100 % DMEM adsorberas och desorberas.

31



Ellinoora Holmstrom Monitorering biofilmbildning med QCM och SPR

Fordndring av dissipationen
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Figur 9. Forindring av dissipationen for den 3:e harmoniska resonansfrekvensen
nér proteinerna i 100 % DMEM adsorberas och desorberas.

Efter den forsta mitningen monitorerades adsorptionen av proteiner i tvd olika
koncentrationer med QCM. Figur 10 visar att resonansfrekvensen borjar att minska
omkring 10 min efter tillsdttning av 50 % DMEM-I6sningen. Grafen visar ocksa att
resonansfrekvensen sjonk ytterligare ndr 100 % DMEM-I6sning tillsattes 10 min
senare. Grafen visar att nar 50 % DMEM-16sning tillsattes var forandringen i frekvens
storre &n ndr 100 % DMEM-16sning tillsattes. Detta kan bero pa att 50 % DMEM-
16sningen redan i praktiken bildade néstan ett saturerat skikt av proteiner pa ytan och
att det dérfor inte adsorberades mera proteiner pd ytan nér koncentrationen hojdes.
Frekvensfordndringen mellan de olika faserna kan berdknas fran grafen. Skillnaderna

raknades ut fran den hogsta resonansfrekvensen av vatten och 100 % DMEM-16sning.
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Forandring av frekvensen
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Figur 10. Forindring av den 3:e harmoniska resonansfrekvensen nir proteinerna

i50 % och 100 % DMEM-lésningen adsorberas.
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Figur 11. Forandring av dissipationen for den 3:e harmoniska
resonansfrekvensen niir proteinerna i 50 % och 100 % DMEM adsorberas.
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QCM-kristallerna som anvidndes hade en fundamental resonansfrekvens pa 5 MHz.
Frekvensforandringen for den 3:e harmoniska resonansfrekvensen (15 MHz) varierade
mellan 30-63 Hz i upprepningarna, vilket leder till att frekvensforandringen dr under
2,0 % av den ursprungliga resonansfrekvensen. Enligt forklaringen 1 kapitlet 5.1.1
betyder detta att det adsorberade proteinlagret kan betraktas som tunt. Férdndringen
av dissipationen varierade mellan 3,2-7,1 (Figur 9 och 11), vilket tyder péd att

proteinlagret inte var stelt. Detta kan ocksa bestimmas fran ekvation (3).

SPR-métningarna utférdes med DMEM-I6sning pd samma sitt som QCM-
métningarna, si att de kunde jimforas med varandra. Figur 12 och 13 visar att
proteinerna adsorberades pd guldsensorns yta pd samma sitt vid SPR-métningarna
som de adsorberades vid QCM-mitningarna. Figur 12 visar att resonansvinkeln
borjade oka efter att 100 % DMEM-16sning tillsattes. Nér vatten tillsattes efter den
100 % DMEM-16sningen sjonk resonansvinkeln ndrmare den ursprungliga nivan. Nar
DMEM-I6sningen tillsattes igen bdrjade resonansvinkeln oka igen. Liksom i QCM-
métningarna kunde proteinadsorption observeras i SPR-métningar nir DMEM-
16sningen kom in i flodecellen, men byte av losningsmedlet péverkar ocksé
brytningsindexen, vilket ddrmed kan pdverka resonansvinkeln. Nir vatten tillsattes
istillet for 100 % DMEM-16sningen kunde desorption av proteiner observeras, men
alla proteiner lossnade inte frdn sensorytan. Detta kan ses av grafen genom att
resonansvinkeln aldrig sjunker till sin ursprungliga nivé efter tillséttningen av vatten.
Proteinerna borjade aterigen adsorbera till ytan efter tillsdttningen av 100 % DMEM-

16sningen en andra géng.
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Figur 12. Forandring av SPR resonansvinkeln nir proteinerna i 100 % DMEM
adsorberas.

Proteinadsorptionen testades ockséd med hjilp av SPR-metoden, vilket innebar att man
efter att ha tillsatt vatten forst tillsatte 50 % DMEM-16sning och sedan outspiadd
DMEM-I6sning (100 %). Figur 13 visar att reonansvinkeln bdrjade oOka nér
proteinerna borjade adsorbera. Resonansvinkeln 6kade med ungefir hilften efter
matningen av 50 % DMEM-16sning jamfort med resonansvinkeln efter matningen av

100 % DMEM-I6sning, vilket &r i englighet med resultaten frain QCM-métningarna.
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Figur 13. Forandring av SPR resonansvinkeln nir proteinerna i 50 % och 100
% DMEM adsorberas.

Resultaten av QCM- och SPR-métningarna med DMEM-16sningen stoder varandra. I
bada mitningarna observerades att proteiner borjade adsorbera pa sensorytan nér
16sningen kom in i flodescellen. Bada resultaten visade ocksa att nér 16sningen byttes
till vatten efter matningen av proteinlosningen borjade proteinerna desorbera. Graferna
fran bdda mitningarna visar att nér proteiner adsorberas pa sensorytan dr det friga om

fysisorption och en del av proteiner adsorberas irreversibelt

6.2 Biofilmbildning

6.2.1 QCM-miitningarna med S. aureus

QCM-mitningarna visade att biofilmen bdrjar vixa ovanpa sensorn. Figur 14 visar att
nér bakterierna borjade adsorbera pa sensoryta 6kade resonansfrekvensen under cirka
150—-180 min. Eftersom bakteriernas adsorption till ytan foljer oscilleringsteorin, &r
resonansfrekvensen beroende av hur styv bindningen mellan ytan och bakterierna ér.
Efter Okningen av resonansfrekvensen borjade resonansfrekvensen sjunka och
resonansfrekvensen sjonk med tiden. Frekvensminskningen beror troligen pé att den

extracelluldra matrisen foljer massbelastningsteorin, enligt vilken resonansfrekvensen
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minskar med 6kande massa. Nar biofilmen mognar borjar den bilda en extracellular
matris, och ndr mingden av matris Okar borjar massbelastningsteorin paverka
resonansfrekvensen mer dn den oscillerande teorin. Resonansfrekvensens
minskningshastighet saktar med tiden nér biofilmen mognar och dess massa dkar inte
1 samma takt som 1 borjan. Figur 15 visar att dissipationen 6kade fram till 600 min,

varefter den borjade sjunka lite och planade sedan ut.

Forandring av frekvensen

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tid (min)

Figur 14. Forandring av resonansfrekvensen under biofilmbildningen.
Tillsidttningen av bakterier borjade vid tidpunkt 0 min.
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Figur 15. Fordandring av dissipationen under biofilmbildningen. Tillsidttningen
av bakterier borjade vid tidpunkt 0 min.

Resultaten av de tre métningarna utan antibiotika var relativt enhetliga, nésta steg var
dérfor att gora métningar med antibiotikan. Méitningarna utférdes pa samma sétt som
tidigare, men 200 pM antibiotikaldsning tillsattes 1 systemet efter 6 h av
biofilmbildningen. Efter 15 min stdngdes flodescykeln, vilket gjorde att antibiotikan
kunde verka i systemet fram till 24 h efter starten av bakteriematningen. Figur 16 visar
att biofilmbildningen paverkar resonansfrekvensen pd ungefir samma sitt som
tidigare. Men efter tillsatsen av antibiotikan minskar resonansfrekvensen kraftigt och
frekvensforandringen i slutet av métningen ar minst dubbelt sa stor som i de tidigare
métningarna. Figur 17 visar att dissipationen fortsatte att oka efter tillsdttningen av
antibiotika. Antibiotika kan ha orsakat komprimering av biofilmen och lett till en tétare
biofilm, vilket kan ha Okat dissipationen. Minskning av frekvensen &r inte endast
beroende av massan. Om den adsorberade filmens viskoelasticitet 6kar kan detta ocksa
leda till en drastisk minskning av frekvensen. Resultaten av QCM-métningen tyder pa
att antibiotikan dodade en del av bakterierna varefter de lossnade frin biofilmen och
lamnade tomrum i den extracellulira matrisen. Detta ledde till att extracelluldra

matrisen kollapsade delvis men det blev ocksa mer viskoelastisk pé grund av en I6sare

38



Ellinoora Holmstrom Monitorering biofilmbildning med QCM och SPR

matrisstruktur, medan de dverlevade bakterierna fortsatte att 6ka sig och bildade mera

extracellular matris.

Forandring av frekvensen
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Figur 16. Forindring av resonansfrekvensen under biofilmbildningen.
Tillsdttningen av bakterier borjade vid tidpunkt 0 min och tillsittningen av

antibiotika borjade vid tidpunkt 360 min.
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Figur 17. Fordandring av dissipationen under biofilmbildningen. Tillsidttningen
av bakterier borjade vid tidpunkt 0 min och tillsiattningen av antibiotika
borjade vid tidpunkt 360 min.

6.2.2 SPR-miitningarna med S. aureus

SPR-mitningarna visade att biofilmen borjar vixa ovanpa sensorn. Figur 18 visar att
resonansvinkeln 6kade upp till 800 min och forblev stabil direfter planerade den ut till
en konstant nivd. Aven omkring 300 min holl resonansvinkeln sig stabil en stund och
borjade sedan oka igen. Samtidigt nddde intensiteten sin hogsta nivad och minskade
sedan tills resonansvinkeln borjade dka igen. Figur 19 visar att intensiteten nadde sin
hogsta niva omkring 275 min och minskade nérmare sin ursprungliga niva vid omkring
400 min. Graferna (Figur 18 och 19) tyder pa att biofilmen bdrjade forst att bilda dar
av bakteriekolonier omkring 100 min. Nér intensiteten nddde sin hogsta punkt borjade
bakterierna att producera den extracelluldra matrisen, vilket leder till att intensiteten
borjade sjunka da matrisen borjade fylla tomrummet mellan Oarna av
bakteriekolonierna. Nér intensiteten hade dtergétt ungefdr till sin ursprungsniva (cirka
400 min) tickte biofilmen hela sensorytan. Efter detta fortsatte bakterierna att foroka
sig och de bildade mera extracelluldr matris &dnda tills bakteriefilmen mognade och

signalen planade ut omkring 800 min. P4 grund av att luftbubblor stérde métningarna
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var endast en métning utan antibiotika och en métning med antibiotika utan luftbubblor

framgangsrika, och dérfor visar graferna medeltalet av tre flodeskanaler fran en

mitning.

Forandring av vinkeln
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Figur 18. Forindring av resonansvinkeln under biofilmbildningen.
Tillsidttningen av bakterier borjade vid tidpunkt 0 min.
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Figur 19. Forindring av intensiteten under biofilmbildningen. Tillséiittningen av
bakterier borjade vid tidpunkt (0 min.

Antibiotika tillsattes nir biofilmen hade bildats i 6 h (360 min). Figur 20 visar att
biofilmen har vuxit pa samma sitt som vid mitningen utan antibiotika fram till 360
min. Nér antibiotika tillsattes till systemet borjade resonansvinkeln sjunka. Detta tyder
pd att en del av bakterierna hade dott. Resonansvinkeln planade ut snabbt och forblev
ganska stabil fram till 1100 min dd resonansvinkeln borjade véxa kraftigt. Detta
indikerar att biofilmen borjade att védxa igen efter 1100 min. Stabil resonansvinkel
tyder pé att midngden av materialet holl sig konstant under antibiotika behandling.
Detta kan endast forklaras med att en del av bakterierna dodade och lossnade fran den
extracelluldra matrisen, medan andra bakterier 6verlevde och forokade sig samtidigt
som de producerade extracelluldr matris. Efter 1270 min bdrjade resonansvinkeln
stabilisera/minska igen tills métningen slutade. Figur 21 visar att intensiteten nddde
en maximal niva vid cirka 1220 min och sjonk néra sin ursprungliga niv vid cirka
1300 min, vilket visar ndr biofilmen tickte hela sensorytan. Detta indikerar att

antibiotikan hade saktat ner biofilmbildningen.
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Figur 20. Forindring av resonansvinkeln under biofilmbildningen. Tillséittningen

av bakterier borjade vid tidpunkt 0 min och tillséittningen av antibiotika borjade
vid tidpunkt 360 min.

43



Ellinoora Holmstrom Monitorering biofilmbildning med QCM och SPR

Foridnding av intensiteten

0,009

0,008

0,007

0,006 ]
0,005
0,004
0,003
0,002
0,001

=

Fordndring av intensiteten

00 0.001 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

-0,002

[N}

Tid (min)

=670 nm 785 nm

Figur 21. Forindring av intensiteten under biofilmbildningen. Tillséittningen av
bakterier borjade vid tidpunkt 0 min och tillsidttningen av antibiotika borjade
vid tidpunkt 360 min.

6.2.3 SEM-avbildning efter métningarna

SEM-bilderna visade att bakterierna hade adsorberats pA QCM- och SPR-sensorernas
yta inom 24 timmar. Biofilmsbildningen var inte homogen 6ver hela sensorytorna,
utan bakterierna var tétare i vissa omrdden @n i andra. Figurerna 22-28 visar att det
finns ménga enstaka bakterier (0,5-1,0 um), som ofta forekommer i grupper.
Densiteten av bakterierna varierade mycket. SEM-bilderna visade ocksd att
bakterierna deformerades av antibiotika efter 18 h. Figurerna 26-28 visar att i en del
av bakterier hade membranet brustit och de ser “ihéliga” ut. Detta indikerar att dessa
bakterier 4r doda och att dom har tomts pa sitt innehall, vilket stoder den tidigare

tolkningen ifran QCM och SPR resultaten.
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5 um EHT= 200kV  Signal A= SE2 | Probe = 200 pA TOP ANALYTICA
A WD = 6.9 mm Mag= 202KX  Date :14 Jan 2022 N\ s

Figur 22. SEM-bild av biofilmen efter 24 h tillvixt (QCM).
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P WD = 7.0mm Mag= 200KX Date :14 Jan 2022 _ Wvw.lopanalyiica.com
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Figur 23. SEM-bild av biofilmen efter 24 h tillvixt (QCM).
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5 um EHT = 2.00 kv Signal A= SE2 | Probe = 200 pA TP ANALYT_iCA
P WD= 7.0mm Mag= 200KX Date :14 Jan 2022 wwwlopanalylico.com

Figur 24. SEM-bild av biofilmen efter 24 h tillvixt (QCM).
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Figur. 25 SEM-bild av biofilmen efter 24 h tillvixt (SPR).
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Figur 26. SEM-bild av biofilmen efter 6 h tillviixt och 18 h antibiotikaexponering
(QCM).
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Figur 27. SEM-bild av biofilmen efter 6 h tillvixt och 18 h antibiotikaexponering
(SPR).
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Figur 28. SEM-bild av biofilmen efter 6 h tillvixt och 18 h antibiotikaexponering
(SPR).

6.3 Biofilmens viskoelastiska egenskaper

Tva punkter valdes ut for analys med QCM: en i borjan av métningen strax innan
bakterielosningen detekterades och en 1 slutet av méitningen. Analysen utférdes for att
faststdlla effekten av antibiotikatillsatsen pa biofilmens tjocklek och viskoelastiska
egenskaper. I analysen togs hénsyn till bdde den styva delen av filmen, som ligger
nirmare sensorn, och den viskdsa delen av filmen, som é&r tjockare. Efter analysen
gjordes grafer som visade de hogsta och ldgsta virdena for de tre mitningarna.
Dessutom visar x-markeringarna 1 Figurerna 29-34 medelvirdet av de tre

métningarna och linjen visar medianen av dessa métningar.
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Tabell 9. Forindringar i filmtjocklek under biofilmbildning utan antibiotika

Viskos Styv filmtjocklek | Total filmtjocklek
filmtjocklek [um] | [um] [um]

1. Upprepning 1,29809 0,05854 1,35664

utan antibiotika

2. Upprepning 1,16121 0,06096 1,22217

utan antibiotika

3. Upprepning 1,13208 0,05398 1,18606

utan antibiotika

Medeltal 1,19713+£0,07237 | 0,05782+0,00289 | 1,25496=+0,07340

Tabell 10. Forindringar i viskoelastiska egenskaper under biofilmbildning utan

antibiotika
G’ G”’ tand

1. Upprepning | 0,17245 0,00210 0,01218

utan antibiotika

2. Upprepning | 0,13732 0,00202 0,01471

utan antibiotika

3. Upprepning | 0,13022 0,00217 0,01666

utan antibiotika

Medeltal 0,14667+0,02261 0,00210+0,00007 0,01452+0,00183

Tabell 11. Fordndringar i filmtjocklek under biofilmbildning med antibiotika

Viskos Styv filmtjocklek | Total filmtjocklek
filmtjocklek [um] | [um] [um]

1. Upprepning 1,31657 0,08487 1,40144

med antibiotika

2. Upprepning 1,48275 0,07850 1,56121

med antibiotika

3. Upprepning 1,23407 0,08758 1,32165

med antibiotika

Medeltal 1,34446+0,10342 | 0,08370+0,00380 | 1,4281+0,0996

Tabell 12. Forandringar i viskoelastiska egenskaper under biofilmbildning med

antibiotika
G’ G” tand

1. Upprepning | 0,17096 0,00298 0,01741

med antibiotika

2. Upprepning | 0,21833 0,00285 0,01304

med antibiotika

3. Upprepning | 0,14947 0,00276 0,01845

med antibiotika

Medeltal 0,17958+0,02877 0,00286+0,00011 0,0163+0,00234
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Figur 29 och 30 (Tabell 9 och 11) visar att bade den viskdsa och styva filmtjockleken
ar storre efter tillsdttningen av antibiotika jamfort med biofilmen som formades utan
antibiotika. Figur 31 (Tabell 9) visar att den totala filmtjockleken var storre for
biofilmen efter tillsdttningen av antibiotika. Figur 32 (Tabell 11) visar att biofilmen
som formades utan antibiotika dr mer elastisk dn biofilmen efter tillsdttning av
antibiotika. Figur 33 och 34 (Tabell 10 och 12) visar att G’’ och tand ar storre efter
tillsittningen av antibiotika. Efter dataanalysen kan man dra slutsatsen att
tillséttningen av antibiotika inte bryter ned biofilmen, tviartom blir biofilmen tjockare
vilket kan bero pa at bakterierna som doddats inte haller samman biofilmen lika starkt
mera och att en del av biofilmen kollapsar. Detta kan ocksa ses i biofilmens
viskoelastiska egenskaper eftersom antibiotikan deformerades bakterierna i biofilmen.
Detta kan ocksa observeras i dissipation-grafen, som fortsétter att 6ka la&ngsamt efter
tillsdttning av antibiotika. ANOVA analysen indikerade att skillnaden 1 styv
filmtjockleken mellan biofilmer som inte behandlats och sédana som hade behandlats
med antibiotika var statistiskt signifikant pa en p < 0,05 nivd. Analysen indikerade

ocksé att skillnaden i G”’ &r signifikant pa en p < 0,05 niva.
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Figur 29. Viskos filmtjockleck av biofilmen efter 24h tillvixt.
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Figur 30. Styv filmtjocklek av biofilmen efter 24h.
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Figur 31. Totala filmtjocklek av biofilmen efter 24h.
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Figur 32. G’ av biofilmen efter 24h.
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Figur 33. G’ av biofilmen efter 24h.
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Figur 34. tand av biofilmen efter 24 h.

6.4. Mitmetodernas begrinsningar och fortsatta studier

Mitningarna visade att bildandet av luftbubblor ar ett betydande problem med bade
QCM- och SPR-metoderna. Detta kunde undvikas genom en QCM-maitutrustning med
vattenbad, men SPR-miétningar var kénsliga for luftbubblor trots vattenbadet.
Dessutom beror métningens framgang pa sensorns renhet. Samma sensor kan
ateranvandas, men biofilmen kanske inte lossnar fullstdndigt trots tvéttlosningen. Bdda
matmetoderna gor det enkelt att monitorera biofilmens tillvaxt i realtid, men om man

vill veta mer om strukturen hos den bildade biofilmen, bor biofilmen avbildas.

Den hir studien visade att bakterier bildar en biofilm ovanpa guldsensorerna i QCM
och SPR, men 1 verkligheten &r situationen ofta annorlunda. Till exempel, biofilmer 1
samband med konstgjorda leder bildas ofta ovanpa polystyren. Forskningen kunde
saledes fortsitta genom att jamfora olika sensorbeldggningar. QCM- och SPR-metoder
uppticker en forandring 1 massan pa sensorytan. En brist i dessa tekniker &r att om
antibiotikan inte bryter ned den extracelluldra matrisen sa kan effekten av antibiotikan
vara svér att upptdcka. Av denna anledning skulle QCM- och SPR-metoderna vara bést
lampade fOr att undersoka beldggningar som himmar bakterieadsorption eller &mnen
som bryter ned den extracellulira matrisen. Teknikerna kan dock uppticka

biofilmbildningen pa sensorytorna, samt upptdcka strukturella och viskoelastiska
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forandringar 1 biofilmen. Resultaten av studien visar hur svart det dr att avldgsna

biofilm enbart med antibiotika.
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7 Sammanfattning

Syftet med den hir studien var att monitorera biofilmbildningen med hjilp av QCM-
och SPR-metoder. Bada teknikerna kunde upptédcka biofilmbildning med fordndringar
i olika parametrar. Dessutom bekriftades biofilmbildningen med hjélp av SEM.
Antibiotikans effekt pd biofilmbildningen testades ocksa. Det konstaterades att
tillsatsen av vankomycin till en 6 h gammal biofilm bryter inte ned biofilmen eller
stoppar dess masstillviixt. Aven om biofilmen inte bryts ned si visade SEM-bilderna
att vankomycin deformerade bakterierna, vilket ledde till fordndringar i biofilmens
viskoelastiska egenskaper. Alla mitningarna gjordes med en guldbelagd sensor, vilket
inte helt motsvarar den verkliga situationen nir en biofilm bildas pa ett implantat som
ofta dr gjort av polystyren. Forskningen skulle kunna fortsittas genom att anvinda
kristaller som har olika beldggningar, och genom att tillsdtta antibiotika vid olika
tidpunkter och koncentrationer. I framtiden skulle biofilmers tillvixt kunna forhindras
genom anvédndning av nya material/beldggningar och biofilmer skulle kunna brytas
ned genom anvéndning av medel som forhindrar intercelluldr kommunikationen och

som bryter ned den extracelluldra matrisen.
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