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Sammendrag

Hovedmalet med denne masteroppgaven var a undersgke om representativ biofilm fra en
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan detekteres ved hjelp av UV-synlig spektroskopi

som kan vaere anvendbart i et autonomt vaskesystem basert pa maskinsyn.

Det ble tatt bakteriepraver i en representativ fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk etter
rengjering og desinfisering. En representativ preve ble valgt ut til identifisering, der ni isolater
fra preven ble identifisert. Den samme bakterieprgven ble brukt for & dyrke biofilm under
simulerte produksjonsforhold i et reaktorsystem som ble utviklet i forbindelse med denne
masteroppgaven. UV-synlig spektroskopi ble benyttet for & undersgke om den fremdyrkede
biofilmen utsendte fluorescens ved 280 nm eksitasjon. Biofilm som vokste frem i
avfallshoksen i reaktorsystemet ble ogsa testet for respons. Biofilm ble ogsa avbildet for a

undersgke om fluorescens kunne detekteres ved hjelp av maskinsyn.

Resultatene viste at 88,89 % av isolatene fra bakteriepraven ble identifisert som Pseudomonas
spp., og 11,11 % ble identifisert som Acinetobacter schindleri. Biofilm ble dyrket frem i
reaktorsystemet ved dag 5 i to separate reaktorforsgk. Resultatene fra deteksjon med UV-
synlig spektroskopi viste at fluorescens ikke lot seg detektere i biofilm ved dag O, dag 5 eller
dag 13. Det ble likevel pavist en statistisk signifikant forskjell i responsen ved de ulike
dagene. Variansen kan antas a skyldes absorbsjon fra biofilm, noe som kan tyde pa at
absorbsjon kan brukes som indikator pa biofilmvekst ved UV-deteksjon. Det ble detektert
fluorescens fra biofilmen som vokste frem i avfallsboksen. Denne biofilmen var sveert godt
utviklet og en deteksjon av biofilm pa et slikt utviklingsstadium vurderes ikke som
hensiktsmessig i en industriell setting da antallet bakterieceller for lengst ville veert
uakseptabelt. Resultatene fra bildetakingen viste at responsen som ble oppnadd var for liten til
at det er mulig & oppna en hensiktsmessig deteksjon med maskinsyn. Ut ifra de samlede
resultatene ble det konkludert med at representativ biofilm fra salmonid
fiskeforedlingsindustri ikke kan detekteres ved hjelp av UV-synlig spektroskopi som kan veere

anvendbart i et autonomt vaskesystem basert pa maskinsyn.



Abstract

The main goal of this master thesis was to investigate whether representative biofilm from a
fish processing plant for salmonid fish can be detected by UV-visible spectroscopy applicable

in an autonomous cleaning system based on machine vision.

It was taken bacterial samples in a representative fish processing plant for salmonid fish after
cleaning and disinfection. One representative sample was chosen for identification, which
nine isolates from the sample were identified. The same bacterial sample was used to grow
biofilm under simulated production conditions in a reactor system which was developed in
connection with this thesis. UV-visible spectroscopy was used to investigate whether the
cultured biofilm emitted fluorescence at 280 nm excitation. Biofilm that emerged in the waste
box in the reactor system was also tested for response. Biofilms were also imaged to examine

if fluorescence could be detected by machine vision.

The results showed that 88.89% of the isolates from the bacterial sample was identified as
Pseudomonas spp., And 11.11% were identified as Acinetobacter schindleri. Biofilms were
cultivated in the reactor system over a period of 13 days in two separate reactor experiments.
Detection with UV-visible spectroscopy showed that significant fluorescence could not be
detected in the biofilm at day O, day 5 or day 13. However, it was detected a significant
difference in the response at the different days. The variation can be due to absorption from
the biofilm, which may indicate that absorption can be used as an indicator of biofilm growth
in UV-detection. Fluorescence was detected from the biofilm that emerged in the waste box.
This biofilm was well developed and a detection of biofilm on such a developmental stage
with a high number of bacterial cells would be considered unacceptable in an industrial
setting. The results from the imaging showed that the response obtained was too small to
achieve sufficient detection with machine vision. Based on the overall results it was
concluded that the representative biofilm from a fish processing plant for salmonid fish cannot
be detected by UV-visible spectroscopy applicable in an autonomous cleaning system based

on machine vision.
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1. Introduksjon

1.1 Bakgrunn

Norge er en stor produsent og eksporter av de salmonide fiskeartene atlantisk laks og
regnbuegrret (Bondg et al., 2011). Tall for 2017 viser at Norge produserte 1 321 472 tonn
salmonid fisk (SSB, 2017), med en eksportverdi pa 67,5 milliarder kroner (Norges sjgmatrad,
2017). Produksjon av salmonid fisk er derfor et viktig bidrag til norsk verdiskaping
(Richardsen and Bull-Berg, 2016).

Norge har et ansvar for at fisk med norsk opprinnelse er trygg a spise. Det er produsentene
som har hovedansvaret for at mattryggheten ivaretas, noe som innebarer at produktene ikke
skal veere forurenset av ugnskede kontaminanter som kan gi helseskade (Norges
Forskningsrad, 2008). Matprodukter som er forurenset med patogene bakterier anses som den
mest alvorlige formen for kontaminasjon fordi det kan medfere alvorlige
matforgiftningsutbrudd (Fukuzaki, 2015). Slike utbrudd kan ogsa medfare store negative
konsekvenser for bedriften, neringen og landet (WHO, 2015).

Ved tilstedeveaerelse av smuss og fuktighet i fiskeforedlingsindustri og annen
naeringsmiddelindustri kan bakterier danne biofilm pa produksjonsoverflater som er i direkte
eller indirekte kontakt med naeringsmidlet (Kanematsu and Barry, 2015). Biofilmen beskytter
bakteriene og kan fungere som et viktig miljereservoar for patogene bakterier og andre
forringelsesbakterier (Shi and Zhu, 2009, Flanders and Yildiz, 2004). Vekst av biofilm kan
derfor medfare betydelige problemer for mattryggheten og produktkvaliteten (Kumar and
Anand, 1998). Bakteriene som lever i biofilm blir ogsa svert resistente mot rengjgringsmidler
og desinfeksjonsprosesser (Shi and Zhu, 2009). Det er derfor viktig med en ngyaktig og
regelmessig rengjarings- og desinfiseringsprosess som fjerner matrester og forbindelser som

kan fremme akkumulering av bakterier og dannelse av biofilm (Simdes et al., 2010).

Rengjgringsrutinene i naeringsmiddelindustrien foregar hovedsakelig manuelt (Fukuzaki,
2015). Manuell rengjaring utgjer en risiko for krysskontaminasjon ved at
rengjaringsprosessen kan medfare spredning av bakterier via aerosoler og vann ved spyling
(Margas and Holah, 2013, Gram and Huss, 1996, Kang and Frank, 1990). Manuell rengjaring
kan ogsa medfare at omrader blir glemt eller oversett under vaskeoperasjonene (Fukuzaki,
2015). | fglge Digre et al. er det et behov for mer automatiserte rengjaringsoperasjoner i
fiskeforedlingsindustrien (Digre et al., 2014). For & realisere en slik teknologi er det en

forutsetning at mattryggheten og produktkvaliteten ivaretas. Helautomatiserte vaskestasjoner



og vaskeroboter for produksjonsmiljget kan gi bedre hygiene, redusert operatgrinteraksjon,

bedre lgnnsomhet, og raskere og mer effektive rengjgringsprosesser (Digre et al., 2014).

Dersom vaskeroboter skal kunne implementeres er det et behov for a utvikle automatiserte
metoder som gjar det mulig for roboten a detektere tilstedeveerelsen og utviklingen av biofilm
(Strathmann et al., 2013, Flemming, 2003, Walker et al., 2000). Dette innebarer at
vaskerobotene ma kunne overvake renheten pa overflatene visuelt, slik at rengjaringen kan
koordineres og tilpasses de enkelte omradene (Gerstmayr-Hillen et al., 2013). Maskinsyn kan
brukes for & oppna automatisert visuell kontroll. | dag benyttes maskinsyn ved industrielle
malinger og kvalitetskontroll i flere sektorer (Beyerer et al., 2016). Et automatisert
deteksjonssystem vil kunne muliggjere direkte overvakning av biofilm-utviklingen slik at

vaskingen i produksjonsprosessen kan styres basert pa resultatene (Walker et al., 2000).
1.2 Bakgrunn for problemstillingen

Denne oppgaven ble utviklet i samarbeid med Sintef Ocean, og inngar som en del av
prosjektet RoboWash. Malet med prosjektet er a utvikle et autonomt robotisert vaskesystem
der vaskingen tilpasses tilstanden pa det som skal vaskes, samt kan tilpasses nye
vaskeoppgaver med minimal operatgrinteraksjon. Dette er et innovasjonsprosjekt som krever
forskning pa flere omrader, med et spesielt behov for forskning pa hvordan maskinsyn kan
detektere biofilm. Pa bakgrunn av samarbeidet med Sintef Ocean og RoboWash prosjektet ble
felgende problemstilling formulert for masteroppgaven: Styrt dyrking og deteksjon av

relevant biofilm ved hjelp av maskinsyn i salmonid fiskeforedlingsindustri.
1.3 Oppgavens mal

Hovedmalet med masteroppgaven var & undersgke om representativ biofilm fra en
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan detekteres ved hjelp av UV-synlig spektroskopi
som kan vere anvendbart i et autonomt vaskesystem basert pa maskinsyn. Dette har omfattet
etablering av relevante metoder for dyrking og deteksjon av biofilm pa overflater. Fglgende

delmal ble formulert:

Delmal 1: Identifisere bakteriearter som er tilstede etter rengjgring og desinfisering i

en representativ fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk.

Delmal 2: Undersgke om bakterieprgver fra en representativ fiskeforedlingsbedrift for

salmonid fisk danner biofilm under simulerte forhold pa laboratorium



Delmal 3: Vurdere om biofilm dyrket med bakterieprgver fra en representativ

fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan detekteres ved hjelp av UV-lys.

Delmal 4: undersgke muligheten for a ta bilde av fluorescens fra biofilm ved hjelp av

maskinsyn.
1.4 Avgrensninger

Det ble gjort flere avgrensninger i forbindelse med denne masteroppgaven. Hensikten med
avgrensningene var a skape et tydelig fokus pa de ulike delmalene som skulle belyses.

Falgende avgrensninger ble gjort:

e Det ble utfart prgvetaking i en fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk for innsamling
av bakterieprgver. Det ble kun samlet inn praver fra denne bedriften fordi den var
tilgjengelig gjennom prosjektet Robowash.

e Oppgaven fokuserer pa vekst av biofilm basert pa bakterier isolert fra en bakterieprave
tatt etter rengjgring og desinfisering. Det er derfor ikke sett pa hvordan andre
bakteriesammensetninger kan danne biofilm eller bli detektert ved hjelp av UV-synlig
spektroskopi.

e Det ble valgt & detektere fluorescens i biofilm ved 280 nm eksitasjon. Denne
balgelengden ble benyttet fordi tryptofan er kjent for & utsende den mest intense
fluorescensen i bakterier, med maksimal eksitasjon ved 280 nm.

e Det ble valgt & dyrke biofilm pa glass for & minimere stgy ved deteksjon av biofilm
med UV-synlig spektroskopi.

e Oppgaven har fokusert pa deteksjon av biofilm ved hjelp av UV-synlig spektroskopi
og fluorescens, og har ikke undersgkt deteksjon av biofilm pa overflater gjennom
andre egenskaper til biofilm.

e Biofilm ble avbildet med ett type kamera fordi dette var det eneste kameraet
tilgjengelig for avbildning av fluorescens.



2. Teori

| dette kapittelet er den viktigste teoretiske bakgrunnen for & belyse oppgavens hovedmal og
delmal presentert. Kapittelet tar for seg biofilm generelt og de ulike trinnene i
dannelsesprosessen, samt hvordan bakterier kommuniserer og interagerer med hverandre i
biofilm. Teori om mikrobiotaen som vanligvis er til stede i salmonid fiskeforedlingsindustri
blir ogsa presentert. Biofilm i neeringsmiddelindustrien kan medfare store negative
konsekvenser. For a gi et overblikk over ulike utfordringer presteres teori om kontaminasjon
og risiko for matbaren sykdom, gkonomiske konsekvenser og tap av omdgmme, samt
utfordringer knyttet til ressursbruk og beerekraft. Dagens rengjgringsrutiner i
fiskeforedlingsindustrien vil presenteres for a gi et innblikk i hvordan rengjgring brukes som
en kontrollstrategi for & hindre biofilmdannelse. Avslutningsvis vil teori knyttet til ulike
metoder som er brukt i oppgaven bli presentert for & gi en bedre forstaelse for det praktiske
arbeidet som er utfgrt i forbindelse med oppgaven. Dette omfatter en oversikt over
hovedprinsippene for identifisering ved bruk av BIOLOG MicroLog ID System, dyrking av
biofilm i drip flow reaktor og deteksjon med UV-synlig spektroskopi. Tryptofan fluorescens
er beskrevet som en indikator pa biofilmvekst ved UV-deteksjon. Til slutt legges det frem en
oversikt over hovedprinsippene for maskinsyn, og hvordan maskinsyn kan brukes til

deteksjon.
2.1 Biofilm som bakteriell livsform

Bakterier kan primeert ha to ulike livsformer. De kan flyte fritt i en vaeske som planktoniske
celler, eller leve sammen i en matriks som er festet til en overflate. (Faille and Carpentier,
2009) Sistnevnte defineres som biofilm og ble farst kjent pa slutten av 1970-tallet.
Planktoniske celler har lenge veert ansett som den normale livsformen til bakterier, men det
har blitt kjent at dette ikke stemmer (Kanematsu and Barry, 2015, Costerton et al., 1978).
Majoriteten av mikroorganismene som lever pa jorda er festet til overflater innenfor
strukturerte biofilmgkosystemer (Azeredo et al., 2017), og det er estimert at opp mot 99% av
alle bakterier i det naturlige miljg lever i biofilm (Dalton and March, 1998). Livsformen
beskytter mikroorganismene mot ulike stressfaktorer i miljget. Dette innebarer at cellenes
vekst blir mindre pavirket av endringer i miljgforhold som saltkonsentrasjon, naring,
temperatur, pH og uttgrking (Chapman, 2015). Bakteriene som lever i biofilm blir ogsa sveert
resistente mot rengjgringsmidler og desinfeksjonsprosesser (Shi and Zhu, 2009).

Artssammensetning, overflate og andre miljgfaktorer spiller inn og pavirker



starrelsesfordelingen pa biofilmen. Felles for alle biofilmer er den tredimensjonale strukturen

med mikrostrukturer (Chapman, 2015).

Matriksen i biofilmen produseres av bakteriene selv, og omtales som en ekstracelluleer
matriks av polymere substanser (EPS). EPS bestar hovedsakelig av polysakkarider, proteiner,
nukleinsyrer og lipider (Flemming and Wingender, 2010), men innholdet varierer mellom
ulike arter og pavirkes av vekstforholdene (Chapman, 2015). EPS gjer det mulig for
bakteriene & transportere naringsstoffer og bli kvitt ulike avfallsprodukter. Det er ogsa
matriksen som sgrger for at biofilmen er stabil, og at den kan feste seg til overflater.
(Flemming and Wingender, 2010, Chapman, 2015)

Biofilmdannelsesprosessen bestar av flere ulike trinn (Chapman, 2015, Watnick and Kolter,
2000). Trinnene er illustrert i figur 2.1. Prosessen er dynamisk og starter med at frie,
planktoniske celler trekkes mot en overflate ved hjelp av hydrodynamiske krefter, og
fysikalsk adsorpsjon og kjemisorpsjon (Chapman, 2015). Bakterien danner da en forbigaende
kontakt med overflaten eller bakteriene som er festet til overflaten. Denne kontakten gjar det
mulig for bakterien a sgke etter et sted den kan sla seg ned (Watnick and Kolter, 2000).
Ekstracellulere organeller som flageller, cilier, fimbrier, pilier og ytre proteiner hjelper
bakterien med a fale og interagere med overflaten. Nar cellene har festes seg til overflaten er
kontakten fremdeles ustabil og cellene kan fjernes relativt lett ved hjelp av mekaniske krefter.
Den stabile kontakten oppstar nar cellene begynner a produsere EPS (Chapman, 2015).
Produksjonen av EPS starter nar bakteriepopulasjonen har gkt til et bestemt antall, og det
oppstar da et tredimensjonalt nettverk (Watnick and Kolter, 2000). Pa dette tidspunktet gker
ogsa konsentrasjonen av kommunikasjonsmolekyler, kalt quorum sensing molekyler (se 2.2).
Nar konsentrasjonen av signalmolekyler kommer opp pa et spesifikt niva kan biofilmen
aktivere modnings- og dispersjonsaktiviteter. Dispersjon er det siste trinnet i biofilmdannelsen
0g gar ut pa at enkelte bakterier lgsner fra biofilmen. Pa denne maten kan bakteriene danne

biofilm pa nye omrader (Chapman, 2015).



Figur 2.1 De ulike trinnene i biofilmdannelsesprosessen. 1. Frie planktoniske celler, 2.
biokjemisk adsorpsjon til en overflate og pafglgende kolonisering, 3. Adhesjon og produksjon
av ekstracelluleer matriks av polymere substanser (EPS), 4. Lgsningsfasen, 5.

Dispersjonsfasen (Egen illustrasjon basert pA Chapman, 2015)
2.2 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) er et avgjgrende fenomen ved dannelse av biofilm (Miller and Bassler,
2001). Fenomenet gjar det mulig for bakteriene a registrere andre bakterier gjennom
varierende konsentrasjon av signalmolekyler, og koordinere adferden (J W Costerton et al.,
1995, Matz, 2011). Bakteriene produserer og frigjer kjemiske signalmolekyler som gker i
konsentrasjon nar celletettheten gker. Nar signalmolekylene mottas av visse reseptorproteiner
blir enkelte gener regulert enten direkte eller indirekte. Dermed reguleres en rekke
fysiologiske aktiviteter, som symbiose og biofilmdannelse. Det finnes et stort utvalg av ulike
klasser av kjemiske signaler som skilles ut av bakterier ved QS, og det er vist at enkelte arter
benytter mer enn ett kjemisk signal til kommunikasjon. QS benyttes av bade gram-positive og
gram-negative bakterier og gjer det mulig for bakteriene & kommunisere med sin egen art og
med andre arter (Miller and Bassler, 2001). Forskning har vist at bakteriene benytter quorum
sensing for & aktivere dispersjon nar tilgangen pa naring blir for lav, eller nar det
akkumuleres avfalls- og giftstoffer i biofilmen. Fenomenet fungerer derfor som en
overlevelsesteknikk, og fasen regnes som den mest avgjerende selvfornyelsen av bakterielle

samfunn (Chapman, 2015).



2.3 Interaksjoner mellom ulike arter i biofilm

Biofilm kan besta av en enkelt bakterieart eller av flere arter. Farstnevnte kan finne sted i
enkelte infeksjoner og pa medisinske implantater (Adal and Farr, 1996, Archibald and
Gaynes, 1997, Dickinson and Bisno, 1993), mens biofilm med mangfold av flere arter
dominerer i de fleste miljger (O'Toole et al., 2000, Burmglle et al., 2006, Matz, 2011).
Biofilm kan besta av mange hundre forskjellige bakteriearter, og er dermed sveert komplekse
(Paster Bruce et al., 2006, Matz, 2011). Det er derfor en forskningsmessig utfordring a forsta
hvordan de forskjellige bakteriene interagerer med sin egen art og andre arter. Det er likevel
kjent at ulike arter interagerer med hverandre gjennom symbiotiske og antagonistiske
aktiviteter (Matz, 2011). Interaksjonene spiller en viktig rolle for utviklingen, strukturen og
funksjonen til biofilmen, og gjar det mulig for artene & pavirke hverandre bade positivt og
negativt (Lee et al., 2014). Interaksjoner som har vist seg a gi fordeler for enkelte arter er
evnen til & feste seg til andre bakterier som er festet til en overflate (koaggregering) (Palmer et
al., 2003, Rickard et al., 2003, Sharma et al., 2005, Yamada et al., 2005), overfgring av
genetisk materiale (konjugasjon) (Ghigo, 2001), og beskyttelse av en eller flere arter mot
antimikrobielle midler (Cowan et al., 2000, Erb et al., 1997, Leriche et al., 2003). Slike
mekanismer kan gi synergi-effekter som bidrar til en kooperativ biofilmdannelse av arter som
ikke ville klart & danne biofilm alene (Filoche et al., 2004, Jean-Marc, 2001, Palmer et al.,
2001). Interaksjoner som kan virke negativt for enkelte arter inkluderer senking av pH
(Sissons, 1997, Burne and Marquis, 2000) og produksjon av toksiner hos enkelte bakteriearter
(Rao et al., 2005, Tait and Sutherland, 2002).

2.4 Mikrobiotaen i salmonid fiskeforedlingsindustri

Kontroll av forringelsesbakterier og potensielle patogene bakterier er en viktig utfordring for
fiskeforedlingsindustrien (Langsrud et al., 2016). | fglge Langsrud et al. finnes det forelgpig
lite forskning pa mikrobiotaen i fiskeforedlingsbedrifter for salmonid fisk (Langsrud et al.,
2016). Bagge-Ravn et al. har imidlertid rapportert at mikrobiotaen pa overflater i
prosesseringsanlegg for sjgmat domineres av bakterier fra ravaren (Bagge-Ravn et al., 2003).
Hovda et al fant at Vibrio spp., Pseudomonas spp., Janthinobacterium spp., Acinetobacter
spp. og Photobacterium phosphoreumer dominerte i tarmen til Atlantisk laks fra Vest-Norge
basert pa dyrkningsbaserte metoder (Hovda et al., 2007). | fglge Ringg et al. varierer den
bakterielle sammensetningen i tarm pa fisk med saltkonsentrasjon i sjg, antibiotika, diett og

ulike komponenter i kostholdet (Ringe et al., 1995).



Bagge-Ravn et al. studerte mikrobiotaen i to foredlingsanlegg for kald-rakt laks fra Norge og
Feergyene, og fant at gjeer, Pseudomonas, Neisseriaceae , Alcaligenes og Acinetobacter
dominerte etter rengjaring og desinfisering (Bagge-Ravn et al., 2003). Pseudomonas isoleres
ogsa ofte i annen naeringsmiddelindustri etter vask og desinfisering (Brightwell et al., 2006,
Hultman et al., 2015, Mettler and Carpentier, 1998, Maretrg et al., 2013, Stellato et al., 2015).
Dominansen av Pseudomoans ssp. etter rengjgring og desinfisering indikerer at enkelte arter
har gkt evne til & overleve i produksjonsmiljeet (Magretrg et al., 2016). Pseudomonas ssp. er
kjent for & vokse ved lave temperaturer, har lave vekstkrav, er resistente mot desinfiserende

midler og har god evne til & danne biofilm (Drenkard and Ausubel, 2002, Moore et al., 2006).

Maretrg et al. rapporterte at arter i slektene Pseudomonas og Shewanella dominerte i
produksjonsmiljget etter rengjgringsprosesser i en to fiskeforedlingsbedrifter (Maretrg et al.,
2016). Maretrg et al. fant ogsa at 72 og 91 % av prgvene som ble tatt i de to bedriftene ble
identifisert som Pseudomonas spp. | studien til Guobjoernsdottir et al. dominerte
Pseudomonas spp., sammen med Enterobacteriaceae, i en fiskeforedlingsbedrift
(Guobjoernsdottir et al., 2005). Det ble ogsa isolerte Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp.
fra transportband i fiskeforedlingsbedriften. Acinetobacter spp. er, i likhet med Pseudomonas
spp, kjent for & danne biofilm, i tillegg til & vokse ved et stort spekter av ulike
temperaturomrader og ha hgy overlevelse pa tgrre overflater (Doughari et al., 2011). Langsrud
et al. fant at mikrobiotaen som dominerte etter rengjering og desinfisering pa transportband i
tre norske foredlingsbedrifter for laks var arter i slektene Pseudomonas spp., etterfulgt av

Acinetobacter og Serratia (Langsrud et al., 2016).
2.5 Utfordringer knyttet til biofilm i neeringsmiddelindustrien
2.5.1 Risiko for kontaminasjon og matbaren sykdom

Potensiell kontaminasjon av mat fra biofilm i matindustrien er av stor betydning for
konsumentenes helse (Mettler and Carpentier, 1998). | produksjonslokalene i
naeringsmiddelindustrien finnes det ofte vann, matrester og andre forbindelser der
mikroorganismer kan akkumuleres og danne biofilm (Simdes et al., 2010, Gibson et al.,
1999). Biofilm pa overflater kan fare til direkte kontaminasjon av neringsmiddelprodukter
dersom overflaten kommer i kontakt med produktet (Evandro Leite de et al., 2014, Gibson et
al., 1999). Miljeoverflater som gulv og vegger kan ogsa kontaminere produktene indirekte
ved at bakterier overfgres via mennesker, vann eller aerosoler i luften ved manuell rengjaring
(Gibson et al., 1999, Holah, 1992, Margas and Holah, 2013, Kang and Frank, 1990). Manuell



rengjgring utgjer ogsa en risiko for at feil kan oppsta under vaskeoperasjonene ved at omrader
blir glemt eller oversett (Fukuzaki, 2015). Det er rapportert om at krysskontaminasjon av
naringsmidler ofte opptrer i forbindelse med operatarfeil og under rengjaringsoperasjoner
(Fukuzaki, 2015, Suslow, 2001, Holah, 1992).

Biofilm kan inneholde bade patogene bakterier og forringelseshakterier, og kan derfor
medfare betydelige problemer for mattryggheten og produktkvaliteten (Shi and Zhu, 2009,
Kumar and Anand, 1998, Gibson et al., 1999). Kontaminasjon med patogene bakterier ansees
som den mest alvorlige formen for kontaminasjon fordi det kan medfgre store utbrudd av
matbaren sykdom (Fukuzaki, 2015). Matbarne sykdommer dekker et stort spekter av
sykdommer, og blir betraktet som et fremvoksende globalt helseproblem (Srey et al., 2013,
WHO, 2013). Det er kjent at flere matforgiftningsutbrudd er forbundet med kontaminasjon av

patogene bakterier som vokser i biofilm (Srey et al., 2013).
2.5.2 @konomiske konsekvenser og tap av omdgmme

Biofilmvekst i neringsmiddelindustrien kan medfere negative gkonomiske konsekvenser.
Dersom en bedrift har utfordringer knyttet til biofilm kan det vare ngdvendig a stoppe
produksjonen, og sette i gang en mer omfattende rengjgringsprosess. Dette innebzerer gkte
kostnader for arbeidskraft og rengjgringsmaterialer, i tillegg til kostnader knyttet til tapt
produksjon (Bott, 2011b). Kontaminasjon av patogene bakterier kan, som tidligere nevnt, fore
til store matforgiftningsutbrudd (Fukuzaki, 2015). Slike utbrudd kan fa store gkonomiske
konsekvenser (OECD, 2003). Ved alvorlige utbrudd kan de gkonomiske tapene bli sa store at
bedriften gar i konkurs, noe som ogsa kan resultere i tap av arbeidsplasser (Abdel-Aziz et al.,
2016). Tilbaketrekking av varer og tapt markedssalg utgjer en viktig del av bedriftens
kostnader knyttet til matforgiftningsutbrudd. Kostnadene knyttes ogsa til tap av forbrukertillit
og darlig publisitet, samt kostnader knyttet til & gjenoppbygge omdgmme og markedsandel.
Dette gjelder ikke bare bedriften som er involvert. Ifglge organisasjonen for gkonomisk
samarbeid og utvikling (OECD) og verdens helseorganisasjon (WHO) kan
matforgiftningsutbrudd ogsa pavirke den gkonomiske utviklingen til hele industrisektoren og

landets internasjonale omdgmme som leverandgr av trygg mat (OECD, 2003, WHO, 2015).
2.5.3 Utfordringer knyttet til ressursbruk og baerekraft

Verdenskommisjonen for miljg og utvikling definerer beerekraftig utvikling som en utvikling
som tilfredsstiller dagens behov uten & gdelegge framtidige generasjoners muligheter til &

tilfredsstille sine behov (Brundtland, 1987). Med en forventet befolkningsvekst pa ni



milliarder i 2050 vil behovet for mat, energi og vann gke (FAO, 2011). FAO anslar at det ma
produseres 70 % mer mat i verden for & mgte den kommende etterspgrselen. | dag er den
globale matvaresektoren ansvarlig for rundt 30 % av verdens energiforbruk og bidrar med mer
enn 20 % av de globale klimagassutslippene. Dette innebzrer at det ma produseres mer mat i
tiden fremover, samtidig som vann- og energiforbruket i produksjonen ma reduseres (FAO,
2011). | falge FAO er det gnskelig a redusere energiintensiteten, som vil si mengden energi
som brukes per enhet mat produsert. | dag gar store deler av energiforbruket i industrien til
oppvarming og nedkjgling av vann til rengjegring (FAO, 2011). Utbrudd av biofilm krever ofte
en mer omfattende rengjgringsprosess med hgyere forbruk av vann, og er knyttet til et gkt
forbruk av energi (Bott, 2011a). Dette innebarer et behov for mer effektive
rengjaringsteknologier som kan redusere risikoen for biofilmvekst og samtidig redusere

ressursbruken i industrien (Wilson and Chew, 2015).
2.6 Rengjaringsrutiner i fiskeforedlingsindustrien

| dag finnes det ingen metode som fullstendig kan eliminere eller kontrollere dannelsen av
biofilm uten a forarsake ugnskede bivirkninger (Simdes et al., 2010). Hovedstrategien som
benyttes er regelmessig rengjgring og desinfisering. (Midelet and Carpentier, 2004, Simdes et
al., 2006, Simdes et al., 2010).

| dag utfaeres all rengjeringen i fiskeforedlingsindustrien manuelt. Operatgrene gar rundt i
produksjonslokalene og spyler overflatene med slange for hand (Levdal et al., 2017). Lavdal
et al. har beskrevet en typisk rengjeringsprosedyre for foredlingsanlegg av salmonid fisk i
Norge (Lgvdal et al., 2017). Rengjaringen utfgres med et eget rengjgringsskift om natten, nar
produksjonen er ferdig. Rengjaringen bestar vanligvis av grovspyling med rent vann for a bli
kvitt blod og fiskerester for & unnga at restene klistrer seg fast pa overflatene ved terking.
Omradene skumlegges deretter med syre eller alkalisk sape slik at skummet dekker
maskinene og overflatene i lokalet. Skummet far ligge en viss tid fer det skylles bort med
varmt vann. Etter rengjaring desinfiseres overflatene ved spraying for a inaktivere
mikroorganismene som er til stede. Desinfeksjonsmiddelet far ligge og fordampe til
produksjonen starter neste morgenen. | fglge Lavdal et al. bruker rengjaringsskiftet 3,5 timer
pé & grovspyle, skumlegge, skylle og desinfisere et omrade pa 60 m? i et foredlingsanlegg som
slakter rundt 100 tonn solmonid fisk per dag. Det er ogsa vanlig at maskinoperatarene spyler

utstyr og maskiner med kaldt vann nar deres skift er ferdig. Foredlingsanleggene har ogsa
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ulike rutiner for demontering av utstyr og mer omfattende rengjaringstiltak i noen perioder
(Lovdal et al., 2017).

2.7 Teori knyttet til metodikk
2.7.1 Identifisering ved bruk av BIOLOG MicroLog ID System

Tradisjonelle biokjemiske tester og kommersielle testsett kan brukes til & identifisere
bakterier, men er ofte arbeidsintensive og tidskrevende. Det finnes likevel noen automatiserte
identifikasjonssystemer som kan brukes for & identifisere miljgisolater raskt og palitelig, som
BIOLOG identifikasjonssystem (Klingler et al., 1992). Testsettet for BIOLOG MicroLog ID
System kan brukes til a identifisere aerobe gram-negative og gram-positive bakterier samtidig
(BIOLOG Inc., 2011). Cellesuspensjon inokuleres i et passende platesett som fglger med.
Hver plate bestar av 96 brenner med ulike forbindelser; karbonforbindelser, inkludert
sukkerarter, karboksylsyrer, aminosyrer og peptider. Databasen dissekerer og analyserer
evnen cellene har til & metabolisere de ulike stoffene. Identifikasjonssystemet analyserer ogsa
fysiologiske egenskaper som pH-, salt- og melkesyretoleranse og kjemisk falsomhet ved at
cellene produserer et mgnster av reaksjoner. Det metabolske mgnsteret som genereres av
mikroorganismen registreres og sammenlignes i en database som innehar informasjon om
2650 ulike arter av bakterier (inkludert forringelsesbakterier og patogene bakterier), gjer og
sopp. Systemet kvantifiserer ulike fargereaksjoner i platen og avgir arts-1D ved a lese
reaksjonsmgnsteret. Systemet gir omfattende og spesifikk testinformasjon om hvert isolat som

benyttes i testsettet ved biokjemisk karakterisering.
2.7.2 Dyrking av biofilm i drip flow reactor

The drip flow reactor (DFR), eller dryppstremningsreaktoren, kan benyttes for dyrking av
biofilm pa overflater, og metoden ble farst utviklet av Goeres et al. (Goeres et al., 2009). En
utfordring ved & etablere metoder for biofilmdyrking med ulike arter under kontrollerte
betingelser, er a gjenskape mikromiljget til bakteriene (Rader et al., 2016). DFR kan brukes til
a etterligne miljger i neringsmiddelindustrien, som for eksempel transportband i
produksjonen. Ved bruk av DFR kan biofilm dyrkes pa overflater som er relevante for
forsgket, som for eksempel pa glass eller rustfritt stal. DFR er et fleksibelt reaktorsystem som
lett kan tilpasses ulike biofilmforsgk. Alle komponentene i systemet kan modifiseres selv om
oppsettet og tilnermingen er den samme. DFR gar hovedsakelig ut pa a dyrke biofilm under
kontinuerlig lamineer tilfarsel av naering. Reaktoren bestar av fire parallelle kamre der hvert

kammer inneholder et mikroskopglass, eller en annen form for kupong, som biofilmen kan
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dyrkes pa. Vekstmediet eller cellesuspensjon overfares til hvert kammer ved hjelp av en
pumpe med slange. Kamrene star i helling slik at vaesken renner ned over glassen.
Reaktorsystemet bestar ogsa av en avfallsboks der brukt mediet samles opp. Goeres et al.
anbefaler forskere a tilpasse reaktorsystemet etter egne forskningsbehov. Dette kan innebaere

tilpasninger i dyrkingstemperatur, naringstilfarsel og lengden pa forsgket.
2.7.3 UV-synlig spektroskopi

Ved bruk av UV (ultrafiolett)-synlig spektroskopi benyttes balgelengder pa mellom 200 og
800 nm (Anderson et al., 2004). UV-omradet utvides fra 400 til 800 nm for & dekke det
synlige spekteret. Oksygen absorberer bglgelengder rett under 200 nm, og det kreves derfor
spesialutstyr for & benytte denne typen bglgelengder (Whittaker, 2000). Det finnes ulike typer
UV-synlig spektrometre, men vanligvis bestar spektrometeret av en UV-synlig lyskilde, to
celler som lyset passerer og en detektor for & male mengden lys som passerer gjennom
cellene. UV-synlig spektroskop kan brukes til & male absorptansen ved en spesifikk
balgelengde (Anderson et al., 2004). Ved UV-synlig spektroskopiske malinger gir
lysabsorpsjon, som en funksjon av bglgelengden, informasjon om elektroniske overganger
som forekommer i materialet (Chen et al., 2013). Det er kjent at malinger med UV-lys kan
brukes i overvakningssystemer for & detektere biofilm. Malingene kan brukes til & undersgke

utviklingen av biofilm ved a male blant annet absorpsjon og fluorescens (Fischer, 2016).
2.7.3.1 Fluorescens i bakterier

UV-lys kan brukes til & detektere bakterier i biofilm ved at ulike molekyler i bakteriene
utsender fluorescens (Fischer et al., 2012, Fischer, 2014, Fischer et al., 2015, Determann et
al., 1998, Angell et al., 1993, Strathmann et al., 2013). Fluorescens baseres pa deteksjon av
lys emittert (utsendt) av molekyler etter eksitasjon (Strathmann et al., 2013). Et molekyl
eksiterer ved at molekylet absorberer energi slik at ett eller flere elektroner overfares til en
orbital med hgyere energi (Lakowicz, 2006b). Deretter returnerer elektronet til en orbital med
lavere energi og emitterer et foton med lys (Angell et al., 1993). Fluorescens er en form for
luminescens, og er et spontant fenomen der lysutsendelsen stanser nar det ikke tilfares mer
energi (Lakowicz, 2006b). Atomer og molekyler som fluorescerer kalles fluoroforer
(Tuzimski, 2015).

| fglge Dalterio skyldes fluorescens fra bakterier hovedsakelig protein og flavin-fluorescens
(Dalterio et al., 1986). Flaviner eksiterer ved 450 nm og utsender fluorescens ved 535 nm

(Ammor, 2007). Proteinfluorescensen regnes som mer intens enn fluorescens fra flaviner, og
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sender ut sterkes fluorescens ved 280 nm eksitasjon. Dette skyldes de aromatiske aminosyrene
tryptofan, tryosin og fenylalanin som finnes i de fleste proteiner (Hill et al., 2009). Selv om
tyrosin og fenylalanin ogsa kan utsende fluorescens ved 280 nm eksitasjon, stammer
fluorescensen i proteiner hovedsakelig fra tryptofan (Dalterio et al., 1986, Fischer et al., 2012,
Lakowicz, 2006a). Tryptofan er derfor mye brukt som en indikator pa bakterie- og
biofilmvekst ved maksimal eksitasjon ved 280 nm og med maksimal emisjon ved rundt 350
nm (Angell et al., 1993, Ammor, 2007, Fischer et al., 2015, Fischer et al., 2012). Det kan
forekomme endringer i emisjonsspekteret som faglge av at fluorescensen fra tryptofan er sveert
sensitiv ovenfor sitt naerliggende miljg (Hill et al., 2009, Lakowicz, 2006a). Fluorescens fra
tryptofan kan ogsa slukkes av nerliggende grupper som -NHs+ og -CO2H (Lakowicz, 2006a).
Tyrosin kan eksitere i lignende omrader som tryptofan, men har en maksimal eksitasjon ved
275 nm og utsender sterkest fluorescens ved 300 nm. Fenylalanin utsender maksimal
fluorescens rundt 280 nm ved 260 nm eksitasjon (Ammor, 2007). Andre fluorescerende
molekyler i bakterier er enzymer, NADH og NADPH, som eksiterer ved lengre bglgelengder
(Ammor, 2007).

2.7.4. Maskinsyn

| et typisk maskinsynssystem sendes det ut lys fra en lyskilde som interagerer med
testobjektet, passerer gjennom bildeoptikken og nar til slutt sensoren der lyset omdannes til et
elektrisk signal (Beyerer et al., 2016). Det analoge signalet, som vanligvis er en elektrisk
spenning, diskretiseres og begrenses, og kan sa lagres som et digitalt bilde og behandles av et
datasystem. For a fjerne forstyrrende bakgrunnsstgy og andre irrelevante komponenter
forsgker den etterfalgende bildegjenopprettingsprosessen a kun beholde den relevante
informasjonen. P4 denne maten klarer systemet a forbedre bildedataene som deretter kan deles
inn i regioner eller behandles for a trekke ut relevant informasjon. Avhengig av den visuelle
oppgaven kan det utfares ulike beslutninger som pavisning, klassifisering eller tolkning.
Bildeinnsamlingsprosessen er det viktigste trinnet for & oppna riktig mengde informasjon av
god kvalitet. Innsamlingen ma vaere velfungerende for at det visuelle inspeksjonssystemet
skal fungere optimalt. Et maskinsynssystem gir enorme muligheter dersom det brukes riktig,
men kan imidlertid kun benyttes systematisk med ngdvendig kunnskap og med et konsept
som er tilpasset det aktuelle formalet. | falge Beyerer et al. kan maskinsyn brukes for & oppna
automatisert visuell kontroll, og benyttes i dag ved industrielle malinger og kvalitetskontroll i

flere sektorer (Beyerer et al., 2016).
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3. Material og metode

Hovedmalet med denne masteroppgaven var a undersgke om representativ biofilm fra en
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan detekteres ved hjelp av UV-synlig spektroskopi
som kan vere anvendbart i et autonomt vaskesystem basert pa maskinsyn. For a kunne belyse
oppgavens delmal (se 3.1) ble det samlet inn bakterieprgver fra en representativ
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk i Midt-Norge. Pravene ble tatt pa ulike relevante
omrader etter rengjaring og desinfisering. For & belyse delmal 1 ble en relevant fremdyrket
bakterieprave plukket ut til identifisering. Relevant metode for identifisering ble brukt for &
identifisere bakterieartene i praven. For & belyse delmal 2 ble det utviklet er reaktorsystem for
biofilmdyrking pa glassplater under simulerte produksjonsforhold. Biofilmen som ble dyrket
frem i reaktorforsgket ble brukt for a belyse delmal 3, der biofilmen ble detektert med hjelp av
UV-synlig spektroskopi og fluorescens. Til slutt ble delmal 4 belyst ved & undersgke om det
var mulig a ta bilde av fluorescens fra biofilm med kamera som kan anvendes i et
maskinsynsystem. Forsgkene ble utfert pa mikrobiologisk laboratorium ved institutt for
bioteknologi og matvitenskap ved Norges teknisk-naturvitenskaplige universitet, og fant sted
mellom januar og april 2018. En oversikt over metodene som er brukt i oppgaven knyttet til

oppgavens delmal og hovedmal er vist i figur 3.1.
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Undersgke om representativ biofilm fra en fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan
detekteres ved hjelp av UV-synlig spektroskopi som kan vaere anvendbart i et
autonomt vaskesystem basert pd maskinsyn

Figur 3.1 Oversikt over metodene som er brukt i oppgaven knyttet til delmal og hovedmal

3.1 Progvetaking
3.1.1 Malet med prevetakingen

Malet med prevetakingen var a samle inn bakterieprgver fra en representativ
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk etter rengjering og desinfisering, som senere kunne
benyttes i ulike forsgk for a belyse delmalene (se 3.3, 3.4, 3.5 og 3.6). Pravetakingen var
derfor et viktig ledd i flere av forsgkene som ble utfgrt. Pravene ble tatt etter rengjgring og
desinfisering fordi det kan veere rimelig & anta at denne mikrobiotaen bestar av bakterier som
har en god evne til a leve i eller danne biofilm (Heir et al., 2018), og dermed vere relevante

for videre forsgk knyttet til oppgaven. Valg av fiskeforedlingsbedrift ble basert pa at bedriften
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er en stor og gjennomsnittlig bedrift, og at den var tilgjengelig som en del av RoboWash

prosjektet.

3.1.2 Utfarelse

Temperaturen i lokalene under pregvetakingen var omkring 10 °C. Prgvetakingen ble utfart for

produksjonsstart (etter rengjering og desinfisering). Det ble tatt ut ti pr@ver med sterile
svabere som inneholdt 10 ml PBS (Promedia, Norge) og atte praver med sterile
prevetakingskluter som var fuktet med 25 ml peptonlgsning (Sodibox, Frankrike). Svaberne
og prevetakingsklutene ble fort langs overflatene pa utvalgte omrader (10x10 cm) i
produksjonen (se figur 3.2). Prgvene ble tatt ulike steder i prosessen fra ravare til ferdig
produkt. Prgvetakingen inkluderte miljapraver (sluk, gulv, ledninger og skap) og
utstyrspraver (transportband, slayemaskiner og fileteringsmaskin). Valg av
prgvetakingsomrader ble basert pa problemomrader (biofilm) erfart av bedriften, og
potensielle risikoomrader observert under prgvetakingen. Prgvene ble oppbevart i en
isoporeske med kjglemedium under transport, og ble deretter satt i kjgleskap (4 °C) frem til
utstrykning som fant sted etter 15 timer (se 3.2).

Figur 3.2 Prgvetaking pa overflater i en fiskeforedlingsbedrift med svaber og

prevetakingsklut (Foto av Harry Westavik)
3.2 Utstrykning og nedfrysning
3.2.1 Malet med forsgket

Malet med forsgket var & dyrke bakterieprgver pa generelt medium som senere kunne

benyttes til identifisering og biofilmdyrking (se 3.3 og 3.4).
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3.2.2 Forsgksdesign

Posene med prgvetakingskluter ble tilsatt peptonvann (500 ml), og ble deretter behandlet i
stomackermaskin (Seward Medical UAC House, England) (1 min). Bakteriesuspensjon (10
ml) ble pipettert ut fra hver stomackerpose over i reagensrgr (15 ml). Reagensrgrene og
svaberprgvene ble ristet i vortexer (Fisherbrand, Italia) (1 min) fgr suspensjon (100 pl) fra
hver prgve ble sadd ut pa Plate Count Agar (PCA, Oxoid CM0325, England) med steril
platespreder. PCA ble brukt som medium for ikke & selektere enkelte bakteriearter fra
prgvene. Skalene ble satt til inkubasjon ved 10°C i tre dggn. Inkubasjonstemperaturen ble satt

til 10 °C for & simulere temperaturforholdene som var til stede i fiskeforedlingsbedriften.

Etter inkubasjon ble fire relevante bakteriepraver fryst ned ved a tilsette Tryptic Soy Broth
(TSB, Oxoid CM0129, England) med 20 % glyserol (VWR international, Belgia) (2 ml) i
hver PCA-skal. Bakteriekoloniene ble suspendert i buljongen ved a fare en steril platespreder
langs overflaten av agarskalen frem og tilbake. Bakteriesuspensjonen ble sa overfart til

ampuller med en pipette, og satt i fryser (-80 °C) frem til videre analyser (se 3.3 og 3.4).
3.3 ldentifisering
3.3.1 Malet med forsgket

Malet med forsgket var a belyse delmal 1, som gikk ut pa a identifisere bakteriearter som er
tilstede etter rengjgring og desinfisering i en representativ fiskeforedlingsbedrift for salmonid
fisk.

3.3.2 Rendyrking

Fire ampuller med fire relevante bakterieprgver ble tatt opp av fryseren (-80°C) og tint i
romtemperatur (10 min). Bakteriesuspensjon (100 ul) fra hver ampulle ble sadd ut pa PCA-
skaler og inkubert ved 10°C i tre degn. Etter inkubasjon ble det plukket ut 10 kolonier med
ulikt utseende fra hver av de fire skalene. Hver koloni ble plukket og strgket ut pa ny PCA-
skal med en steril podegse. Skalene ble satt til inkubasjon ved 10°C i 24 timer. Samme

prosedyre ble gjentatt en gang til for a sgrge for at pravene ble fullstendig rendyrkede.
3.3.3 Identifisering ved bruk av BIOLOG MicroLog ID System

Det ble valgt ut ni isolater fra rendyrkingen som stammet fra en relevant prgve som var

merket S9B. Prgve S9B ble hentet ut med svaber pa et omrade med fiskerester under et
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transportband (se figur 3.3). Denne prgven ble ansett som relevant fordi bedriften informerte

om at de hadde problemer med biofilmvekst pa slike omrader under transportbandene.

4
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Figur 3.3 Prave S9B ble hentet fra et omrade med fiskerester fra salmonid fisk under et

transportband (Foto Harry Westavik)

Isolatene fra pragve S9B ble identifisert ved bruk av BIOLOG MicroLog ID System (BIOLOG
Inc., CA, USA). BIOLOG turbidimeter ble brukt for & male mengden kolloidale partikler i
hver prgve. Turbidimeteret ble farst kalibrert med BIOLOG saltvannslgsning. Hver koloni ble
inokulert i Inoculating Fluid Protocol A (IFA, BIOLOG) ved a plukke en koloni fra hver
PCA-skal med en steril bomullssvaber. Prgvene ble inokulert i hvert sitt inokuleringsrer til en
tetthet som tilsvarte mellom 0,85 og 0,95 % transmittans. Hver prave ble helt over i et sterilt
plastbeger (BIOLOG) og overfart til GEN 111 MicroPlate ved hjelp av en elektronisk pipette
(BIOLOG). Prosedyren er vist i figur 3.4. Platene ble satt til inkubasjon ved 10 °C i 24 timer.
Ved avlesning ble hver plate plassert i MicroStation Reader (BIOLOG). Identifikasjon ble
avlest i RetroSpect software (BIOLOG) etter 24 timer.
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Figur 3.4 Prosedyre for inokulering av bakterieprgve og overfgring til GEN 111 MicroPlate
(Foto Line Meidell)

3.4 Dyrking av biofilm i reaktor
3.4.1 Malet med forsgket

Malet med forsgket var & belyse delmal 2, som gikk ut pa a undersgke om bakteriepraver fra
en representativ fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk danner biofilm under simulerte
forhold pa laboratorium. Det ble utviklet et reaktorsystem i samarbeid med veileder basert pa

Drip flow reaktoren (Goeres et al., 2009).
3.4.2 Design av reaktoroppsettet

Figur 3.5 viser oppsettet til reaktorsystemet som bestod av en beholder med naring/buljong
(1), en pumpe (2) med slange for overfgring av medium fra beholder til klimakammeret, et
klimakammer med to mikroskopglass festet til to metalldeler ved hjelp av magneter (3), og en
avfallsboks (4). For & simulere forholdene i en fiskeforedlingsbedrift ble biofilmen dyrket i et
lukket klimakammer med begrenset luftig for & oppna et fuktig milja. Temperaturen ble ogsa
satt til 10 °C for a simulere temperaturforholdene som var tilstede i produksjon. Pumpen ble
tidsinnstilt slik at praveglassene ble tilfgrt naering i 16 timer, med atte timer innlagt pause for
a simulere forholdene pa overflater nar det er stopp i produksjonen. Alt utstyr som ble brukt i
forsgket ble autoklavert og/eller spritet far forsgkets oppstart. Reaktorforsgket ble utfart to
ganger ved a felge samme prosedyre (se 3.6.2). Forsgkene omtales heretter som reaktorforsgk

1 og 2. Begge forsgkene pagikk i 13 dager.
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Figur 3.5 Oppsett for dyrking av biofilm i reaktor
3.4.3 Forsgksdesign

Pa bakgrunn av resultatene fra identifiseringen ble det valgt & benytte bakterieprave S9B,
fordi artene som ble identifisert i preven er kjent som gode biofilmdannere (se 4.1 og 5.1).
Praven ble brukt ved reaktorforsgk 1 og 2. Prgve S9B ble tatt opp av fryseren (-80 °C) og tint
ved a sta i romtemperatur (10 min). Det ble brukt en steril podegse til & overfgre
bakteriesuspensjon over i et reagensrgr fylt med buljong (trypton 5,0 g/l (Oxoid CM.., Norge),
gjeer-ekstrakt 2,5 g/l (Oxoid, CM.. Norge), glukose (VWR International, Belgia)1,0 g/l) (10
ml). Den samme buljongen ble brukt som nering i reaktorsystemet (se nr. 1 i figur 3.5).
Prgven ble ristet i vortexer (1 min). OD ble malt til 0,160 i transmittans med bglgelengde pa
600 nm i et spektrofotometer (600 nm, Shimadzu UV spectrophotometer, Japan), ved a
overfare bakteriesuspensjon (1 ml) over i en kyvette. Prgven ble malt opp mot en kyvette fylt
med buljong (1 ml). Det resterende av bakteriesuspensjonen i reagensraret ble sa ristet i en
vortexer (1 min) og suspensjon ble overfart til tre mikroskopglass med sterile podegser.
Praveglassene ble sa liggende til tarking i avtrekksskap (20 min). Et praveglass ble brukt til
deteksjon av biofilm ved dag 0 i forsgk 3.5, mens to av glassene ble festet til metalldelene i
praveboksen i reaktorsystemet ved hjelp av magneter. Metalldelene hadde en vinkel pa 35°
slik at buljongen skulle renne ned over glassene. Prgveglassene ble montert med innfestning
gverst slik at de ble hengende fritt med luft over og under glasset. Glassene ble plassert slik at
buljongen fra slangene traff gverste del av glassene (se figur 3.6). Pumpen ble tidsinnstilt slik

at reaktorsystemet ble tilfart naering i 16 timer, med 8 timer stopp for & simulere
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produksjonsstopp i en fiskeforedlingsbedrift. Det ble tilfgrt 0,25 dl nering til hvert glass per

time nar naringstilfarselen pagikk.

Figur 3.6 Praveboks med slanger montert over glassplatene med bakteriepraver
3.5 Deteksjon av biofilm ved hjelp av UV-synlig spektroskopi

3.5.1 Mélet med forsgket

Malet med forsgket var & belyse delmal 3, som gikk ut pa a vurdere om biofilm dyrket med
bakterieprover fra en representativ fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan detekteres ved hjelp av
UV-lys. Ved deteksjon ble UV-synlig spektroskopi brukt med en UV-LED lampe med bglgelengde pa
280 nm. Denne bglgelengden ble valgt som relevant ut ifra at tryptofan er kjent for a utsende

maksimal fluorescens i bakterier ved 280 nm eksitasjon (se 2.7.3.1).
3.5.2 Forsgksdesign

Oppsettet ble satt opp slik at UV-LED lampen ble montert inni et metallkammer som kunne

apnes og lukkes for a stenge lyset ute under forsgket (se figur 3.7).

Figur 3.7 Oppsettet for deteksjon av biofilm med UV-synlig spektroskopi montert i et

metallkammer
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Deteksjonen ble utfart med et UV-synlig spektroskop (BLACK-Comet, Stellar-Net Inc, USA)
tilkoblet en lyskilde for UV- og synlig lys (SL1-LED source, StellarNet). Det ble brukt en
UV-LED lampe med bglgelengde pa 280 nm. Ved deteksjon var metallkammeret lukket.
Utstyret ble tilkoblet PC og SpectraWiz software (StellarNet). | SpectraWiz ble spekteret
korrigert for elektrisk stgy ved & lagre en svartreferanse far UV-LED lampen ble skrudd pa,
og en lysreferanse nar UV-LED lampen ble skrudd pa. Lysreferansen som ble brukt var en
hvit refleksjonsstandard med diameter pa 50 mm (RS-50, StellarNet). «Detector integration
time» ble satt til 1000 ms, og «number of scans to average» ble satt til 10. Dette vil si at en
kurve for respons i SpectraWiz var et gjennomsnitt av 10 scann. Dette ble gjort for a redusere
mengden malestgy. Glass med biofilm eller tryptofan opplest i vann ble detektert ved a legge
glasset under UV-LED lampen (se figur 3.8). UV-LED lampen ble montert 3 cm over praven.
Kammeret ble sa lukket for a stenge lyset ute. Resultatene ble avlest SpectraWiz etter noen

sekunder og lagret i programmet.

Figur 3.8 Glass med biofilm plassert under UV-LED lampen i prgveboksen

Prosedyren over ble fulgt ved deteksjon av alle pravene. Et mikroskopglass med tryptofan
opplest i autoklavert destillert vann (1 mg/ml (Alfa Aesar, Tyskland) ble forst detektert for a
demonstrere spekteret for tryptofan-fluorescens (Hill et al., 2009). Glasset med prave ble lagt
til tarking (20 min) fer forsgkets oppstart. Ved deteksjon av biofilm ble glassene med biofilm
fra reaktorforsgket brukt. Praveglass med biofilm ble testet for respons ved dag 0, dag 5 og
dag 13, bade ved reaktorforsgk 1 og 2 (se 3.4). Det ble brukt ulike glass med biofilm ved hver
forsgksdag for a unnga at bakterier som senere skulle detekteres hadde tatt skade av UV-lyset.
Biofilm som vokste pa lokket i avfallshoksen under reaktorforsgket ble ogsa detektert ved a
overfgre biofilmen til ett mikroskopglass med en steril podegse. Samme prosedyre ble brukt

ved alle deteksjonsforsgkene (se 3.5.2).
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Resultatene fra UV-synlig spektroskopisk analyse ble behandlet i Microsoft Excel for
Windows (Microsoft Inc.). Gjennomsnitt ble beregnet for verdiene ved responsen fra 10 ulike
pravepunkt ved deteksjon av hver prave. Det ble utfert en variasjonsanalyse for a undersgke
om det var en statistisk signifikant forskjell i responsen fra biofilm ved forsgksdag 0, 5 og 13 i
reaktoforsgk 2 (se 4.6).

3.6 Bildetaking av biofilm
3.6.1 Malet med forsgket

Malet med forsgket var & belyse delmal 4, som gikk ut pa & undersgke muligheten for a ta

bilde av fluorescens fra biofilm ved hjelp av maskinsyn.
3.6.2 Forsgksdesign

Sintef Ocean jobber med maskinsyn i flere prosjekter, inkludert RoboWash prosjektet, og
valg av kamera og annet utstyr ble derfor basert pa tidligere erfaringer fra deres prosjekter.
Biofilm ble avbildet ved reaktorforsgk 2. Det ble tatt bilde av biofilm fra avfallsboksen og
biofilm fra klimakammeret ved forsgksdag 13 (se 4.2.2). Biofilm fra avfallsboksen i
reaktorsystemet ble overfart til et mikroskopglass fer avbildning. Bildene ble tatt med preaven
liggende under UV-LED lampen med lyset pa for & kunne ta bilde av responsen til biofilmen.
Det ble tatt bilde med et Point Grey Grasshopper3 kamera (Model GS3-U3-23S6M) med en
Edmund Optics linse (35 mm focal length, 67716, USA) (se figur 3.9). Biofilm fra
klimakammeret ble avbildet med et 330 nm filter (Edmund Optics, USA) som stengte ute lys
under 330 nm, og biofilm fra avfallsboksen ble avbildet med et UG-1 filter (Schott, England)
egnet for avbildning i bglgelengdeomradet mellom 300 og 400 nm. Prgveglassene ble avbildet
med sterste blenderapning (F1.65) og med en eksponeringstid pa 1 sekund, og med maksimal
gain (16dB) pa bildebrikken. Bildene ble tatt i 12-bit.

Figur 3.9 Bildetaking av biofilm fra avfallsboksen (kameraet som ble brukt er vist til venstre i
figuren)
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Det ble ogsa forsgkt a ta bilder nar to UV-LED emittere (RayVio Corporation, USA) med 280
nm var festet i boksen slik at de lyste pa biofilmen. Emitterne var koblet til en spenningskilde
slik at lysstyrken kunne justeres ved bruk av samme bglgelengde (280 nm). Dette ble gjort for

a undersgke om responsen ble sterkere hvis styrken pa lyset gkte.
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4. Resultater

| dette kapittelet presenteres resultatene som sammen skal belyse oppgavens hovedmal og
delmal. Resultatene er hovedsakelig presentert i tabeller og grafer med tilhgrende
beskrivelser. Kapitelet presenterer resultatene fra identifiseringen, der malet var a undersgke
bakteriearter som er tilstede etter rengjgring og desinfisering i en representativ
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk. Deretter presenteres resultatene fra reaktorforsgk 1
og 2, der malet var a undersgke om bakteriepragver fra en representativ fiskeforedlingsbedrift
for salmonid fisk danner biofilm under simulerte forhold pa laboratorium. Resultatene fra
deteksjon med UV-synlig spektroskopi er lagt frem for & kunne vurdere om biofilm dyrket
med bakterieprgver fra en representativ fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk kan detekteres
ved hjelp av UV-lys. Resultatene er presentert i grafer som viser responsen til tryptofan
opplest i vann, en sammenligning av biofilm-responsene ved dag 0, dag 5 og dag 13, samt en
graf som viser respons for biofilm fra avfallsboksen i reaktorsystemet. Det ble ogsa utfart en
en-faktor variansanalyse for & undersgke om det er en signifikant forskijell i biofilm-
responsene ved dag 0, dag 5 og dag 13. Til slutt presenteres resultatene fra bildetakning av

biofilm for & kunne vurdere muligheten for deteksjon av biofilm med maskinsyn.

4.1 Identifisering

Isolater fra prave S9B, som ble tatt i neerheten av fiskerester fra salmonid fisk under et
transportband, ble identifisert. Tabell 4.1 viser at 9 isolater fra prove S9B (S9B1-S9B9) ble
identifisert ved bruk av BIOLOG MicroLog ID System. Artene ble identifisert etter 24 timer.
Resultatene viser at 8 av 9 isolater (88,89 %) ble identifisert som arter av Pseudomonas spp.,
mens ett isolat (11,11 %) ble identifisert som Acinetobacter schindleri. PROB viser estimert
sannsynlighet for en identifikasjon og SIM viser likhetsverdien. Likhetsverdien brukes til a
vurdere hvor godt en prgve er identifisert. En SIM-verdi pa 1 er en perfekt match, mens en

verdi pa null indikerer at det ikke er noen match mellom prgven og bakterieartene i databasen.
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Prave Bakterieart (1D) PROB SIM

S9B1 Pseudomonas fragi 0.646 0.646
S9B2 Pseudomonas plecoglossicida 0.839 0.560
S9B3 Pseudomonas plecoglossicida 0.617 0.617
S9B4 Pseudomonas fluorescens 0.603 0.603
S9B5 Pseudomonas lundensis 0.660 0.660
S9B6 Acinetobacter schindleri 0.734 0.734
S9B7 Pseudomonas plecoglossicida 0.885 0.584
S9B8 Pseudomonas fluorescens 0.575 0.575
S9B9 Pseudomonas lundensis 0.631 0.631

Tabell 4.1 Resultater fra identifisering med BIOLOG MicroLog ID System. Tabellen viser
prevenummer (prgvested og isolat), pavist bakterieart (bakterieartsidentifikasjon), PROB

(sannsynlighetsverdien for riktig ID) og SIM (likhetsverdi).

Ved avlesning i RetroSpect software (BIOLOG) foreslar programmet totalt 4 mulige ID for
hver prave. De fire forslagene er rangert etter PROB og SIM, der forslag 1 har hgyest PROB
og SIM. Bakterieartene i tabell 4.1 er hentet fra forslag 1, som vil si at artene ble rangert som

mest sannsynlig blant de 4 forslagene.

Ved vurdering av resultatenes palitelighet regnes forslag 1 som sannsynlig dersom de 3 andre
rangerte artene er av samme slekt som forslag 1, samtidig som SIM for forslag 1 er stgrre enn
5. For prgvene som ble identifisert som Pseudomonas (S9B1-S9B5 + SOB7-S9B9) var alle de
foreslatte artene i slekten Psuedomonas, og for prgven som ble identifisert som Acinetobacter
(S9B6) var alle de foreslatte artene i slekten Acinetobacter. Tabell 4.1 viser ogsa at SIM var
hayere enn 5 for alle pravene. Resultatene kan derfor vurderes som palitelige, og isolatene
tilhgrer mest sannsynlig slektene Pseudomonas og Acenitobacter.
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4.2 Dyrking av biofilm i reaktor
4.2.1 Reaktorforsgk 1

Figur 4.1 viser praveglassene ved forsgksdag 0, som vil si dagen reaktorforsgket startet. Pa
dette tidspunktet var glassene nettopp podet med bakteriepraver og det var derfor ingen synlig
vekst pa glassene. Biofilm ble observert visuelt ved forsgksdag 5 (figur 4.2). Ved dag 5 hadde
glassplatene et gjennomsiktig belegg som hovedsakelig var sentrert pa den nederste delen av
glassene. Ved forsgksdag 13 ble det observert en starre mengde biofilm pa glassene,
sammenlignet med dag 5 (figur 4.3). Veksten var sentrert rundt omradene der mediet hadde

truffet glassene. Det ble fremdeles observert mest vekst ved nederste del av glassene.

Figur 4.2 Prgveglass med biofilm ved dag 5

Figur 4.3 Praveglass med biofilm dag 13
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4.2.2 Reaktorforsgk 2

Ved reaktorforsgk 2 var de visuelle observasjonene naermest identiske med observasjonene
som fant sted i forsgk 1. Figur 4.4 viser prgveglassene ved forsgksdag 0 uten biofilmvekst.
Figur 4.5 viser at det ble observert biofilm ved dag 5. Glassplatene hadde ogsa her et
gjennomsiktig belegg som hovedsakelig var sentrert pa den nederste delen av glassene. Figur

4.6 viser biofilm som ble observert ved dag 13, der biofilm var synlig i samme omrader som

ble observert ved dag 13 i reaktorforsek 1.

Figur 4.4 Proveglass ved dag 0 Figur 4.5 Proveglass med biofilm ved dag 5

Figur 4.6 Preveglass med biofilm ved dag 13

Ved reaktorforsgk 2 ble det ogsa observert et lag med biofilm pa lokket i avfallsboksen.
Denne biofilmen var mye tykkere en biofilmenen som ble dyrket i klimakamrene (se figur
4.7). Biofilmen ble overfart til mikroskopglass og testet for respons med UV-synlig
spekroskopi (se 4.3.3), i likhet med biofilmen fremdyrket i klimakammeret ved reaktorforsgk
2 (se .4.3.2)
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Figur 4.7 Biofilm fra avfallsboksen i reaktorsystemet overfgrt til mikroskopglass
4.3 Deteksjon av biofilm ved hjelp av UV-synlig spektroskopi

For & kunne vurdere om biofilm kan detekteres ved hjelp av UV-synlig spektroskopi var det
gnskelig a undersgke om biofilm utsendte respons i det spektrale omradet der tryptofan er
kjent for & utsende fluorescens. Tryptofan er som nevnt i litteraturstudiet kjent for & utsende
sterkest fluorescens i bakterier, med maksimal fluorescens rundt 350 nm ved 280 nm
eksitasjon (se 2.7.3.1). Med bakgrunn i det teoretiske grunnlaget ble en
eksitasjonsbglgelengde pa 280 nm brukt ved deteksjon av alle pravene. Resultatene som
legges frem omfatter deteksjon av tryptofan opplest i vann, biofilm ved dag 0, dag 5 og dag
13, samt deteksjon av bioifilm fra avfallsboksen i reaktorsystemet. Pa grunn av
spektroskopiske malefeil ble det valgt & se bort ifra resultatene fra deteksjonen av biofilm
dyrket ved reaktorforsgk 1. Resultatene for deteksjon av biofilm omfatter derfor biofilm som

ble dyrket frem i reaktorforsgk 2.

Respons vil i dette delkapittelet referere til lysintensiteten eller mengden lys som sendes ut av
den aktuelle praven i et bestemt bglgelengdeomrade ved eksitasjon. Det er viktig a presisere
at responsen kan omfatte bade refleksjon og fluorescens. | omradene rundt
eksitasjonsbglgelengden (280 nm) vil responsen mest sannsynlig omfatte refleksjon av
eksitasjonslyset fra overflaten, og ikke fluorescens. Variasjoner i responsen i dette omradet
kan imidlertid gi informasjon om mengde absorbert lys. Det er derfor valgt & hovedsakelig
presentere resultatene i det spektrale omradet mellom 280 og 380 nm, i stedet for a kun se pa

det forventede fluorescensomradet for tryptofan.
4.3.1 Deteksjon av tryptofan opplgst i vann

Figur 4.8 viser responsen fra praven med tryptofan opplgst i vann. Grafen viser en respons i

omradet mellom 310 og 350 nm, der hgyeste respons ligger i omradet rundt 330 nm.
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Figur 4.8 Respons for tryptofan opplgst i vann i det spektrale omradet mellom 280 og 380 nm

4.3.2 Deteksjon av biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13

Grafen i figur 4.9 viser samlede resultater for respons fra biofilm ved dag 0 (oransje), dag 5
(bl3) og dag 13 (grenn). Resultatene viser ikke tegn til respons i omradet der tryptofan er kjent
for & utsende fluorescens ved noen av dagene. Grafen viser likevel ulike amplituder ved de
ulike dagene. Kurven for dag 0 har hgyest amplitude, mens kurvene for dag 5 og 13 har en del
lavere amplituder. Dette kan skyldes en stgrre grad av absorbsjon av lys i biofilmen ved dag 5
og dag 13. Den hgye amplituden i kurven for dag O kan skyldes en starre grad av refleksjon av
lys fra mikroskopglasset. Det er viktig & presisere at det er brukt tre glass med prgver, og at en
ulikhet i responsene ogsa kan skyldes variasjoner i pravene.

- Biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13
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—dag 13

1,00E+05

5,00E+04

0,00£+00
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Figur 4.9 Respons for biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13
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Figur 4.10 viser et utsnitt av det spektrale omrade mellom 300 og 350 nm med respons fra

biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13. Resultatene viser en krysning av responsene fra biofilm

ved dag 13 (grenn) og dag 0 (oransje) ved ca. 325 nm, der responsen fra dag 13 gar fra a veere

lavest av de to til & veere hgyest. Dette kan skyldes en liten respons fra biofilm fra dag 13 i

omradet, men responsen er svert liten.
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Figur 4.10 Utsnitt av spektralt omrade (300-350 nm) fra biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13

Det ble ogsa utfgrt en en-faktor variansanalyse for & undersgke om det er en statistisk
signifikant forskjell i responsen ved de ulike dagene (se figur 4.11). Variansanalysen ble
utfart med o = 0,05 i det spektrale omradet mellom 280 og 330 nm. Spektralt omrade ble
valgt ut i fra at verdiene for de tre responsene var nermest like i omradene etter 330 nm. P-
verdien ble beregnet til 2,892E-07 og er derfor mye lavere enn a=0,05. Resultatene viser
derfor en Klar statistisk signifikant forskjell mellom responsen ved de ulike dagene i det
spektrale omradet mellom 280 og 330 nm. Dette vil si at responsen pavirkes av antall

forsgksdager.
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Variansanalyse: en-faktor

SAMMENDRAG

Grupper Antall Sum Gjennomsnitt  Varians
null 109 7036073,36 64551,1317 7729468357
fem 109 2412408,63 22132,1893 688085530
tretten 109 3599497,59 33022,9137 1640962695

Variansanalyse

‘ariasjonskild SK fg GK F P-verdi F-krit begrenset 280 til 330 nm
Mellom grug  1,058E+11 2 5,2901E+10 15,7780889 2,8917E-07 3,0236026

Innenfor gru 1,0863E+12 324 3352838861

Totalt 1,1921E+12 326

Figur 4.11 Variansanalyse for responsen fra biofilm ved forsgksdag 0, 5 og 13

4.3.3 Deteksjon av biofilm fra avfallsboksen i reaktorsystemet

Det ble observert et tykt lag med biofilm pa lokket i avfallsboksen i reaktorsystemet. Det ble
vurdert som interessant a undersgke om denne biofilmen ga en bedre respons enn de andre
biofilmpravene fra klimakammeret. Responsen ble malt ved a overfare biofilm fra
avfallsboksen til et mikroskoppglass. Figur 4.12 viser responsen fra biofilm fra lokket i
avfallshoksen i reaktorforsgket. Figuren viser en respons i omradet mellom 300 og 340 nm,

med hgyeste respons i omradet rundt 320 nm.

Biofilm fra avfallsboks i reaktorsystemet
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Figur 4.12 Respons fra biofilm fra avfallsboksen i reaktorsystemet

4.4 Bildetaking av biofilm
For & undersgke muligheten for & ta bilde av fluorescens fra biofilm ved hjelp av maskinsyn
ble biofilm avbildet under UV-lys med et Point Grey Grasshopper3 kamera (Model GS3-U3-
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23S6M), med en Edmund Optics linse (35 mm focal length, 67716). Det ble tatt bilder av
biofilm ved dag 13 og biofilm fra avfallsboksen. Begge biofilmene var fra reaktorforsgk 2.
Figur 4.13 viser bilde av biofilm fra klimakammeret ved dag 13 i reaktorforsgk 2, tatt med

330 nm filter og behandlet i 8-bit. Bildet viser sveert liten respons og mye stay.

Figur 4.13 Biofilm fra klimakammeret ved dag 13, tatt med et 330 nm filter

Figur 4.14 viser bilde av biofilm fra avfallsboksen, tatt med UG-1 filter. Bildet viser en litt

tydeligere respons enn figur 4.13, men fremdeles sveert lite respons.

Figur 4.14 Bilde av biofilm fra avfallsboksen, tatt med et UG-1 filter

Bildene som ble tatt av biofilmene med to UV-LED emitterene over prgvene ga ingen
tydeligere respons og ble derfor ikke lagt ved i resultatene.
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5. Diskusjon

| dette kapittelet vil resultatene som ble lagt frem i resultatkapitlet bli diskutert naermere.
Resultatene viste at 9 isolater ble identifisert fra preve S9B som var tatt under et
transportband i en fiskeforedlingsbedrift etter rengjering og desinfisering. Isolatene ble
identifisert som arter i slektene Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp. Resultatene fra
reaktorforsgket viste at biofilm ble dannet pa glass inokulert med prgve S9B ved forsgksdag
5. Resultatene fra UV-synlig spektroskopi viste at tryptofan opplest i vann ga respons i
omradet der tryptofan er kjent for a fluorescere, mens biofilmen som var dyrket frem i
klimakammeret viste minimalt med respons i dette omradet. Resultatene viste likevel at
amplitudene i omradet ved eksitasjonsbglgelengden var ulik ved de ulike dagene. Varians-
analysen viste ogsa en statistisk signifikant forskjell i responsen fra dag 0, dag 5 og dag 13.
Resultatene for responsen fra biofilmen fra avfallsboksen viste en respons i omradet for
tryptofan fluorescens. Resultatene fra bildetakingen viste sveert lite respons, bade ved
avbilding av biofilm fra klimakammeret ved dag 13 og ved avbilding av biofilm fra

avfallsboksen.

5.1 Identifisering

Delmal 1 (se 1.3) ble belyst ved a identifisere prgve S9B, som ble tatt etter rengjgring og
desinfisering i en fiskeforedlingsbedift for salmonid fisk i Midt-Norge. Prgven ble tatt i et
fuktig produksjonsmilje ved 10 °C, pa et omrade i naerheten av fiskerester fra salmonid fisk
under ett transportband (se 3.1 og 3.3.3). 9 isolater fra prgve S9B ble identifisert med
BIOLOG MicroLog ID System. Resultatene viste at 8 av 9 isolater fra preven ble identifisert
som Pseudomonas spp. (88,89 %), mens det siste isolatet ble identifisert som Acinetobacter
schindleri (11,11 %).

Langsrud et al. undersgkte mikrobiotaen pa transportband i tre norske
lakseforedlingsbedrifter, og fant at Pseudomonas spp., etterfulgt av Acinetobacter spp. og
Serratia spp. dominerte etter rengjering og desinfisering (Langsrud et al., 2016). Funnene
samsvarer med at Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp ble identifisert fra prgve S9B som
ogsa ble tatt etter rengjering og desinfisering under et transportband. Serratia spp. ble ikke
pavist i prave S9B. Det er viktig & poengtere at prave S9B ble tatt med svabermetoden pa et
relativt lite omrade (10 x 10), og at resultatene kun gir begrenset med informasjon om et
spesifikt omrade i fiskeforedlingsbedriften. Det ma ogsa poengteres at prave S9B ble tatt i et
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omrade under et transportband, og ikke pa selve bandet. Det kan derfor ikke utelukkes at

Serratia spp. var tilstede pa transportbandene, eller pa andre omrader i bedriften.

| falge Bagge-Ravn et al. domineres mikrobiotaen pa overflater i prosesseringsanlegg for
sjgmat av bakterier fra rdvaren (Bagge-Ravn et al., 2003). Hovda et al fant at Vibrio spp.,
Pseudomonas spp., Janthinobacterium spp., Acinetobacter spp. og Photobacterium
phosphoreumer dominerte i tarmen til Atlantisk laks produsert i Vest-Norge, basert pa
dyrkningsbaserte identifiseringsmetoder (Hovda et al., 2007). Dette stemmer delvis overens
med at Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp. ble isolert fra prave S9B. Vibrio spp.,
Janthinobacterium spp. og Photobacterium phosphoreum ble ikke pavist i prave S9B. Prgve
S9B ble tatt i en bedrift som foredlet fisk fra Midt-Norge, mens Hovde et al. undersgkte
mikrobiotaen i tarm til fisk fra Vest-Norge. Ulikheter i den mikrobielle sammensetningen kan
derfor skyldes miljgmessige ulikheter i det geografiske omradet der fisken er produsert. Dette
kan for eksempel innebare ulikheter i temperatur i luft og sje. | fglge Ringg et al. varierer
bakterielle sammensetningen i fisketarmen ogsa med saltkonsentrasjon i sjg, antibiotika, diett
og ulike komponenter i kostholdet (Ringg et al., 1995). Det kan heller ikke utelukkes at
Vibrio spp., Janthinobacterium spp. og Photobacterium phosphoreum var til stede pa andre
omrader enn der prgve S9B er tatt. Prgve S9B ble tatt pa et relativt lite omrade og
representerer derfor ikke ngdvendigvis den generelle mikrobiotaen i bedriften. Det er ogsa en
mulighet for at artene som ikke ble pavist var tilstede i fisken som ble foredlet, men ikke

dominerer i mikrobiotaen i bedriften.

Resultatene fra identifiseringen stemmer delvis med funnene til Bagge-Ravn et al. som
studerte mikrobiotaen i to foredlingsanlegg for kald-rgkt laks som var produsert i Norge og
Feergyene, og fant at gjeer, Pseudomonas spp., Neisseriaceae, Alcaligenes og Acinetobacter
dominerte etter rengjering og desinfisering (Bagge-Ravn et al., 2003). Selv om gjeer,
Neisseriaceae og Alcaligenes ikke ble identifisert i denne oppgaven kan det ikke utelukkes at
bakteriene var tilstede pa andre overflateomrader i bedriften. Det er heller ikke oppgitt hvor
fiskeforedlingsanleggene var lokalisert. Det geografiske omradet kan ha en effekt pa
mikrobiotaen i bedriften, som fglge av ulike parametere som temperaturforhold i vann og i
sjg. Resultatene fra identifiseringen stemmer delvis med funnene til Maretrg et al. som fant at
arter i slektene Pseudomonas og Shewanella dominerte i produksjonsmiljget etter rengjaring i
to norske fiskeforedlingsbedrifter for atlantisk laks (Maretrg et al., 2016). Selv om
Shewanella ikke ble pavist i prave S9B kan det ikke utelukkes at arter i slekten var tilstede i
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bedriften. Maretrg et al. fant ogsa at 72 og 91 % av prgvene som ble tatt i de to bedriftene ble
identifisert som Pseudomonas spp., noe som stemmer godt overens med at 88,89 % av

isolatene i prgve S9B ble identifisert som Pseudomonas spp.

| studien til Guobjoernsdottir et el. dominerte ogsa Pseudomonas spp., sammen med
Enterobacteriaceae, i en fiskeforedlingsbedrift (Guobjoernsdottir et al., 2005). Det er ukjent
hvor bedriften var lokalisert, og det geografiske omrade kan muligens forklare at
Enterobacteriaceae ble pavist i deres studie, og ikke i prave S9B. Samme studie isolerte
Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp. fra transportband i fiskeforedlingsbedriften. Dette
samsvarer med identifiseringen av Pseudomonas spp. og Acinetobacter fra prgve S9B som
var tatt med svaberprgve i et omrade under et transportband. Av Pseudomonas spp. som ble
funnet i studiet til Guobjoernsdottir et al. var P. putida og P. fluorescens de mest dominerende
artene. Dette stemmer delvis overens med resultatene i denne oppgaven der 2 av 8
Pseudomonas-isolater ble identifisert som P. fluorescens, mens P. putida ikke ble pavist i
prgven. Som nevn stammer ikke preve S9B fra selve transportbandet, men fra et omrade
under bandet. Det kan derfor ikke utelukkes av P. putida var tilstede pa transportbandene i
bedriften.

Pseudomonas spp. isoleres ogsa ofte i annen naeringsmiddelindustri etter vask og
desinfisering (Brightwell et al., 2006, Hultman et al., 2015, Mettler and Carpentier, 1998,
Mgretrg et al., 2013, Stellato et al., 2015). | falge Maretrg et. al indikerer dominansen av
Pseudomoans ssp. etter rengjgring og desinfisering at enkelte arter har gkt evne til a overleve
i produksjonsmiljget (Mgretrg et al., 2016). Dette kan skyldes at Pseudomonas spp. er kjent
som gode biofilmdannere (Heydorn et al., 2000, Moore et al., 2006) Det er ogsa kjent at P.
fluorescens, som ble pavist i to av isolatene, er kjent som en god biofilmdanner (O'Toole and
Kolter, 1998). Pavisning av Acinetobacter spp. kan skyldes at artene er kjent for a vokse ved
et stort spekter av ulike temperaturomrader, har hgy overlevelse pa tarre overflater og er kjent
for & danne biofilm (Doughari et al., 2011).

Pragve S9B, som ifglge resultatene inneholdt 88,89 % Pseudomonas spp., ble tatt i et fuktig
produksjonsmilje ved 10 °C etter rengjgring og desinfisering. Dette samsvarer med at
Pseudomonas ssp. er kjent for & vokse ved lave temperaturer, har lave vekstkrav, trives i
vandige miljger, er resistente mot desinfiserende midler og har god evne til & danne biofilm
(Drenkard and Ausubel, 2002, Moore et al., 2006, Borenstein, 1994). Resultatene statter ogsa
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pastandene om at et fuktig produksjonsmiljo med lave temperaturer pa rundt 12 °C vil
selektere for bakterier som trives ved lave temperaturer, og som har god evne til & overleve
rengjgring gjennom biofilmdannelse eller andre resistente mekanismer (Langsrud et al.,
2016).
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5.2 Dyrking av biofilm i reaktor

Det ble utviklet et reaktorsystem basert pa hovedprinsippene i drip flow reaktoren (DFR)
beskrevet i (Goeres et al., 2009). | likhet med DFR inneholdt reaktorsystemet en beholder
med medium, bakteriepraver inokulert pa mikroskopglass i et lukket system, en pumpe med
slange som overfarte mediet til et pravekammer og en avfallsboks som samlet opp brukt
medium underveis i forsgket. Det som skiller reaktorsystemet benyttet i denne oppgaven fra
DFR er hovedsakelig at det ikke ble brukt et kammer bestaende av fire prgveglass. Det ble i
stedet inokulert bakterieprgver pa to mikroskopglass som ble festet til to metalldeler fiksert

ved hjelp av magneter i prgvekammeret.

Bakterieprgvene som ble inokulert pa mikroskopglassene ble overfart fra bakterieprave S9B.
Med bakgrunn i resultatene fra identifiseringen av prgve S9B kan det antas at Pseudomonas
spp. og Acinetobacter spp. dannet biofilmen som ble fremdyrket i reaktorforsgk 1 og 2. Bade
Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp. er kjent som gode biofilmdannere (Heydorn et al.,
2000, Moore et al., 2006, Doughari et al., 2011) Biofilmdannelse blant bakteriearter i slektene
Pseudomonas og Acinetobacter stemmer overens med funn fra Mgaretrg et al., som i sin studie
fant at Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp. var blant de bakteriene som produserte mest
biofilm, sammen med Citrobacter (Mgretrg et al., 2013). Stammene som ble brukt i studiet
var isolert fra et kjgttslakteri, og biofilmen ble dyrket ved 12 °C. Dyrkningstemperaturen
ligner temperaturen som fant sted i reaktorforsgkene, som var pa 10 °C. Det ma likevel
poengteres at det ikke er isolert praver direkte fra biofilmene i denne oppgaven, og at det
derfor er en usikkerhet knyttet til fordelingen av artene som var tilstede i reaktorforsgkene.
Det er ogsa en risiko for at klimakammeret ble kontaminert ved dag 5, nar kammeret ble apnet
for & hente ut det ene proveglasset til UV-synlig spektroskopisk analyse. Det ansees likevel
ikke som sannsynlig, da glasset ble tatt ut med sterile hansker, og kammeret ble lukket igjen

etter noen sekunder.

For & simulere produksjonsforholdene i fiskeforedlingsbedriften ble prgveglassene staende
ved 10 °C, hvor det ble dryppet medium i et lukket klimakammer uten lufting for & oppna et
fuktig milje. For & simulere produksjonsforholdene med 8 timer stopp i produksjon, stoppet
tilfgrselen av neering i 8 timer hver dag. Det ble brukt et generelt medium som neering, for
ikke & favorisere for enkelte arter. Det ble tilfgrt 0,25 dl medium per time pa hver prgve nar
tilfgrselen pagikk. Biofilmen ble dyrket pa glass fordi det var gnskelig & detektere biofilm pa

glass med UV-synlig spektroskopi for & minimere stgy (se 5.3).
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Resultatene viste at det ble observert biofilm visuelt ved dag 5, ved reaktorforsgk 1 og 2.
Glassene hadde da et slimlag nederst pa glassene. Ved dag 13 ble det observert en starre
mengde biofilm, bade pa nederste del av glasset og rundt omradene der mediet hadde truffet
glassene. Dette kan tyde pa at bakteriene pa midten av glasset ikke har rukket a feste seg far

mediet begynte & dryppe, og dermed har rent med mediet til nederste del av glasset.

En begrensning ved bruk av reaktorsystemet utviklet i denne oppgaven var at et begrenset
antall prgver kunne dyrkes. Det tok ogsa relativt lang tid (5 dager) far biofilm ble observert i
hvert av forsgkene. Dette kan komme av at for fa bakterier ble inokulert pa glassene ved
forsgkets oppstart. Det kunne derfor veert hensiktsmessig a standardisere bakteriemengden
som ble inokulert i forsgket, for sa & kunne gke mengden bakterier ved neste forsgk. Treg
biofilmdannelse kan ogsa skyldes andre forhold, som for eksempel at prevene sto uten
tilfarsel av vann og neering i 8 timer hver dag fra farste forsgksdag. Arter i slekten
Pseudomonas er kjent som typiske vannbakterier (Borenstein, 1994), og det er derfor en
mulighet for at miljget ikke har veert gunstig for arter i denne slekten. Acinetobacter spp. er

derimot kjent for & ha hgy overlevelse pa tarre overflater (Doughari et al., 2011).

Det er ogsa en mulighet for at bakteriene ikke rakk a feste seg til glassene far tilfarselen av
mediet startet. Som nevnt i litteraturstudiet (se 2.1) er den farste fasen den mest kritiske i
biofilmutviklingen. | startfasen, nar bakteriene interagere med overflaten, kan cellene fjernes
relativt lett (Chapman, 2015). Med utgangspunkt i denne teorien er det en mulighet for at en
del av bakteriecellene kan ha blitt fjernet nar tilfgrselen av mediet startet. | faglge Chapman
oppstar den stabile kontakten farst nar cellene begynner & produsere EPS (Chapman, 2015).
Det er derfor en mulighet for at bakteriecellene ikke har rukket a produsere EPS far mediet
begynte a dryppe over glassene. | falge Watnick og Kolter starter produksjonen av EPS nar
bakteriepopulasjonen har gkt til et bestemt antall (Watnick and Kolter, 2000). Det kunne
derfor veert hensiktsmessig a la glassene fa ligge lengre enn 20 minutter etter inokulering.
Bakteriepraven kunne ogsa vaert inkubert i buljongen en stund far forsgkets oppstart for a gke

mengden bakterier fra forsgksstart.

Det er kjent at materialet som utgjar overflaten biofilmen vokser pa pavirker
biofilmdannelsen og hvordan bakteriene fester seg til overflaten (Srey et al., 2013). Glass er
en foretrukken matkontaktflate i industrien pa grunn av sin harde og glatte overflate som lett
lar seg rengjere (Dunsmore et al., 1981). Prave S9B ble hentet fra en overflate av rustfritt stal,

39



og det kan derfor veere at biofilmen hadde hatt lettere for & utvikle seg pa en slik overflate
som er ruere enn glass.

Malet med forsgket var & undersgke om bakteriepraver fra en representativ
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk danner biofilm under simulerte forhold pa
laboratorium. Det ble observert et slimlag pa glassene fra dag 5 i reaktorforsgk 1 og 2. Med
utgangspunkt i resultatene fra identifiseringen kan det konkluderes med at biofilm som mest
sannsynlig besto av enten Pseudomonas spp. og/eller Acinetobacter spp. dannet biofilm under

simulerte forhold pa laboratorium.

5.3 Deteksjon av biofilm ved hjelp av UV-synlig spektroskopi

For & belyse delmal 3 (se 1.3) ble UV-synlig spektroskopi brukt for a detektere fluorescens i
biofilm. Som nevnt i litteraturstudiet kan tryptofan brukes som en indikator pa biofilmvekst,
og er kjent for & utsende den mest intense fluorescensen i bakterier, ved maksimal fluorescens
ved 350 nm ved 280 nm eksitasjon (se 2.7.3.1). Med bakgrunn i denne teorien ble en UV-
LED lampe med bglgelengde pa 280 nm benyttet ved eksitasjon av alle prevene. Det er ogsa
kjent at tyrosin og fenylalanin kan eksitere og utsende fluorescens i narliggende omrader som
tryptofan, men at fluorescens ved 280 nm eksitasjon hovedsakelig skyldes tryptofan (se
2.7.3.1). Det antas derfor at responsen fra biofilm detektert med UV-LED lampe pa 280 nm
hovedsakelig stammer fra tryptofan, men at responsen ogsa kan skyldes utsendt fluorescens

fra tyrosin og fenylalanin.

5.3.1 Deteksjon av tryptofan opplgst i vann

Responsen for tryptofan-fluorescens ble demonstrert ved & male responsen til tryptofan
opplast i vann (1 g/ml) som var strgket ut pa et mikroskopglass. Resultatene viste en respons i
omradet mellom 310 og 350 nm, med hgyeste respons i omradet rundt 330 nm. Resultatene
ligger derfor noe lavere enn 350 nm, som er det bglgelengdeomradet tryptofan er kjent for a
utsende sterkest fluorescens ved 280 nm eksitasjon (Angell et al., 1993, Ammor, 2007,
Fischer et al., 2015, Fischer et al., 2012). Resultatene samsvarer likevel med resultatene til
Hill et al., som fant at tryptofan opplast i vann (1 g/ml) utsendte sterkest fluorescens i
omradene mellom 330 og 350 nm ved 280 nm eksitasjon. Resultatene demonstrerer dermed at
tryptofan-fluorescens kan detekteres ved hjelp av utstyret som ble brukt ved UV-synlig

spektroskopi i denne oppgaven.
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5.3.2 Deteksjon av biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13

Mikroskopglass med biofilm fra reaktorforsgket ble testet for respons ved dag 0, dag 5 og dag
13. Det ble brukt tre ulike glass med prgver, ett glass med inokulert bakteriesuspensjon ved
dag O (farste forsgksdag), og to glass med fremdyrket biofilm fra klimakammeret. Det ene
praveglasset ble hentet ut til deteksjon ved forsgksdag 5 og det andre ble hentet ut ved
forsgksdag 13.

Resultatene for respons fra biofilm ved forsgksdag 0, 5 og 13 (figur 4.9) viste ingen gkning i
respons mellom 310 og 350 nm, og dermed ingen tegn til respons i det forventede omradet for
tryptofan-fluorescens som ble demonstrert i 5.3.1 og figur 4.8. Graf 4.10 viste en antydning til
gkt respons rundt 325 nm for biofilm fra dag 13, men denne antydningen var sveert liten. Den
minimale responsen fra biofilm ved forsgksdag 0, 5 og 13 kan skyldes ulike arsaker. | fglge
Lakowicz og Hill et al. kan det forekomme endringer i emisjonsspekteret som faglge av at
fluorescensen fra tryptofan er sveert sensitiv ovenfor sitt neerliggende miljg (Lakowicz, 2006a,
Hill et al., 2009). Faktorer som kan spille inn er blant annet mengden intracellulzrt vann, pH,
og veeskeinnhold i praven (Lakowicz, 2006a, Hill et al., 2009). Vekstmediet er ogsa kjent for
a kunne pavirke utsendelsen av fluorescens i bakterieprgver (Cheng et al., 1999, Hill et al.,
1999, Pan et al., 1999). Siden fluorescensen ser ut til & vare fravaerende i alle pravene kan det
antas at dette skyldes at nerliggende molekyler kan ha slukket fluorescensen fra tryptofan
(Lakowicz, 2006a). | falge Determann et al. og Fisher et. al korrelerer ogsa styrken pa
fluorescens fra tryptofan med antall bakterieceller (Determann et al., 1998, Fischer et al.,
2015), og det kan derfor ha veert for fa bakterieceller til stede i pravene. Det er ogsa en
mulighet for at utstyret som ble brukt hadde en begrenset falsomhet. Det er derfor mulig at et

annet oppsett kunne oppfattet en respons, men denne responsen ville veert sveert liten.

Kurvene i graf 4.9 som viser responsen ved dag 0, dag 5 og dag 13 viser en relativt lik fasong
pa kurvene, men ulike amplituder. Amplituden er hgyest ved dag 0, og lavest ved dag 5.
Ulikheter i amplitudene kan skyldes at noe av lyset er absorbert av bakteriene i prgvene.
Prave 0 har ferrest bakterier pa glasset og hayeste amplitude. Dette kan stemme med at fa
bakterier har absorbert lys fra UV-LED lampen, og at mye av lyset skyldes refleksjon fra
glasset. Amplituden for responsen ved dag 5 er lavere enn for dag 0, noe som kan stemme
dersom lysabsorpsjonen korrelerte med antall bakterieceller. Dette stemmer likevel ikke
overens med amplituden ved dag 13, fordi denne er hgyere enn amplituden for dag 5. Dersom
absorbsjonen korrelerte med antall bakterier ville det veert logisk om amplituden for dag 13
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var lavest, som fglge av et hayere antall bakterieceller. En arsak til at amplituden for dag 13
var hgyere enn amplituden ved dag 5 kan veere at biofilmen ved dag 13 har utviklet ulike
dispersjonsteknikker (se 2.1), og at bakterieceller derfor har lgsnet fra biofilmen. Dette er
likevel ikke sannsynlig, ut i fra figur 4.5 og 4.6 som tydelig viser at det er mer biofilm pa
glassene ved dag 13, sammenlignet med dag 5. En annen forklaring kan veere at biofilmen har
utviklet seg over lengre tid og dermed inneholder mer EPS (se 2.1). Det er mulig at bakteriene
absorberer mindre lys som fglge av at bakteriene er omfavnet av et tykkere lag av den
beskyttende EPS-matriksen.

Det er likevel tydelig at prgvene med biofilm har lavere amplituder enn prgven fra dag 0, og
at det er en variasjon mellom de ulike responsene. Dette ble bekreftet ved a utfgre en
variansanalyse som viste at det er en statistisk signifikant forskjell i responsen ved de ulike
dagene (se 4.11). Dette kan tyde pa en absorpsjon av lys nar biofilm er tilstede. Resultatene
kan derfor antyde at absorpsjon i biofilm kan gi en indikasjon pa biofilmvekst ved deteksjon
med UV-lys.

Det ma likevel tilfayes at ulikheter i amplitudene ogsa kan skyldes andre arsaker. Dette kan
skyldes varierende mengde biofilm pa punktene pa glassene og noe refleksjon fra
mikroskopglassene. Variasjoner i lysintensiteten fra LED-lampen kan ogsa ha pavirket
resultatene. Som nevnt tidligere kan eventuelle begrensninger i utstyrets fglsomhet ogsa hatt
en innvirkning pa malt respons. Det er derfor muligheter for at et annet oppsett kunne malt en

respons i omradet for tryptofan-fluorescens, men denne ville uansett vert sveert liten.

5.3.3 Deteksjon av biofilm fra avfallsboksen i reaktorsystemet

Det ble observert vekst av biofilm pa lokket i avfallsboksen i reaktorsystemet ved dag 13 i
reaktorforsgk 2. Siden forsgksoppsettet var et lukket system er det rimelig a anta at bakteriene
i avfallsboksen stammet fra avrenning fra bakteriene som ble inokulert pa prgveglassene, og
bakterier som har lgsnet fra biofilmen etter hvert som den har vokst. Biofilmen pa lokket i
avfallsboksen var relativt tykk sammenlignet med biofilmen som ble fremdyrket i
klimakammeret (se figur 4.7). Ut i fra den visuelle observasjonen ble det vurdert som
sannsynlig at biofilmen inneholdt flere bakterieceller enn de andre prevene. Ut i fra teorien
om at styrken pa tryptofan-fluorescensen korrelerer med antall bakterieceller (Determann et

al., 1998, Fischer et al., 2015), ble det vurdert som interessant & undersgke responsen til

42



biofilmen fra avfallshoksen. Biofilm fra avfallshoksen ble derfor overfart til et

mikroskopglass slik at responsen kunne males.

Resultatene for responsen fra biofilm fra avfallsboksen viste en respons i omradet mellom 300
0g 340 nm, med hgyeste respons i omradet rundt 320 nm (se figur 4.12). Dette tyder pa en
utsendelse av fluorescens i naerheten av omradene der tryptofan er kjent for a fluoriscere, som
demontrert i 5.3.1. Responsen kan ogsa skyldes tyrosin som er kjent for & utsende fluorescens
i omrader rundt 300 nm (Ammor, 2007).

Resultatene stemmer overens med resultatene til Hill et al. som viste at Pseudomonas
fluorescens utsendte fluorescens i omradet rundt 330 nm ved 280 nm eksitasjon, med en
tydelig gkning i respons i omradene mellom 300 nm og 350 nm (Hill et al., 2009). Resultatene
er spesielt sammenlignbare med utgangspunkt i at 2 av 9 isolater fra praven som ble brukt i
reaktorforsgket ble identifisert som P. fluorescens (se tabell 4.1). Resultatene kan ogsa
sammenlignes med funnene til Dalterio et al. som fant at P. fluorescens utsendte sterk
fluorescens i omradet mellom 330-340 nm ved 290 nm eksitasjon og knyttet dette il

fluorescens fra tryptofan i proteiner (Dalterio et al., 1986).

Determann et al. kom ogsa frem til lignende resultater ved & undersgke emisjons- og
eksitasjonsspekteret ved tryptofan-fluorescens i 22 ulike marine bakteriearter. Maksimal
fluorescens ble malt ved 340 nm ved 280 nm eksitasjon (Determann et al., 1998). Resultatene
samsvarer ogsa delvis med resultatene til Angell et al. som detekterte tryptofan-fluorescens i
biofilm av Vibrio harveyi pa rustfrie stalkuponger, og malte utsendt fluorescens i omradet
rundt 340 nm ved 290 nm eksitasjon (Angell et al., 1993).

Resultatene for deteksjonen av biofilm fra avfallsboksen viste at biofilmen utsendte
fluorescens. Det er viktig & poengtere at denne biofilmen var veldig tykk og velutviklet. En
deteksjon pa et slikt utviklingsstadium hadde ikke vaert hensiktsmessig i en industriell setting
med tanke pa det hgye antallet bakterier. Biofilmen hadde ogsa vert i kontakt med sveert mye
nering fra buljongen i avfallsboksen, og biofilmen er derfor ikke representativ for biofilm

som vokser pa overflater i produksjonen med minimalt med neering.
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5.3.4 Samlet diskusjon for deteksjon av biofilm

Tryptofan opplest i vann utsendte fluorescens, og demonstrerte derfor at det var mulig &
detektere tryptofan-fluorescens med oppsettet som ble brukt i denne oppgaven. Biofilm dyrket
i klimakammeret ga derimot ingen tydelige tegn til fluorescens, noe som kan skyldes at det
var for fa bakterieceller tilstede i pravene. Kurvene for responsen ved dag 0, dag 5 og dag 13
var sveert like og hadde en lik karakteristikk. Amplitudene var likevel forskjellige for de tre
prgvene, noe som kan skyldes noe absorbsjon i pravene. Variansanalysen bekreftet ogsa at det

var en statistisk signifikant forskjell i responsen ved forsgksdag 0, 5 og 13.

Resultatene som viste at biofilmen fra avfallsboksen ga respons, i motsetning til biofilmen
dyrket i klimakammeret, kan ha en sammenheng med mengden bakterier som var tilstede.
Figur 4.7 viser at biofilmen fra avfallsboksen var mye tykke og sannsynligvis besto av langt
flere bakterier enn de andre prgvene. Dette kan stemme overens med teorien om at styrken pa
tryptofan-fluorescensen korrelerer med antall bakterieceller (Determann et al., 1998, Fischer
etal., 2015).

Ut ifra de samlede resultatene fra deteksjonen kan det vurderes som sannsynlig at det er en
sammenheng mellom fluorescens-responsen og antall bakterieceller som er tilstede. Det kan
ogsa se ut til at antallet bakterieceller ma vere over et gitt niva, og at biofilmen ma vare like
godt utviklet som biofilmen fra avfallsboksen for & oppna en deteksjon av fluorescensen.
Biofilm pa et slikt utviklingsstadium ville for lengst veert uakseptabelt i en industriell setting,
og det vil derfor ikke vare behov for deteksjon pa et slikt utviklingsstadium. Hensikten med a
benytte UV-lys til tidlig deteksjon av biofilm faller ogsa bort. Det er likevel mulig at et annet
utstyr kan gi en tidligere deteksjon, men ut ifra resultatene i denne oppgaven ansees det ikke
som sannsynlig & kunne detektere biofilm ved hjelp av fluorescens og UV-lys.

5.4 Bildetaking av biofilm

For & belyse delmal 4 (se 1.3) ble biofilm avbildet ved dag 13 i reaktorforsgk 2. Det var
gnskelig a undersgke om maskinsyn kunne benytte ved hjelp av et kamera og filter, i
kombinasjon med digital bildebehandling for & detektere biofilm pa overflate. Det ble tatt
bilder av fremdyrket biofilm fra klimakammeret og biofilm fra avfallsboksen i
reaktorsystemet. Det ble brukt et Point Grey Grasshopper3 kamera (Model GS3-U3-23S6M)

med to ulike filter for & undersgke om fluorescens i biofilm kunne la seg avbilde. Valg av
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kamera og annet utstyr ble basert pa Sintef Oceans tidligere erfaringer med maskinsyn i ulike

prosjekter.

Ved avbildning av den fremdyrkede biofilmen fra klimakammeret ble det brukt et 330 nm
filter. Dette filteret ble brukt for & stenge ute responsen fra lys med bglgelengder under 330
nm, og for & fa en tydeligere respons av utsendt lys ved bglgelengder over 330 nm. Bildet
gverst til venstre i figur 5.1 viser sveert lite respons fra denne biofilmen. Det skyldes mest
sannsynlig at denne biofilmen ikke viste tegn til respons ved 330 nm og utover ved deteksjon
med UV-synlig spektroskopi (se nederste bilde i figur 5.1). Det er derfor ikke overraskende at
responsen i dette tilfellet var minimal. Figur 5.1 viser at bildet som ble tatt ved
bildetakingsforsgket ga sa lite respons at et vanlig foto i synlig lys, vist gverst til hgyre i

figuren, gir et bedre bilde av biofilmen.

Biofilm ved dag 0, dag 5 og dag 13

~—dag 0
150E+05 —dag 5
—dag 13

Relativ lysintensitet

280 290 300 310 320 330 340 350
Bolgelengde (nm)

Figur 5.1 Oversikt over resultatene fra bildetakingen, reaktorforsgket og UV-synlig
spektroskopi (grenn) for biofilm fremdyrket i klimakammeret ved forsgksdag 13

Det ble ogsa tatt bilder av biofilmen fra avfallboksen for & se om denne ga en tydeligere
respons, som fglge av at biofilmen var tykkere. Biofilmen ble overfart til et mikroskopglass
far bildetakningen. Bildene av denne biofilmen ble tatt med et UG-1 filter egnet for
bildetaking i omradene mellom 300 og 400 nm. Bildet gverst til venstre i figur 5.2 viser en

sveert svak respons for denne biofilmen. Responsen er likevel noe tydeligere enn responsen
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fra biofilmen fra klimakammeret som er vist i figur 5.1. Dette skyldes mest sannsynlig at
biofilmen fra avfallsboksen viste en respons i bglgelengdeomradet mellom 300 og 340 nm
ved deteksjon med UV-synlig spektroskopi (se nederste bilde i figur 5.2). Det var likevel
forventet a fa en bedre respons ved avbildningen, ut ifra resultatene fra UV-deteksjonen. |
likhet med figur 5.1 viser figur 5.2 at bildet som ble tatt ved bildetakingsforsgket ga sa lite
respons at et vanlig foto i synlig lys, vist gverst til hgyre i figuren, gir et bedre bilde av

biofilmen.

Biofilm fra avfallsboks i reaktorsystemet

1200

=
o
o
o

800
600
400
200 J
0
280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Bglgelengde (nm)

Relativ lysintensitet

Figur 5.2 Oversikt over resultatene fra bildetakingen, reaktorforsgket og UV-synlig

spektroskopi for biofilm fremdyrket i avfallsboksen i reaktorsystemet

Det ble ogsa forsgkt & avhilde biofilmene nar 2 UV-led emittere var festet i boksen slik at de
lyste pa biofilmen. Emitterne var koblet til en spenningskilde slik at lysstyrken kunne justeres
ved bruk av samme bglgelengde (280 nm). Dette ble gjort for & undersgke om responsen ble
sterkere hvis styrken pa lyset gkte. Dette ga dessverre ikke noe bedre eller tydeligere respons.
Den generelt beskjedne responsen ved avbildningen kan skyldes at linsen eller sensoren

blokkerer noe av lyset.
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Bildetakning i UV, spesielt ned under 350 nm, er utfordrende siden absorbsjonen i disse
balgelengdene er store i mange typer coating og materialer. Det var gnskelig & oppna en viss
respons som var nok til & overdgve stayen, men dette lot seg ikke gjere. En arsak til dette kan
veere at beskyttelsesglasset som sitter foran kamera kan ha en viss absorbsjon av UV-lys, og at
et annet kameraoppsett spesielt tiltenkt avbildning ved 300-350 nm kreves for avbildning ved

disse bglgelengdene.

Ut ifra de samlede resultatene fra bildetakningen ser det ut til at responsen som ble oppnadd
er for liten til at det er mulig & oppna en hensiktsmessig deteksjon med maskinsyn til bruk i
autonome vaskeroboter. Figur 5.1 og 5.2 viser at biofilm oppfattes like godt ved fotografering
i synlig lys, og hensikten med a benytte UV-lys ved avbildning faller derfor bort. Det er mulig
at et annet kameraoppsett kunne gitt en form for deteksjon, men responsen var i dette tilfellet
sa liten at det ikke kan vurderes som sannsynlig. Deteksjon med lav respons krever ogsa et
mgarkt rom, noe som medfarer praktiske utfordringer. Dette gjer at det gjennom arbeidet i
denne oppgaven er vanskelig a se for seg at en deteksjon av fluorescens i biofilm med

maskinsyn kan ha en praktisk betydning.

6. Konklusjon

Resultatene fra UV-synlig spektroskopi viste at det var mulig & detektere fluorescens i
biofilm, men at biofilmen matte vere svart godt utviklet. En deteksjon av biofilm pa et slikt
utviklingsstadium vurderes ikke som hensiktsmessig i en industriell setting da antallet
bakterieceller for lengst ville veert uakseptabelt. Resultatene viste at det var en statistisk
signifikant forskjell i responsen fra biofilm ved forsgksdag 0, 5 og 13. Dette kan gi en
indikasjon pa at UV-synlig spektroskopi kan brukes for a detektere absorptans som en
indikator pa biofilmvekst. Resultatene fra bildetakingen viste at responsen som ble oppnadd er
for liten til at det er mulig & oppna en hensiktsmessig deteksjon med maskinsyn. Ut ifra de
samlede resultatene kan det konkluderes med at representativ biofilm fra en
fiskeforedlingsbedrift for salmonid fisk ikke kan detekteres ved hjelp av UV-synlig

spektroskopi som kan veere anvendbart i et autonomt vaskesystem basert pa maskinsyn.
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7. Videre arbeid

Et autonomt vaskesystem som kan detektere biofilm ved hjelp av maskinsyn vil kunne utgjere
en stor nytteverdi i fiskeforedlingsindustrien og annen naringsmiddelindustri. En del av
arbeidet knyttet til denne masteroppgaven ber derfor viderefares, og ulike aspekter bar
undersgkes naermere.

Resultatene i denne oppgaven viste at biofilm utsendte minimalt med fluorescens ved 280 nm
eksitasjon. Biofilmene som ble detektert besto av Pseudomonas spp. og/eller Acinetobacter
spp. Det kunne vert hensiktsmessig a undersgke om andre arter kan utvise en bedre respons,
siden innholdet av tryptofan varierer i ulike bakteriearter. Dette kan la seg gjennomfare ved a
dyrke flere biofilmer, der hver biofilm dyrkes frem fra ett isolat. Deretter kan responsene fra
de ulike artene testes og sammenlignes med UV-synlig spektroskopi. Hver art burde dyrkes i
hvert sitt klimakammer for & unnga krysskontaminasjon via luft og aerosoler under forsgket.
Dette krever en videreutvikling av reaktorsystemet, slik at biofilm fra ulike arter kan dyrkes
separat i flere lukkede kamre samtidig. Ved deteksjon med UV-synlig spektroskopi kunne det
ogsa vaert hensiktsmessig a undersgke om andre fluorescerende molekyler i bakterier kan avgi
en tydeligere respons ved deteksjon med UV-lys, som for eksempel NADH og flaviner.
Balgelengder som er kjent for & generere maksimal eksitasjon og fluorescens for de spesifikke
molekylene burde benyttes. Resultatene fra UV-synlig spektroskopi viste ogsa at det var en
signifikant forskjell i responsen ved de ulike dagene. Det bgr undersgkes neermere om dette
skyldes absorbsjon i biofilmen. Det kunne ogsa veert interessant a undersgke om biofilm kan
detekteres ved hjelp av absorpsjon ved bruk av UV-lys, og om deteksjon av absorbsjon kan
benyttes i et autonomt vaskesystem basert pa maskinsyn. Det kunne ogsa veert hensiktsmessig
a undersgke om biofilm kan la seg detektere pa andre overflater som er relevant for
naeringsmiddelindustrien, som rustfritt stal og polyetylen.
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