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Hovedbudskap

B Giftige stoffer dannes under varmesteri-
lisering av faste vekstmedier, spesielt i nzer-
veer av fosfat. Katalase kan oppheve denne
begrensningen. Fenomenet er et problem
ved dyrking av miljgbakterier, men det er tro-
lig mindre viktig ved dyrking av bakterier i kli-
niske prover.

Sammendrag

Bakgrunn: Varmesterilisering av agar og
andre geleringsmidler vil i naerveer av fos-
fat resultere i produksjon av hydrogenper-
oksid (H,0,) og sannsynligvis andre reaktive
oksygenforbindelser (ROS). Disse stoffene
begrenser sterkt veksten av miljgbakterier.
Formalet med denne studien var & f& mer
informasjon om dette fenomenet og under-
sgke om lignende problemer oppstar med
kommersielt tilgjengelige medier og klinisk
materiale.

Materiale og metode: Agarmedier (egen-
produserte eller kommersielle) ble brukt til &
analysere bakterieinnholdet i flaskevann og
prever som er mer representative for klinisk
materiale. Agarmediene og forseksoppsettet
ble skreddersydd for & undersgke om varme-
sterilisering av agar sammen med fosfat ga
veksthemmende stoffer, og om veksthem-
mingen kunne fijernes med katalase.

Resultater: Varmesterilisering av agar/
phytagel i nzerveer av fosfat forte til en sterk
reduksjon i veksten av «vannbakterier». Den-
ne begrensningen ble opphevet ved a forbe-
handle agarskalene med katalase. Ved tes-
ting av bakterier av mer relevans for kliniske
undersgkelser var disse effektene ubetyde-
lige innenfor studiens begrensninger.

Konklusjon: Maten agarmedier tilberedes pa
har stor betydning for kimtallet av miljobakte-
rier, spesielt ved innhold av fosfat. Hvis mulig
ber mediekomponenter autoklaveres separat
og blandes etter varmesteriliseringen. Effek-
tene er mindre uttalte med bakterier som er
representative for kliniske prover.

Nokkelord

Fosfat, agar, ROS-dannelse, kimtall

M Bioingenioren er godkjent som viten-
skapelig tidsskrift. Denne artikkelen

er fagfellevurdert og godkjent etter
Bioingenigrens retningslinjer.
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Agar og fosfat - ikke sa
skignn forening

Innledning

De fleste bakterier som finnes i miljoet,
ofte estimert til > 99 % av alle cellene (1,2),
antas a vere vanskelig a dyrke eller del-
vis ikke dyrkbare. Det er mange grunner
til dette og flere av disse er diskutert i var
oversiktsartikkel om temaet (3). Fenome-
net begrenser var adgang til viktige stoffer
produsert av disse bakteriene. Et sldende
eksempel er antibiotikumet teixobactin
som ble isolert fra en hittil udyrket art,
Eleftheria terrae, i 2015. Dette ble muliggjort
ved & ta i bruk den sdkalte iChip (4). Dette
er et diffusjonskammer som legger til rette
for dyrking av bakterier under forhold som
er tilnsermet lik miljget de stammer fra (3,
4). Alle tilgjengelige vekstmedier er mer
eller mindre selektive for visse grupper av
organismer. Noen nyere agarmedier unn-
gar hgye konsentrasjoner av naeringsstof-
fer og satser heller pa lavere og mer vari-
erte blandinger av organiske forbindelser.
Riktig bufring av vekstmediet, og inklusjon
av agens som for eksempel pyruvat (anti-
oksidant) og stivelse som fremmer vekst
av stressede og skadede celler, represente-
rer vesentlige forbedringer. Reasoner’s 2A
agar (R2A) er et godt eksempel (5). Det har
de siste arene ogsa vert mange suksesser
basert pa utvikling av vekstmedier som er
bedre etterligninger av naturlige miljger
(f.eks. jordagar), samt metodiske og tekno-
logiske framskritt som «dilution-to-extinc-
tion» (6) og iCHIP (4). I 2014 ble enda en
faktor som begrenser veksten av bakterier
pa agarskaler beskrevet i publikasjonen A
hidden pitfall in the preparation of agar media
undermines microorganism cultivability (7).
Publikasjon ble etterfulgt av en artikkel
som sa neermere pa arsaken til «den skjulte
fallgruven» (8). Hva er sd den skjulte
fallgruven i tillaging av vekstmedier? For-
fatterne viste at varmesterilisering av fosfat
(enrelativt vanlig buffer i agarmedier) sam-

men med agar forte til produksjon av hyd-
rogenperoksid (H,0,) og muligens andre
reaktive okysgenforbindelser (ROS). Mate-
rialet som forfatterne analyserte var mil-
joprever hvor bakteriene ofte er saktevok-
sende og mer utsatt for oksidativt stress (7).
Ved a autoklavere fosfat og agar separat ble
det ikke dannet H,O,, og kimtallet ble inn-
til 20 ganger hayere (7,8). Det ble ogsa fun-
net hittil ukultiverte bakterier (7). Tilset-
ting av katalase, som katalyserer spalting
av H,0, til vann og oksygen, i vekstmediet
resulterte i tilsvarende kimtall, uavhengig
av maten agaren ble tilberedt pa. Med tan-
ke pad hovedmekanismen for dannelse av
H,O, ble maillardreaksjonene (MR), kata-
lysert av fosfat, foreslatt som mulig drsak
(7,8). MR er en kompleks serie av kjemiske
reaksjoner, som innledes mellom ami-
nogrupper av organiske forbindelser (for
eksempel proteiner) og karbonylgrupper
pareduserende sukker. Etter hvert som MR
skrider frem, dannes en blanding av darlig
karakteriserte produkter, inkludert giftige
forbindelser som blant annet H,0,. Kawa-
saki og Kamagata (8) beskriver mulige
mekanismer for dannelse av H,O, hvor fos-
fat inngdr som katalysator. Disse studiene
er imidlertid begrenset av at mediet var
selvkomponert (de fleste laboratorier bru-
ker ferdiglagde medier) og fosfatkonsen-
trasjon var noe hgy. Videre ble ikke prove-
materiale med opphav hos mennesker eller
dyr undersgkt.

Hensikten med denne studien er & gjen-
skape det opprinnelige arbeidet til Kawa-
saki og Kamagata. Videre er det undersgkt
om to kommersielt tilgjengelige vekstme-
dier, med fosfatkonsentrasjoner tilnermet
lik de som tidligere er undersekt (7,8), gir
gkt vekst av bakterier etter behandling med
katalase. Humane sa vel som miljgprever
ble testet for & gke relevansen for laborato-
rier som jobber med klinisk materiale.
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FIGUR 1. Vekst av flaskevannsbakterier p4 kommersielt tilgjengelig Brain Heart Infusion agar. Fer inokulering ble agarskalen pa venstre side
behandlet med denaturert katalase, mens agarskélen pa hgyre siden ble behandlet med aktivt katalase. Flere sméa hvite kolonier er kun tilstede pa
skélen pa hgyre side.

Materiale og metode

Provemateriale

i) Seks «Flaskevann» (Nr. 1-6) uten tilsatt
karbondioksid (klassifisert som enten
kildevann eller naturlig mineralvann).
Naturlig mineralvann og kildevann skal
ikke desinfiseres eller utsettes for noe som
kan endre det heterotrofe kimtallet.

ii) Springvann (OsloMet)

iii) Streptococcus pyogenes ATCC 19615

iv) Blandet preve tatt ved svabring av
innsiden av gyelokket, nesen, svelget og
underarmen (av forfatter).

Katalase-lgsning

Katalasepulver ~ (C9322,  Sigma-Ald-
rich/Merck) ble opplest i 50 mM
natriumfosfatbuffer (pH 7,0) ved 1mg/ml.
Lgsningen ble sterilfiltrert. Prgveporsjo-
ner pa 1ml ble denaturert ved oppvarming
ved 70°C i 25 minutter. Aktivitet/fraveer av
aktivitet ble bekreftet ved a blande en dra-
pe av lgsningen med en drape 10% H202.
Proveporsjoner pa 35 pl (9 cm. agarskaler)
eller 75 ul (14 cm. agarskaler) ble spredt pa
agaren for preveinokulering.

Vekstmedier

Varmesterilisering for alle vekstmedier
beskrevet under var ved 121°C i 20 minut-
ter.

Medium 1: PT-medium (agar og fosfat var-
mebehandlet sammen) og PS-medium
(agar og fosfat blandet etter varmesteri-
lisering) ble fremstilt som beskrevet tid-
ligere (7). Kort fortalt ble fosfat (20 mM)
lagt til den agarholdige fraksjonen enten
for varmesterilisering eller etter varme-
sterilisering nar mediumkomponentene
hadde nadd 50°C. Glukose ble ogsa auto-
klavert separat og blandet med de and-
re komponentene etter varmesterilise-
ring. Den endelige sammensetningen var
2,27 mM (NH4)ZSOA, 0,2mM MgSO,, 45 uM
CaCl,, 15 g/L agar (214010, Bacto™ BD), 10
mM KH2P04, 10 mM NazHPO4-12HZO, 0,1
g/L pepton (LP0o085, Oxoid, Basingstoke),
0,1 g/L gjerekstrakt (7184A, Acumedia,
Michigan) og 0,1 g/L D-glukose. Tilsva-
rende prosedyrer ble ogsd utfert med
phytagel (P8169, Sigma-Aldrich/Merck)
som geleringsmiddel istedenfor agar.
Siden phytagel lett danner klumper ved
kontakt med vann, ble pulveret langsomt
tilsatt under omrering. Sluttkonsentra-
sjon av phytagel i vekstmediene (PS
og PTphytagel) var 10 g/L (anbefalt konsen-
trasjon i produktdatabladet).

Medium 2 (fosfatfritt medium): 3 g/L gjeer-
ekstrakt (7184A, Acumedia), 6 g/L trypton
(7351A, Acumedia), 15 g/L agar (Bacto™
BD). Agaren ble enten varmebehandlet

sammen med de andre innholdsstoffene
eller separat for blanding. Mediene beteg-
nes som henholdsvis «sterilisert sam-
men» eller «sterilisert separat».

Medium 3 BHIA (hjernehjerteinfusjonsagar,
CM1136B, 0xoid): hjerneinfusjonstgrrstoff,
12,5 g/L; biffhjerteinfusjonsterrstoff, 5
g/L; proteosepepton, 10 g/L; NaCl, 5 g/L;
D-glukose, 2 g/L; Na,HPO4, 2,5 g/L (= 18
mM fosfat); agar, 10 g/L.

Medium 4 DRBC (Dikoran Rose Bengal
kloramfenikol agar, CMo0727, Oxoid):
pepton, 5 g/L; D-glukose, 10 g/L; KHzPOm
1 g/L (= 7.4 mM fosfat); MgSO,, 0,5 g/L;
dikloran, 0,002 g/L; Rose-bengal, 0,025
g/L; kloramfenikol, 0,1 g/L; agar, 15 g/L.

Forsgk med vannprover

Vannprgvene (0,1 mL) ble spredt over aga-
ren med vinkelbgyd stav pa de ulike medi-
ene, og inkubert ved 22 + 2°C. Kolonier
ble som regel telt etter to til fire uker, nar
antallet kolonier hadde stabilisert seg.
Fordi mineralvann og kildevann innehol-
der en naturlig populasjon av mikrober
vil det heterotrofe kimtallet og sammen-
setningen av mikrober som oftest end-
re seg dramatisk under lagring, spesielt
etter dpning. Dermed ble ikke prover tatt
fra den samme flasken ved forskjellige »
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tidspunkter, eller fra forskjellige flasker
av samme merke, regnet som paralleller i
statistisk sammenheng og testresultatene
presenteres hver for seg.

Forsgk med gjeersopp og muggsopp
DRBC-kloramfenikol agar (medium 4) og
BHIA (medium 3 tilsatt kloramfenikol) ble
brukt. Etter behandling med katalase eller
denaturert katalase ble agarskalene (14 cm.)
plassert i vinduskarmen foran et apent vin-
du (OsloMet campus) i 45 minutter. Antal-
let kolonier (luftbdrne sopp) ble telt etter
inkubering i fem dogn ved 22 + 2°C.

Forsgk med S. pyogenes ATCC 19615

S. pyogenes ble dyrket aerobt pa Colom-
bia blodagar i 24 timer ved 36 * 1°C. En
stamlgsning tilsvarende McFarland 0,5 i
0,85% NacCl ble brukt i forsgkene. To for-
tynningsserier ble laget fra stamkulturen
og spredt (to paralleller per fortynning)
pa BHIA forbehandlet med enten katalase
eller denaturert katalase. Agarskalene ble
inkubert aerobt i 48 timer ved 36 * 1°C. For
a stresse cellene ble stamlgsningen opp-
bevart ved 8°C i 24 timer, for en ny serie
ble sadd ut.

Forsgk med kommensale bakterier (svabre-
prover)

MSwabs (COPAN, US) ble brukt til 3 ta pre-
ver av henholdsvis innsiden av gyelokket,
svelget, nesen og underarmen (fra for-
fatteren). Prgvene ble slitt sammen, for-
tynnet i 0,85% NaCl og sadd ut pa BHIA
forbehandlet med enten katalase eller
denaturert katalase. En serie ble inku-
bert aerobt ved 36 + 1°C i sjudegn, mens en
parallell serie ble inkubert anaerobt under
samme forhold.

Kolonitelling og beregning

Kimtallet (antall kolonier pr mL, CFU/
mL) ble beregnet med formelen neden-
for. Dersom to agarskaler fra samme for-
tynning ga mellom 25-250 kolonier ble
gjennomsnittet brukt sa lenge tallene ikke
var forskjellig med mer enn 10 %. Hvis
to pafelgende fortynninger ga kolonitall
med 25-250 kolonier, ble fglgende formel

brukt:
Zc

N=
[(1xny) + (0,1xn,)] x (d)

« N = Antall kolonier per ml (CFU/mL)
o ¥ C = Summen av alle kolonier pa alle
agarskaler
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e n = Antall skdler i forste fortynning
talt

« n, = Antall skdler i andre fortynning
talt

o d = Fortynning som de forste tellin-
gene ble oppnadd fra

16S rDNA sekvensering

Bakterier ble identifisert basert pa Sanger-
sekvensering av 16S rDNA-genet, ngyak-
tig som tidligere beskrevet (9).

Resultater
Kimtallet av vannpraver pd medium 1 (PT- og
PS-medium)
Tabell 1 viser resultater fra et utvalgt,
representativt forsgk, samt antallet for-
spksrunder. I samtlige tester var kimtallet
pa PT (medium 1, fosfat autoklavert sam-
men med andre innholdsstoffer) lavere
enn pa PS (medium 1, fosfat autoklavert
separat fra andre innholdsstoffer).
Resultatene viser at varmesterilisering
av agar sammen med fosfat (PT) har en
betydelig og negativ innvirkning pa kim-
tallet for alle vanntyper sammenlignet
med PS. I noen forsgk ble agaren vasket
flere ganger med vann for bruk i vekstme-
diene. Vask hadde liten eller ingen effekt
pa kimtallet. For flaskevann 1: PT-kim-
tallet var 5 % av PS-kimtallet (uvasket
agar) mens med vasket agar var andelen
12 %. Tilsvarende tall for flaskevann 2 var
henholdsvis 15 % og 13 %. Dette resul-
tatet indikerer at eventuelle vannlgse-
lige kontaminanter i agarpulveret ikke
kan forklare resultatene i tabell 1. Tabell
2 viser at den veksthemmende effekten
av a varmesterilisere fosfat sammen med
agar ogsa ble sett ved langt lavere fosfat-
konsentrasjoner, men forskjellen mellom
PT-kimtallet og PS-kimtallet var mindre
med 5 mM fosfat enn med 20 mM fos-
fat for samtlige vanntyper. Relevant er
ogsd observasjonen at PS-kimtallet . >
PS-kimtallet, . (tabell 2) Dette funnet
betyr at relativt hgye fosfatkonsentrasjo-
ner er i seg selv skadelig for miljgbakte-
rier. Tolkning av resultatene gis med for-
behold om at det kun ble gjennomfert én
testrunde per vanntype.

Kimtallet av vannprgver pd medium 2 (fos-
fatfritt medium)
Forsgk med vekstmedium uten fosfat
(medium 2) er vist i tabell 3.

Tabellen viser at mdten fosfatfritt
medium blir tilberedet pa (agar tilsatt for
eller etter varmebehandling av neerings-

grunnlaget) er av liten eller ingen betyd-
ning for kimtallet. Det var derfor interes-
sant at dersom agarskalene ble behandlet
med katalase, ble det observert en gkning
i kimtallet relativt til kontrollen (tabell 4).
Det kan muligens forklares med innvirk-
ning fra andre prosesser som danner ROS
hvor fosfat ikke inngar. Jkningen i kim-
tallet etter katalase-behandling kunne
for begge vanntyper i stor grad tilskrives
veksten av kolonityper som kun var syn-
lige, eller til stede i langt heyere antall,
pa katalasebehandlede skaler (se tabell
4). Bakteriene ble identifisert basert pa
sekvensering av 16S rDNA-genet. Disse
var en Ampullimonas-art (vanntype 3) og
en Undibacterium-art (vanntype 4). Beg-
ge slekter er tidligere blitt funnet i drikke-
vann (10).

Bruk av phytagel som geleringsmiddel

For 3 undersgke om et annet gelerings-
middel (phytagel) enn agar resulterte i
lavere kolonitall nar det ble autoklavert
sammen med fosfat, ble forsgket vist i
tabell 1 gjentatt med bade agar og phytagel
som geleringsmiddel. Forsgket ble gjen-
nomfert to ganger med fire ulike vann-
typer. Resultatene fra begge testrunder
er vist i tabell 5. Samtlige testresultater
viser at ogsd phytagel i kontakt med fos-
fat under varmesterilisering (PT-phytagel)
forte til redusert kimtall sammenlignet
med PS-phytagel, men at reduksjonen er
noe mindre enn med agar. At PS-kimtallet
er hgyere enn PT-kimtallet er derfor ikke
utelukkende et agar-relatert fenomen.

Forspk med medium 3 (BHIA, fosfatholdig
ferdigblandet agar)

Kimtallet pd BHIA etter forbehandling
med enten katalase eller denaturert kata-
lase (kontroll) er vist i tabell 6. Agarskaler
som var forbehandlet med aktivt katalase
ga langt heyere kimtall enn agarskaler
behandlet med denaturert katalase. Flas-
ker med vanntype 2 ble i alt testet mer
enn ti ganger, og samtlige testresulta-
ter viste en gkning i kimtall etter kata-
lase-behandling. Testing av flaskevann
2 pd BHIA behandlet med katalase, ga
vekst av kolonityper som ikke var til ste-
de pa skiler behandlet med denaturert
katalase. Bakteriene i en kolonitype til-
horte slekten Hydrogenophaga. Likedan
ble vekst av en Variovorax-art observert pa
katalasebehandlede agarskaler inokulert
med vanntype 1. Begge slekter er tidligere
funnet i drikkevann (10).



Forsgk med BHIA og DRBC (luftbarne sopp)
Tabell 7 viser resultater av forsgk
med DRBC ([fosfat] 7,4 mM) og BHIA-
klormafenikol ([fosfat] 18 mM), gjennom-
fort henholdsvis tre og to ganger med nye
produksjonspartier av vekstmediene.

I noen tilfeller var kimtallet pa agar-
skdler behandlet med katalase noe stgrre
enn pad skiler behandlet med denatu-
rert enzym, mens i andre tilfeller var det
motsatt. Det ble ikke observert koloni-
typer som kun vokste med, eller i fraveer
av, katalasebehandling. Kolonier var i
hovedsak typiske muggsopper, men noen
fd gjersopper ble ogsd funnet. Tolkning
av resultatene gis med forbehold om at
det kun ble gjennomfert to (BHIA) og tre
(DRBC) testrunder.

Vekst av S. pyogenes ATCC 19615 pd BHIA
Streptococcus pyogenes (Gruppe A-strep-
tokokker) er en hyppig arsak til tonsil-
litt, bihulebetennelse og en rekke andre
infeksjonstyper. Tabell 8 viser resultatet
nar en McFarland 0,5 suspensjon ble sadd
ut pa BHIA etter forbehandling av agar-
skdlene med Kkatalase/denaturert kata-
lase. Det ble sadd ut to parallelle skaler
fra to fortynningsserier. Kulturen etter
utsding ble oppbevart i 24 timer ved 8°C
for a stresse cellene, og deretter testet pa
nytt. I forsgksserie 1ble det telt et noe hoy-
ere antall kolonier pd agarskalene behand-
let med katalase, mens i serie 2 ble den
motsatt tendensen registrert. Forskjellene
betraktes som sma. Oppbevaring av celle-
suspensjon ved 8°Ci0,85% NaCli24 timer
(stressende forhold) reduserte kimtallet i
forhold til ferskt tillaget kultur, men den-
ne behandlingen gjorde ikke cellene rela-
tivt sett mer folsomme for eventuelt HO,
eller andre ROS i agarmediet.

Vekst av kommensale bakterier pd BHIA
Tabell 9 viser resultatene fra to uavhen-
gige analyseserier med nye prever og nye
agarmedier.

Alle tre behandlingstyper (uten kata-
lase, denaturert katalase og aktiv katalase)
ga lignende kimtall under samme forhold
(aerob eller anaerob dyrking). Det ble hel-
ler ikke observert kolonityper som kun var
til stede, eller til stede i hgyere antall, pa
agarskaler behandlet med katalase.

Diskusjon
Tross store framskritt i molekyleer-
biologibasert  identifikasjon,  forblir

dyrkning av bakterier grunnpila- >
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TABELL 1. Vekst av «vannbakterier» pa PT- og PS-agar. Et representativt forsgk er presentert.

PT! pPS? Kimtall pa PT i %
Vanntype (CFU/mL) (CFU/mL) av PS Antall forsok
1 10 1300 <1 4
2 2420 4900 49 2
3 90 300 30 4
4 4 405 1 2
) 900 6170 15 2
6 100 1780 6 2
Springvann 490 1080 45 2

" PT — medium fremstilt med fosfat tilsatt agar for autoklavering

2 PS - medium fremstilt med fosfat tilsatt agar etter autoklavering

TABELL 2. Vekst av «vannbakterier» pa PT- og PS-agar tilberedt med 20 mM og 5 mM fosfat.

Kimtallet
pa PTi %
PT PT PS PS av PS (20
(20 mMm) (5 mM) (20 mM) (5 mM) mM/5 mM
Vanntype (CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL) fosfat) Antall forsgk
1 3900 6000 12350 12000 32/50 1
3 10 200 1430 2630 <1/8 1
4 10 100 230 570 4/18 1
Springvann 6000 10000 16000 21000 38/48 1

TABELL 3. Vekst av «vannbakterier» pa fosfatfritt medium hvor agaren enten er sterilisert sam-

men med andre komponenter i vekstmediet eller separat fra disse.

Separat’ Sammen? Sammeni % av  Antall
Vanntype (CFU/mL) (CFU/mL) separat forsek
1 1322, 320 1088, 450 82,140 2
3 80, 358 80, 390 100,109 2
4 10, 392, 10, 448, 100,114, 3
4270 4107 96

"Agaren er sterilisert separat fra andre komponenter i vekstmediet

2 Agaren er sterilisert sammen med andre komponenter i vekstmediet

TABELL 4. Vekst av «vannbakterier» pa fosfatfritt medium hvor agaren enten er sterilisert sam-

men med andre komponenter i vekstmediet eller separat fra disse. Tall gitt i parentes viser kim-

tallet for katalasebehandlede agarskéler

Separat Sammen Bakteriestammer som vokste fram etter Antall
Vanntype (CFU/mL) (CFU/mL) katalase-behandling forsgk
. . Ly
3 80(1040) 80 (9000) Ampullimonas utgjorde >95% kimtallet etter 1
katalase-behandling
: . . o .
4 405(545) 395(600) Undibacterium utgjorde ca 20% av kimtallet 1

etter katalase-behandling

BIOINGENIGREN 6.2023 | 25



FAG | Originalartikkel

TABELL 5. Vekst av «vannbakterier» pd PS/PT fremstilt med agar eller phytagel.

PT PS PT PS Kimtallet/mL p& PT

agar agar phytagel phytagel i % av PS (agar/ Antallet
Vanntype (CFU/mL)  (CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL)  phytagel) forsok
1 10 1300 1020 1350 1/76 o

50 1460 280 1690 3/17
2 2420 4900 3190 4030 49/79 2

540 1700 Ingen data Ingendata  31/ingen data
6 100 1780 450 1710 6/26 5

280 1060 1710 3780 16/45
Soringvann 200, 930, 100, 630, 22/16 2

— 490 1080 900 1050 45/86

TABELL 6. Vekst av «vannbakterier» pa BHIA behandlet for proveutsding med katalase/denatu-

rert katalase (utvalgte forsok)

Denaturert Katalase Kimtallet pa
Vanntype katalase (DK) (K) DK-agari % av
(CFU/mL) (CFU/mL) verdien pa K-agar Antall forsgk
1 1165 2562 45 1
2 575 3315 17 14~
6 10 45 22 1

* separate forsek som omfattet 2 bokser med BHIA og 3 vannflasker. Alle testrunder viste samme tendens.

TABELL 7. Vekst av luftbarne sopp pa BHIA-kloramfenikol og DRBC behandlet med katalase

eller denaturert katalase.

CFU/mL
Denaturert Denaturert Denaturert

Vekst- Katalase katalase Katalase katalase Katalase katalase
medium  forsek 1 forsek 1 forsegk 2 forsgk 2 forsgk 3 forsek 3
DRBC 64 +3,7 51+3,4 18 +4,0 17 £ 3,0 13 = 11 14 + 11

(n=3) (n=3) (n=5) (n=5) (n=3) (n=3)

3157 40£2,5 14+1,9 16 +4,9
BHIA =) (n=3) (n=5) (n=5)

n= antall agarskaler

TABELL 8. Vekst av S. pyogenes pa BHIA behandlet med katalase/denaturert katalase.

CFU/mL
Behandling Serie 1 Serie 2 Stresset tilstand
Katalase 2,16 x 107 1,77 x 107 9,8 x 108
Denaturert katalase 2,33 x 107 1,83 x 107 1,13 x 107

TABELL 9. Vekst av kommensale bakterier pd BHIA behandlet med katalase/denaturert kata-

lase.
CFU/mL
Forsok 1 Forsok 2
Behandling o, anaerobt 0, anaerobt
Uten katalase 1,50 x107 2,29 x107 9,0 x10° 1,1 x108
Denaturert katalase 1,73 x107 2,90 x107 1,0 x108 2,0 x108
Katalase 2,44 x107 3,44 x107 6,9 x10° 1,6 x10°
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ren i mye av rutinemessig mikrobiologisk
diagnostikk, samt i kvalitetskontroll av
neringsmidler, farmasgytiske preparater
og luftprever. Imidlertid har dyrking av
bakterier en iboende svakhet ved at kun en
liten andel av bakteriene i komplekse mil-
joer som jord og vann lar seg dyrke i ren-
kultur pa syntetiske laboratoriemedier.
Produksjon av H,0, og andre ROS under
varmesterilisering av agar i nservaer av fos-
fat er utpekt som en vesentlig arsak til at
fa miljebakterier vokser pa neeringsagar
(7). Det har ikke tidligere blitt undersgkt
om dette fenomenet ogsd oppstar nar
kommersielt tilgjengelige medier som
inneholder betydelige fosfatkonsentrasjo-
ner steriliseres ved autoklavering. Vi vet
ogsa lite om hvorvidt bakterier med opp-
havi klinisk materiale pavirkes av eventu-
ell produksjon av ROS under varmesteri-
lisering. Denne studien har sett neermere
pa disse punktene. Tanaka et al. (7) beskri-
ver et 3-komponentmedium hvor fos-
fatdelen og agardelen kan autoklaveres
hver for seg (PS-medium) eller sammen
(PT-medium). I hervaerende studie ble PS
og PT produsert og testet mot «miljgbak-
teriene» i norskprodusert naturlig mine-
ralvann og kildevann. Resultatene gitt i
tabell 1 viser at ogsa for «vannbakterier»
er PS-kimtallet storre enn PT-kimtal-
let, og det var flere tilfeller hvor distinkte
kolonimorfologier kun ble observert pa
PS. Resultatene bekrefter og utvider tidli-
gere funn (7,8). Nar fosfatinnholdet i PS/
PT ble redusert fra 20 mM til 5 mM for-
ble PS-kimtallet stgrre enn PT-kimtal-
let, men forskjellen var mindre (Tabell
2). Kawasaki og Kamagata (8) fant at nar
lengden pa varmesterilisering ble gkt fra
15 minutter til 90 minutter i naerveer av 20
mM fosfat ble det en kvadrupling i kon-
sentrasjonen av H O,. Ved lave fosfatkon-
sentrasjoner (~ 3 mM) uteble gkningen.
Selv om en varmesteriliseringsperiode pa
90 minutter ikke er vanlig praksis, er det
flere kjente vekstmedier som inneholder
langt mer enn 3 mM fosfat (for eksem-
pel BHIA, se under). Det anbefales derfor
a utvise forsiktighet ved tilberedning av
varmesteriliserte fosfatholdige medier.
Det ble ogsé observert at PS-kimtallet_
> PS-kimtallet, . (tabell 2) og dermed at
20 mM fosfat i seg selv er vekstbegren-
sende for miljgbakterier. Et vekstmedium
uten tilsatt fosfat (medium 2) ble kompo-
nert og testet. Resultatene i tabell 3 viser
at varmesterilisering av agaren, enten
sammen med eller adskilt fra neerings-



stoffene, har samme effekt pd kimtallet.
Disse forsgkene (tabell 2 og 3) indikerer
at fosfatinnholdet er den mest vesentlige
forklaring pa PS-kimtallet > PT-kimtallet.
Det var derfor interessant at agarskalene
(uten tilsatt fosfat, medium 2) som ble
behandlet med katalase for preveutsding,
ga bade flere - og flere forskjellige kolo-
nier - enn skalene som ble behandlet med
denaturert katalase (tabell 4). Blant kolo-
nitypene som kun vokste (eller vokste i
storre antall) etter katalasebehandling,
var en Ampullimonas-art (flaskevann 3) og
en Undibacterium-art (flaskevann 4). En
mulig forklaring pa dette er at katalase
fijerner en eller flere toksiske forbindel-
ser som oppstar under varmesterilisering,
hvorav dannelsen synes a vaere uavhengig
av fosfat (se diskusjon under). Det kan ikke
uten videre utelukkes at det var fosfatres-
ter i medium 2, men om sa forventes kon-
sentrasjonen & veere sveert lav. Nar pyru-
vat, som ogsa effektivt fjerner H 0, (8), ble
brukt istedenfor katalase, ble en lignende,
men noe mindre, effekt malt (resultater
ikke vist). Det er blitt foreslatt av andre (8)
at katalase potensielt kan fjerne en rek-
ke andre toksiske forbindelser enn kun
H,0, (for eksempel formaldehyd, alkoho-
ler) som kan oppstd under varmesterilise-
ring. For 3 undersgke narmere om agar-
komponenten var ngdvendig for utfallet
PS-kimtallet > PT-kimtallet, ble PS og PT
laget med et alternativt geleringsmiddel,
phytagel. Resultatene i tabell 5 viser at
ogsa varmesterilisering av phytagel sam-
men med fosfat (PT, ) forer til en rela-
tiv reduksjon i kimtall sammenlignet med
PS e Dermed oppstar ikke PS-kimtal-
let > PT-kimtallet kun i neerveer av agar-
pulver. Kawasaki og Kamagata (7) rappor-
terer ogsa produksjon av H O, ved bruk av
phytagel. Det konkluderes med at erstat-
ning av agar med phytagel som gelerings-
middel ikke lgser PS-kimtallet > PT-kim-
tallet-problemet, og at PS-kimtallet >
PT-kimtallet ikke utelukkende forbindes
med fosfat.

De mye brukte, og kommersielt tilgjen-
gelige, vekstmediene BHIA og DRBC inne-
holder henholdsvis 18 mM og 7,4 mM
fosfat. For & undersgke om det oppsto tok-
siske forbindelser under varmesterilise-
ring som kunne fjernes med katalase, ble
agarskalene behandlet med aktivt eller
denaturert katalase. I forsgk med flaske-
vann (tabell 6) viser katalase-behandling
av BHIA en vesentlig gkning i kimtallet
sammenliknet med bruk av denaturert

katalase tilsvarende forsgk med ikke-
kommersielt tilgjengelige agarer. Derimot
hadde katalase lite  si for veksten av luftb-
arne fungi (tabell 7). Om ROS-dannelse er
arsaken til begrenset vekst av miljgbakte-
rier, er luftbarne fungilangt mindre pavir-
ket av dette. DRBC brukes i kvalitetskon-
troll av luften i miljger hvor blant annet
legemidler eller naeringsmidler produse-
res. Det konkluderes med at her er detliten
eller ingen gevinst a fa ved a inkludere et
trinn med katalasebehandling av DRBC
(eller BHIA-kloramfenikol) fgr bruk. Det
ber presiseres at naeringsrike medier som
BHIA ikke vil veere forstevalg for testing
av vannprgver. R2A (se innledning) som
ogsa inneholder pyruvat gir langt hayere
kimtall enn nearingsrike medier (5), som
heller brukes i undersgkelse av klinisk
materiale. Dermed ble det gjort forsgk for
dunderspke om den viktige patogene bak-
terien S. pyogenes og kommensale bak-
terier pavirkes av katalasebehandling av
BHIA.

Miljgbakterier er typisk saktevok-
sende, aerobe bakterier og kan veere mer
utsatt for oksidativt stress enn hurtigvok-
sende arter (7). I tillegg til & veere potensi-
elt sykdomsframkallende, ble S. pyogenes
valgt for testing ogsa fordi medlemmer
av slekten mangler katalase (de har and-
re mekanismer for a fjerne ROS). Det ble
ogsa undersgkt om antatt cellulaere stress
(kulde uten neering) hadde effekt. Resulta-
tene er vist i tabell 8. Det ble ikke regist-
rert giennomgaende og vesentlig forskjel-
ler i kimtallet (friske og stressede celler)
som kan knyttes til bruk av katalase. For a
utvide omfanget av analysen fra en enkelt-
stdende art til en populasjonsstudie, ble
en blandet prgve av gyelokkets, svelgets,
nesens og underarmens kommensale bak-
terier testet. En serie med agarskaler ble
inkubert aerobt og en serie ble inkubert
anaerobt. Begrenset adgang til atmosfeer-
isk oksygen forventes a pavirke konsentra-
sjon sa vel som type ROS produsert. Igjen
ble det ikke observert vesentlig effekt av
katalasebehandling pd kimtallet, og det
var ingen kolonityper som kunne forbin-
des eksklusivt med katalase-behandlin-
gen (tabell 9). Disse to testene alene kan
selvfglgelig ikke anses d vere helt repre-
sentative for alt klinisk materiale, men
indikerer at ROS-dannelse pa standard
laboratoriemedier ikke begrenser veks-
ten av hurtigvoksende humane bakterier i
like stor grad som «vannbakterier».
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Konklusjon

Denne studien gir holdepunkter for at det
dannes forbindelser som er toksiske for
«vannbakterier» under varmesterilise-
ring av vekstmedier, spesielt nar relativt
heye fosfatkonsentrasjoner (minst 5 mM)
autoklaveres med agar eller phytagel.
Disse prosessene er derimot av minimal
betydning nar naeringsrike, fosfatholdige
medier, som for eksempel BHIA og DRBC,
brukes til dyrking av humane bakterier
eller luftbarne sopp. B
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