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Forkortningar
3D = Tredimensionell
Al-2 = Autoinducer 2
CA™ = Genen for CA produktion saknas
CA = Colanic acid
Csg = Curli-specific-gene
EPS = Extracellular polysackarid
* = Grampositiv
G = Gramnegativ
A = deletion

Sammandrag

Bakterier lever mycket séllan som planktoniska celler i deras naturliga miljo. De forekommer
oftare i kolonier omgivna av en extracellular matris som kallas biofilm. Inom biofilmen
aggregerar bakterierna till mikrokolonier och omsluter sig av ett hélje av polysackarider och
proteiner. Allteftersom biofilmen mognar antar biofilmen en mycket komplex tredimensionell
(3D) struktur med en yttre pelarliknande form. Sammanséattningen av komponenterna i
biofilmen skiljer sig mellan arter men har samma funktioner (vidh&ftning och skydd) och
uttrycks oftast for att skydda bakterien mot ogynnsamma forhallanden. Biofilmen skyddar
bakterierna mot uttorkning, pH-férandringar, fagocytos och antibiotika. Eftersom bakterier
kan bilda biofilm pa nastan vilken yta som helst ar biofilm ett stort problem inom sjukvard
och industri dar den kan leda till aterkommande kontaminering om biofilmen inte upptacks. |
den hér litteraturstudien kommer komponenterna som biofilmen bestar av att studeras.
Sammanséttningen av biofilmens komponenter hos Escherichia coli och Bacillus subtilis
kommer att jamforas da de representerar Gramnegativa och Grampositiva bakteriearter
respektive. Studien visar att &ven om generna och genprodukterna var olika har dessa mycket
liknande funktioner i biofilmen. Regleringen av gener ser olika ut hos dem da B. subtilis har
sin biofilmbildning starkt kopplade till sin formaga att sporulera, en formaga som E. coli
saknar. Forskning pa biofilm ar viktigt da det kan hjalpa sjukvarden att behandla ihallande
infektioner samt hjalpa industrin att férhindra kontaminering. Pa sikt har &ven biofilmen en
roll inom biotekniken. Bakterier har lange anvants inom biotekniken for produktion och
forskning pagar for att hitta anvandningsomraden dven for biofilm.

Inledning

Bakterier existerar i regel inte som planktoniska celler i sina naturliga miljoer. Istallet
aggregerar bakterieceller och lever i kolonier fastsittande pa abiotiska ytor (Geesey et al.
1978) eller som en flytande hinna pa ytan av ett stillastdende medium (VIamakis et al. 2013).
Kolonierna kan besta av flera olika arter och bestar av manga olika komponenter som
bakterierna utsondrar eller har fastsittande pa det yttre membranet. Det ar dessa kolonier som
kallas biofilm. Bland komponenterna aterfinns manga olika extracellulara polysackarider
(EPS), extracelluldra proteiner och hos vissa arter aven extracellulart DNA. EPS ger
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vidhéftning till andra celler och till inerta ytor men ocksa skydd mot omgivningen (Danese et
al. 2000b). Extracelluléra proteiner anvands vid vidhaftning till andra celler, olika ytor samt
till EPS (Marvasi et al. 2010). Extracellulart DNA aterfinns inte hos alla arter och dess
funktion ar mer okand (Vilain et al. 2009).

Som redan namnts ar detta den vanligaste levnadsformen for bakterier, men det &r inte bara i
naturen som biofilm férekommer utan biofilm existerar dverallt i ménniskans vardag. Den
vanligaste formen av biofilm som manniskor kommer i kontakt med &r biofilmen pa tanderna
s.k. plack (Carlson & Linder 2012).

| den hér studien kommer olika bakteriers bildande av biofilm att studeras. Fokus kommer att
ligga pa modellorganismer for Grampositiva (G*) och Gramnegativa (G°) bakterier, framst

B. subtilis och E. coli for respektive grupp. Detta ar tva bakterier med mycket olika livsstilar.
Medan B. subtilis ar en jordbakterie forekommer E. coli i tarmsystemet hos manniskor och
djur. Bada dessa producerar EPS och extracellulara proteiner for att bilda biofilm, dock
anvénder de sig av olika komponenter. En beskrivning och en jamforelse kommer goras
mellan dessa komponenter och deras funktion. En jamforelse kommer ocksa goras mellan de
olika signalvagarna som leder till bildandet av biofilm. Hur produktionen av dessa regleras
under de olika faserna av biofilmbildningen kommer ocksa att studeras for att svara pa fragan
hur biofilmbildningen skiljer sig mellan G* och G bakterier.

Bakgrund

Biofilmens roll som skydd

Biofilmen &r ofta beskriven som ett samhélle av mikrokolonier omgiva av EPS med komplex
3D-struktur med vattenfyllda gangar vars syfte ar att forse cellerna i centrum med
naringsamnen (Danese et al. 2000b). Dessa gangar uppstar framst genom att celler dor i
biofilmen, men trots att gangarna uppstar ar naringstillgangen fortfarande 1ag i biofilmens
centrum (Carlson & Linder 2012). Biofilmen antar dessutom ofta en sorts pelarliknande
struktur (Danese et al. 2000b) liknande den i Figur 1. Figuren visar aven pa mangden olika
komponenter biofilm kan innehalla. Detta &r inte alla komponenter som kan férekomma inom
biofilm, och biofilm &r inte heller s homogen som bilden antyder, men bilden ger en bra
sammanfattande dverblick dver de vanligaste och i manga fall viktigaste komponenterna i
biofilm. Eftersom nastintill alla kdnda bakteriearter bildar biofilm maste fordelar finnas med
denna energikravande process. Studier visar att genom bildandet av biofilm blir bakterierna
mer motstandskraftiga mot pafrestningar i sin naturliga miljo (Costerton et al. 1995) men
aven mot makrofager och antibiotika (Costerton et al. 1999). Bakterier som prioriterar
produktionen av biofilm far alltsa ett starkare skydd mot omgivningen och kan dverleva i
hogre utstrackning. Jamforelser har ocksa gjorts mellan biofilm och tidiga flercelliga
organismer eftersom biofilmen har en betydande organisering och differentiering av enskilda
celler samt att det extracelluldra holjet ger cellerna en forbattrad formaga att uppratthalla
homeostas (Costerton et al. 1995). Biofilm fungerar inte enbart som ett skyddande hélje under
gynnsamma forhallanden utan kan ocksa vara en forsvarsmekanism vid stress.
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Figur 1. Oversikt 6ver mojliga komponenter i biofilm. Till vanster syns en biofilm med ménga av de mojliga
komponenterna. Infléde av syre och utflode av avfallsprodukter visas med pilar. Till hdger syns ett senare
stadium av biofilmen. Differentierade samt ddda celler syns och dven illustreras nedbrytningen av biofilmen.
Omarbetad fran McDougald et al. 2012.

Biofilmen skapar problem inom sjukvard och industri

Just for att biofilm ar ett effektivt satt for bakterier att skydda sig mot yttre pafrestningar har
den kommit att bli ett problem i manskliga miljéer. Férmagan att sta emot antibiotika hos
sjukdomsframkallande bakterier ar idag ett problem inom sjukvarden. Bakteriernas formaga
att vidhafta vid inerta ytor gor att de ofta koloniserar proteser inne i kroppen saval som
katetrar som anvénds tillfalligt (Goto et al. 1999). Flera kdnnetecken hos biofilmen bidrar till
dess férmaga att motsta antibiotika: i) polymererna i biofilm har visat sig forhindra eller
kraftigt sakta ned diffusionen av antibiotika sé att den inte nar centrum av biofilmen, ii) pa
grund av lag naringstillgang kan bakterierna befinna sig i ett lage av hammad tillvéaxt och
antibiotika anpassat for att forhindra tillvaxt har da en mycket liten verkan och iii) det har
spekulerats i att bakterier i biofilm antar en distinkt fenotyp som &r mer skyddad. | det sista
fallet ar det alltsa inte en fraga om sporulering (nar bakterien gar in i en skyddad metaboliskt
inaktiv fas for att skydda sig mot omgivningen, denna fas kallas spor) eller skydd fran
biofilmen utan en programmerad fenotyp som ger skydd mot omgivningen (Costerton et al.
1999). Men det ar ofta inte bakterierna inom sjalva biofilmen som orsakar den akuta
infektionen, dven om biofilmen i sig kan vara en virulensfaktor (Carlson & Linder 2012). Det
ar vanligt att infekterande bakterier bildar toxiner i sitt planktoniska stadie. N&r biofilmen har
bildats slutar de att bilda toxiner vilket gor att den akuta infektionen avtar (Carlson & Linder
2012). Fran biofilmen frislapps sedan planktoniska celler och det ar dessa celler som leder till
fortsatta infektioner (Costerton et al. 1999) och biofilmen blir da en kalla for aterkommande
infektioner, s.k. kronisk infektion. Manga bakterier har en cyklisk biofilmbildning som
avslutas med att biofilmen bryts ned for att underlatta frislappningen av sporer eller nya
planktoniska celler (Figur 1 och 2). Ny biofilm bildas sedan av de frislappta cellerna om
forhallandena tillater. Ur bakteriens perspektiv har dessa celler en viktig roll som
kolonisatérer men inom sjukvarden orsakar dessa frislappta celler problem. Infektioner
orsakade av denna typ av bakterier ar ofta mycket svarbehandlade och kan i vérsta fall leda
till att kirurgiskt avlagsnande av biofilmen kravs som sista utvag for att stoppa infektionen.
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Avléagsnade av den kroniska infektionen gor i forlangningen att man ocksa blir av men den
akuta infektionen.

Det &r inte bara inom sjukvarden som biofilm &r ett problem. Aven i industrier kan biofilm
vara en kalla till aterkommande kontaminering. Precis som inom sjukvarden &r det inte sjéalva
biofilmen eller komponenterna inom biofilmen som utgér det akuta problemet utan
frislappningen av nya planktoniska celler. Biofilmen utgor aterigen den kroniska
kontamineringen och om inte sjalva biofilmen identifieras kan detta leda till skador och
forluster for foretaget. Biofilm har t.ex. visat sig kunna tappa till ror av material som &r
vanliga i industriell miljé (Carr et al. 1996) och visat sig vara en kélla till kontaminering i
livsmedelsindustri genom att fasta vid rostfritt stal (Lee Wong 1998).

Biofilmens anvéndningsomraden

Effekterna av biofilm &r inte enbart negativa. Jordlevande bakterier sasom B. subtilis kan
bilda biofilm pa véxtrotter. B. subtilis och véxten ingar i en symbios dar bakterien far
naringsamnen samtidigt som den skyddar vaxten mot infektioner fran andra bakterier,
svampar och nematoder genom att producera antimikrobiella amnen samtidigt som véxtens
immunforsvar halls aktivt av biofilmens narvaro (VIamakis et al. 2013). Jordbakterier har pa
detta satt visat sig vara en tillgang i vaxtnaringen och baserat pa den kunskapen har
bakteriestammar utvecklats fér kommersiell anvandning inom jordbruket (Kloepper et al.
2004).

Ut6ver att vara en naturlig tillgang inom jordbruk och véxtnaring har bakterier borjat fa allt
storre roll inom biotekniken. Biofilm anvands bland annat for att immobilisera enzym som
anvands inom industrin. Detta gérs genom att enzymerna fasts vid de monomerer som utgor
biofilmens stabiliserande proteiner. Hittills har immobiliering av enzymer gjorts pa curli-pili
hos E. coli (Botyanszki et al. 2015). Man far da enzym som ar mycket stabilare samt att de &r
fastsittande och inte férsvinner ur I6sningen tillsammans med produkten. Biofilm har dven
visat sig 6ka energin som kan utvinnas ur MFCs (eng. microbial fuel cells) dar bioremediering
och utvinning av elektricitet & sammankopplat genom bakteriernas inneboende egenskaper
(Kim et al. 2005).

Biofilmbildning leder till &ndrad fenotyp

Biofilmbildning sker i flera steg med distinkta fenotyper mellan de olika stegen (Schembri et
al. 2003) vilket &r illustrerat i Figur 2. I den initiala fasen ska bakterierna ga fran att leva
planktoniska till att hitta en yta att fasta vid. Bakterier har visat sig kunna fasta vid nastintill
alla ytor de kommer i kontakt med i flytande medium, savél abiotiska som biotiska och saval
hydrofoba som hydrofila (Otto et al. 2001). Att ta sig till ytan kraver motilitet och
vidhaftningen kraver nagon form av extracellular komponent som gor att bakterien kan sitta
kvar, sasom proteiner eller EPS. Efter att bakterien har fast vid ytan &r inte langre motilitet
nddvandigt och dessa gener kommer att nedregleras (Pratt & Kolter 1998). Istéllet borjar
bakterien sanda ut signaler till andra bakterier som kan inga i biofilmen, s.k. kvorum-
signalering. Nar andra bakterier borjar anlanda maste bakterierna kunna fasta vid varandra
och nér tillrackligt manga celler ingar kravs organisering av strukturen. Som namndes ovan ar
aven nedbrytning av biofilmen ett viktigt steg for att frigdra sporer (Romero et al. 2011).



Figur 2. Oversikt av biofilmens olika stadier. Omarbetad fran
https://woundsinternational. files.wordpress.com/2011/02/schematic-representation-of-polymicrobial-biofilm-
formation.jpg

Enligt beskrivningen ovan kréaver de olika stegen olika fenotyper och noggrann reglering av
genuttrycket. Dock har det visat sig att motilitet & mycket viktigare for biofilmbildning &n
signalering da bakterier med defekta flageller bildar biofilm i mycket mindre utstrackning an
bakterier som &r defekta i kvorum-signalering (Pratt & Kolter 1998). Aven om stegen liknar
varandra mycket mellan arter har de olika gener for att [6sa organiseringen och
syntetiseringen av biofilm. Att olika arter inte kan anvanda samma komponenter beror bl.a. pa
att vissa proteiner maste fasta i yttre cellvaggen och andra molekyler maste utséndras genom
kanaler i membranet. Hos G* och G ser den yttre cellvaggen mycket olika ut och darfor kravs
olika komponenter for astadkomma samma effekt. Som visas i Figur 3 sd har G bakterier tva
lipidmembran atskilda av ett tunt lager av peptidoglykan (en polymer av socker och
aminosyror) medan G* har ett tjockt lager av peptidoglykan utanfor sitt lipidmembran.
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Figur 3. Till vénster visas membranet hos en G* bakterie, ett tjockt lager av peptidoglykan utanpa ett
lipidmembran. Till héger visas membranet hos en G- bakterie, tva lipidlager med ett lager av peptidoglykan
mellan sig. Bilden &r omarbetad fran
http://cnx.org/resources/6d20e288f351f883c6e5cb0f0al9565¢9233elce/Figure_13 01 _05.png

Sammanfattning
Som hér beskrivits &r biofilm ett komplext system som finns 6verallt i naturen och som aven
finns i 6verflod i manniskors vardag. Den bestar av extracellulara komponenter vilka skiljer



sig at mellan arter. Biofilmen bidrar till att 6ka bakteriers motstandskraft mot bade
miljofaktorer och bakteriocider och kan darigenom bidra till 6kade kostnader inom sjukvarden
och industrin. Trots biofilmens negativa sidor har den visat sig vara en viktig del i vaxters
naringsupptag genom bakteriers interaktion med véxter och dessutom finns tillampningar for
biofilmen inom biotekniken. Vare sig det &r av ekologisk, patologiskt, ekonomisk eller
bioteknologisk anledning &r biofilm nagot som bor studeras vidare. Att forsta dess
sammansattning skulle kunna radda liv samt ge ekonomisk avkastning inom flera omraden.

Biofilmbildning i E. coli

Har foljer en beskrivning av de vanligaste komponenterna i biofilm hos E. coli. Alla
komponenter ar viktiga for biofilmens bildande och struktur. Detta &r inte alla komponenter
som ingar i biofilmen utan urvalet gjordes baserat pa vad litteraturen anser vara de viktigaste
och bést karaktariserade. For en kortfattad 6versikt av komponenterna se Tabell 1.

Tabell 1. Kortfattad sammanfattning av funktionen hos de olika extracellulara
komponenterna hos E. coli.

Namn Funktion Typ av molekyl
Curli Vidhaftning till yta och andra celler  Protein
Antigen 43 Vidhaftning till andra celler Protein

Typ 1 fimbrier  Vidhéaftning till ytor Protein

Colanic acid Omslutande skyddande hoélje Polysackarid

Cell-yta interaktion

Typ 1 fimbrier

Vidhaftning till en yta ar en avgorande faktor for bildningen av biofilm, kanske viktigare an
vidhaftningen till andra celler i vissa fall. En komponent som visat sig vara avgorande for
vidhaftningen &r typ 1 fimbrier. Dessa fimbrier ar extracelluléara proteinfibrer med ett adhesin
specifikt for mannos langst ut. Uttrycket av typ 1 fimbrier styrs utav fim-operonet vilket &r ett
fasreglerat operon. Fasreglering ar ett satt for bakterien att reversibelt &ndra sin fenotyp utan
att mutera (Snyder et al. 2013). Ofta regleras proteiner i yttre membranet med fasreglering for
att undkomma immunforsvaret. Har regleras uttrycket till ’ON” vid kontakt med en yta, dock
kan dven planktoniska celler visa "ON” fenotyp. Denna fasreglering leder i slutdndan till att
manga andra proteiner uppregleras vid kontakt med en yta (Otto et al. 2001).

Tidigare trodde man att typ 1 fimbrier var avgérande for den initiala bindningen till hydrofoba
ytor men studier har visat att de snarare stabiliserar bindningen genom att gora bakteriens
yttre membran mer hydrofobt samt att starka sammanhallningen i biofilmen (Pratt & Kolter
1998, Otto et al. 1999, Hung et al. 2013). Hos uropatogen E. coli har fimH visat sig vara
viktig for vidfastning, genen som uttrycker adhesiner specifika fér mannos. Man har kunnat
pavisa att bakterier far samre vidhaftning till epitelceller nar en fimH antagonist ar narvarande
(Kleeb et al. 2015). Det ar dock mindre sjélvklart vilken roll fimH har vid initial vidh&ftning
till abiotiska ytor. Dock har det pavisats att biofilmbildning kraftigt reduceras dven pa
abiotiska ytor i franvaro av fimH pa samma satt som den kraftigt reduceras med tillséttning av
fimH antagonister (Hung et al. 2013).



EPS

Colanic acid

Den extracelluldra matrisen hos biofilmbildande bakterier utgérs till stor del av olika EPS.
Vilken eller vilka EPS som ingar i biofilmen beror pa sammanséttningen av arter,
naringstillgang och andra omstandigheter i omgivningen som temperatur och pH. Vissa EPS
uttrycks konstitutivt medan uttrycket av andra kan hérledas till specifika tidpunkter under
bakteriens tillvéaxtfas sasom tillvéxt- eller stationar fas. En av de mest forekommande EPS hos
E. coli &r colanic acid (CA), som utdver att inga i kolonibildning i biofilm ocksa uttrycks
under stress (Gottesman & Stout 1991). Denna polysackarid bestar av flera olika
sockergrupper och ingar i glykokalyxen (yttre kapsel av proteiner och polysackarider som
omger cellen) hos manga enterobakterier och 20 gener ansvariga for produktion aterfinns i ett
operon hos E. coli dar manga gener ansvariga for kapselbildning aterfinns (Zhang et al. 2008).
Tidigare trodde man att utéver skydd skulle glykokalyxens roll vara vidhaftning till en yta.
Studier har pa senare tid visat att CA inte ar viktig vid vidhaftning, inga skillnader i
biofilmsbildning kan ses mellan E. coli CA” mutanter och vildtyp, daremot sdg man att CA”
mutanter tappar formaga att bilda komplexa biofilmer, bl.a. visar mikroskopi att den
karaktaristiska pelarformen forsvinner (Danese et al. 2000b). Istéllet bildar dessa biofilm som
endast ar 1-2 celler djup. Framforallt har wcaF visat sig vara viktig for CA produktionen. Den
genen ligger inom operonet som hanterar kapselbildningen hos E. coli. Efter att ha
sekvenserat genomet hos olika E. coli mutanter sdg man att samtliga celler som forlorat
funktionen i wcaF ocksa helt tappade formagan att bilda komplex biofilm. Detta skedde
genom att de forlorade férmagan att uttrycka CA (Danese et al. 2000b). Det finns foreslaget
att anledningen till att wcaF &r sa viktig ar for att den uttrycker ett acetyltransferas som ar
essentiellt for CA produktion (Stevenson et al. 1996). Aven om CA inte &r viktigt for
vidhaftning till sjalva ytan visar studier att CA gor ytan pa bakterien mer hydrofil och
dessutom kan CA penetrera redan bildad biofilm (Yoshida et al. 2015).

Reglering av CA

Produktionen av CA regleras sa att majoriteten av CA i biofilmen bildas efter vidhaftningen
da en 6verproduktion av CA inhiberar vidhéaftning till ytor (Hanna et al. 2003). Eftersom CA
har hydrofila egenskaper forloras framst formagan att fasta till hydrofoba ytor (Yoshida et al.
2015). Uttrycket av CA ar kvorumreglerat, liksom regleringen av manga andra gener som ska
uttryckas i narheten av andra celler. Kvorumregleringen ar koncentrationsberoende, uttrycket
startar ndr koncentrationen av signalmolekyler blir tillrackligt hog, och anvénds for att avgora
nar populationen ar tillrackligt stor for att uttrycket av genen ska l6na sig. | denna reglering
ingar autoinducer 2 (Al-2), en kvorum-signaleringsmekanism som visat sig stimulera
biofilmbildning hos E. coli genom att inducera MgsR. MgsR ar ett kvorum-
signaleringsreglerat protein som stimulerar flagellrorelse samtidigt som det stimulerar
uttrycket av YncC, formodad transkriptionsfaktor som genom reglering av manga signalvagar
leder till minskad produktion av CA (Zhang et al. 2008). Detta system visar en
sammankoppling mellan kvorumsignalering, motilitet och biofilmbildning och att uttrycket av
CA éar ett komplext system med manga metabola vagar. En 6verproduktion av CA gor
bakterien mer motstandskraftig mot fagangrepp och detta har véckt teorier om att
overproduktion skulle leda till att kvorum-signaleringen stérs och pa sa vis inhibera
biofilmbildning (Zhang et al. 2008).

Aven om CA minskar vidhaftning och pa sa vis ocksa biofilmbildningen i en tidig fas fyller
CA flera viktiga funktioner i senare skeden av biofilmbildningen. Utdver att bidra till att
skapa den komplexa 3D-strukturen och ett 6kat skydd mot fagangrepp har CA dven visat sig



gora Salmonella spp. mer motstandskraftig mot fagocytos fran immunférsvaret (Wang et al.
2013). Alltsa kan man anta att det ar viktigt for planktoniska celler fran andra bakteriearter att
under en infektion forse sig med en tjockare glykokalyx sa att de kan undkomma
immunforsvaret tills de kan kolonisera en ny yta. Okad kannedom om CA kan ge fler
ingangar i behandlingen av langvariga infektioner till f6ljd av biofilm och bana vag for nya
former av antibiotika. Om nya mediciner kunde inrikta sig pa att stéra glykokalyxbildningen
genom att inrikta sig pa EPS sasom CA skulle man kunna forhindra spridning av infektion
hos patienter som har drabbats av blodforgiftning.

Cell-cell interaktion

Curli-pili

En stor del av den biofilmen utgdrs av proteiner. Framst utgor dessa proteiner en stéllning
som bakterierna anvander for att fasta bade till varandra och till nya koloniserade ytor. Det
huvudsakliga proteinet hos E. coli &r curli (Barnhart & Chapman 2006). Curli &r en viktig
faktor for bada typer av vidhéftning och liknande proteiner aterfinns hos andra arter, bland
annat hos Salmonella typhimurium dér gener homologa till csg (curli-specific-genes) finns
(Rémling et al. 1998). Curli utgdrs av extracellulara amyloidproteiner vilka bildar ett nétverk
av nanofibrer som ar forankrat till det yttre cellmembranet (Barnhart & Chapman 2006).
Amyloidfibrerna bestar av icke-grenade strukturer som r rika pa B-flak vilket gor dom
mycket motstandskraftiga. De kan motsta nedbrytning av proteaser samt natriumdodecylsulfat
(&mne som anvénds for att denaturera proteiner) och produceras i regel bara under
stationdrfasen och i temperaturer upp till 30 °C (Barnhart & Chapman 2006).

Monomererna som utgor curli utsondras och monteras utanfor cellen. Sju proteiner i tva
operon, csgBAC och csgDEFG, har identifierats som delaktiga i curliproduktionen (6versikt
over genprodukternas funktion finns i Tabell 2). Transkriptionsfaktorn CsgD reglerar csgBAC
som uttrycker de tva huvudkomponenterna av curli, CsgA och CsgB. Medan csgA uttrycker
”Curlin”, vilket dr den huvudsakliga byggstenen, sa fungerar CsgB som en plattform och
hjalper CsgA att aggregera (Klein & Hultgren 2015). CsgA-monomerer aggregerar i 6sning
utan CsgB efter ca 100 minuter (Hammer et al. 2012); tillsattning av redan aggregerade
CsgA-polymerer eller CsgB paskyndar processen. Interbakteriell komplementering
forekommer mellan CsgA och CsgB. En AcsgA-mutant kan fortfarande bilda curli med hjélp
av CsgA utsondrat fran en annan bakterie, och en AcsgB-mutant kan bilda curli med hjalp av
CsgB utsondrat fran en annan bakterie (Hammar et al. 1996). Den sista genen i operonet,
csgC, har en reglerande funktion. Uttrycket av CsgC forhindrar att CsgA borjar aggregera i
det periplasmatiska utrymmet. Utan stabilisering av CsgC bildas toxiska nivaer av aggregerat
CsgA (Evans et al. 2015).

Det andra operonet som medverkar i bildandet av curli, csgDEFG, bidrar med proteiner som
har en reglerande funktion i syntesen av curli samt hjalpproteiner. Som redan namnts ar CsgD
en transkriptionsfaktor for csgBAC. Operonet i sin tur ar reglerat av OmpR som binder till
promotorn och startar transkriptionen (Prigent-Combaret et al. 2001). OmpR ar ett
membranprotein som ingar i ett tvakomponentsystem vilket kanner av forandringar i
osmolaritet i omgivningen. Mutanter med hogre produktion av OmpR bildar biofilm i hdgre
utstrackning an vildtyp. CsgE finns i det periplasmatiska utrymmet och forhindrar CsgA fran
att aggregera samtidigt som det hjalper translokeringskanalen CsgG att binda och transportera
CsgA (Nenninger et al. 2011). CsgF hjalper curli att fasta i den yttre cellvdggen samtidigt som
det ocksa hjalper CsgA att aggregera utanfor cellen. Borttagning av CsgF eller CsgB gor att
cellen inte langre kan producera curli, CsgA flyter da bort fran cellen.
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Curli har visat sig vara mycket viktiga for vidhaftning i den tidiga fasen av biofilmbildningen.
| studier med E. coli har det visat sig att stammar med curliproduktion oftare bildar biofilm
vid inerta ytor &n stammar som saknar curliproduktion. Samma studie visar dven att
vidhaftningen till biotiska ytor 6kade. Studien har &ven visat att curli &ar viktig for 3D-
strukturen hos biofilmen da stammar som saknar curli bildar platta kolonier medan de som
producerar curli bildar samma struktur som vildtyp (Kikuchi et al. 2005).

Tabell 2: Oversikt dver proteinerna inblandade i curlisyntes.

Namn Funktion

CsgA  Curlin, huvudkomponent i curli

CsgB  Plattform for att CsgA ska monteras
korrekt

CsgC  Forhindrar aggregering av CsgA i
periplasmatiska utrymmet

CsgD  Transkriptionsfaktor av csgBAC
CsgkE  Bidrar till translokering av CsgA

CsgF  Forankrar CsgA till ytan av cellen och
bidrar till agreggering

CsgG  Translokeringskanal

Antigen 43

Grundstrukturen inom biofilm &r kluster av mikrokolonier omgivna av en matris av EPS och
proteiner. For att cellerna ska kunna fésta vid varandra kravs det vidhaftningsmolekyler, hos
E. coli dr en av dessa antigen 43. Antigen 43 dr ett protein som utrycks av flu-genen och E.
coli Aflu mutanter tappar formagan att aggregera vilket starkt paverkar formagan att bilda
biofilm (Schembri et al. 2003). Studier med microarray visar ocksa att flu-genen uttrycks
betydligt mer hos biofilmbildande bakterier i stationar fas &n hos planktoniska bakterier i
tillvaxtfasen (Schembri et al. 2003).

Bakterier har manga olika proteiner i sitt yttre membran. Manga av dessa anvands for att
inhamta information om omgivning sa att cellen kan anpassa sig. Andra anvéands for
kommunikation mellan celler eller har en roll i vidhaftning. Beroende pa funktion sa kommer
proteinet ha en speciell struktur. Antigen 43 tillhor en klass av membranprotein som kallas
autotransportproteiner. Autotransportproteiner ar det vanligast forekommande
membranproteinet hos E. coli och finns hos flera G- bakterier samt &r ofta associerat med
funktioner sasom vidhéaftning, aggregering och toxicitet (Celik et al. 2012). Ofta aterfinns
flera kopior av flu-genen hos stammar av E. coli och variationer kan hittas inom kopiorna
vilket ger dem olika egenskaper. Hos uropatogen E. coli aterfinns tva funktionella antigen 43
varianter, o och B, dir o ger starkare vidhaftning da den formedlar fler véatebindningar mellan
aminosyrorna nir det associerar med a-antigen 43 fran en annan bakterie.
Autotransportproteiner har en valdigt speciell konformation, transportregionen som faster i
membranet har formen av en B-tunnel medan den funktionella delen som sticker ut fran
membranet antar en [3-helix (Leyton et al. 2012). Hos E. coli sticker antigen 43 ut ~10 um
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vilket tillater proteinet att interagera med andra bakterier. Detta protein ar L-format vilket
tillater det att inga kardborrliknande bindningar med andra proteiner (Heras et al. 2014). L-
formen ar viktig for att de funktionella aminosyrorna ska fa kontakt och man har visat att
celler med mutationer i antigen 43 som gor att de tappar L-formen leder till formagan att
aggregera forsamras (Heras et al. 2014).

Reglering av antigen 43

Transkriptionen av antigen 43 regleras negativt genom uttryck av OxyR vilket ar ett protein
som binder till promotorregionen och forhindrar transkriptionen. Nar ett Dam-metylas
metylerar antigen 43 promotorn hindras OxyR fran att binda och transkriptionen kan da
genomforas. (Danese et al. 2000a). OxyR é&r ett protein som annars ar aktivt vid oxidativ
stress vilket ar nagot som ger en indikation om att biofilm produceras under oxidativ stress
(Storz & Imlay 1999). Mutationer i dam-metylas leder till att farre celler aggregerar, medan
mutationer i oxyR har gor att fler aggregerar (Danese et al. 2000a). Att farre celler aggregerar
ledde till minskad férekomst av biofilm. Detta visar pa att antigen 43 har en stark inverkan pa
cellernas formaga att bilda biofilm och hur viktigt regleringen av uttrycket ar for att cellerna
inte ska aggregera for tidigt.

Biofilmbildande i B. subtilis

Som i avsnittet om E. coli foljer en beskrivning av de komponenter som ar viktiga for
uttrycket av biofilm i B. subtilis. Har har ocksa urvalet skett baserat pa vad litteraturen anser
vara de viktigaste och bast karaktériserade komponenterna. Rubrikséttningen har skiljer sig
nagot fran rubriksattning for beskrivningen av E. coli pa grund av att systemen skiljer sig at
nagot i sammansattningen av komponenter och reglering. En 6versikt éver komponenterna
finns i Tabell 3.

Tabell 3. Kortfattad sammanfattning av funktionen hos de olika extracelluléra
komponenterna hos B. subtilis.

Namn Funktion Molekyl
Surfaktin  Inducering av biofilm Lipopeptid
SpoOA Transkriptionsfaktor Protein
Levan I/ll  Skyddande hélje Polysackarider
TasA Sammanhallning inom biofilmen Protein
TapA Forankrar TasA i cellmembranen samt ingdr  Protein

I TasA-fibrer

Inducering och reglering

Surfaktin

En utav de viktigaste komponenterna for biofilmbildning hos B. subtilis &r surfaktin. Denna
lipopeptid syntetiseras inte av alla celler i population utan bara av en del av celler som
utséndrar surfaktinet som svar pa kvorumsignalering. Surfaktin ar en surfaktant (ytaktivt
amne med en polér och en opolér del) som syntetiseras av flera organismer for dess
antimikrobiella funktioner och anvénds ibland som antibiotika (Mireles et al. 2001). Aven om
surfaktin &r en av de viktigaste parakrina signalerna uttrycker inte de bakterier som tillverkar
surfaktin biofilm, produktionen av surfaktin undertrycker uttrycket av biofilm hos dessa celler
(Lopez et al. 2009). Det &r enbart nar andra celler i populationen, vilka inte producerar
surfaktin, kommer i kontakt med surfaktinet som biofilmproduktionen induceras hos dem.
Denna inducering sker inte pa traditionellt satt dar en sensor i det yttre membranet kéanner av
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en ligand och en kedja av signaloverforingar startas. Istéllet penetrerar surfaktinet cellvdggen
och bildar en por vilket resulterar i kaliumlackage och leder till att membranpotentialen
sjunker (Lépez et al. 2009). Detta leder till aktivering av kinaser (enzym med férmaga att
overfora fosfatgrupper) som inducerar uttrycket av biofilmgener. Dock kan liknande
komponenter fran andra organismer sasom svampar ha en antibiotisk roll. Genom att orsaka
katjonlackage kan biofilmbildning induceras vilket visar pa biofilmens roll som
forsvarsmekanism. Kanalerna som bildas av surfaktin &r valdigt selektivt for just kalium och
det har visat sig att avlagsnande av kalium fran cytoplasman har den starkaste induceringen av
biofilm. Dock tillverkas inte surfaktin nar bakterierna odlas i Luria-Bertani-medium eller
annat rikt medium, men produceras i minimalt medium. Tillsattning av kalium till mediet kan
undertrycka biofilmbildning trots narvaro av surfaktin (Lopez et al. 2009). Franvaro av
surfaktin ger tunna och mycket émtaliga biofilmer (Straight et al. 2006).

Spo0A reglerar genuttryck

Spo0A ar en mycket viktigt transkriptionsregulator som reglerar éver 100 gener hos B.
subtilis, bl.a. gener som &r inblandande i sporulering och biofilmbildning (Molle et al. 2003).
Spo0A aktiveras genom fosforylering och existerar bade i fosforylerad (SpoOA-P) och icke
fosforylerad (SpoOA) form i bakterien och forhallandet mellan dessa former bestammer
fenotypen hos bakterien (Fujita et al. 2005). Medelhdga nivaer av SpoOA-P leder till att
biofilm bérjar bildas medan hoga nivaer leder till sporulering. | ett initialt skede kommer
aktiveringen av SpoOA att leda till biofilmbildning hos alla bakterier men hos en av
populationen kommer SpoOA-P att ansamlas och dessa kommer att sporulera. Detta &r viktigt
eftersom sporuleringen tillater kolonisering av nya omraden.

Manga kinaser ar viktiga i regleringen av biofilm och tva kinaser, KinC och KinD ar viktiga
for regleringen av SpoOA. KinC aktiveras av utflodet av kalium som foljer efter penetration
fran surfaktin och fosforylerar i sin tur SpoOA som blir aktivt (Lépez et al. 2009). KinD a
andra sidan aktiveras genom kontakt med redan bildad biofilm. KinD har dubbel aktivitet och
fungerar innan kontakt med biofilm som ett fosfatas som haller koncentrationerna av SpoOA-
P nere. Det ar en viktig funktion som annars hade lett till att sporulering inducerades for tidigt
(Aguilar et al. 2010). Vid kontakt med biofilm eller komponenter som ingar i biofilm kommer
kinD att aktiveras och far kinasaktivitet som aktiverar SpoOA och inducerar sporulering. Dock
kommer inte alla bakterier i biofilmen att sporulera utan blir kvar som celler i biofilmen eller
sprids som nya planktoniska celler. Sporulering induceras indirekt genom att Spo0OA-P
koncentrationen stiger kraftigt. SpoOAs funktion som reglerande protein har visat sig vara
essentiellt for bildning av biofilm hos B. subtilis d& mutanter som saknar SpoAQ eller andra
proteiner som positivt reglerar SpoAO tappar formagan att bilda komplexa biofilmer (Aguilar
et al. 2010).

Cell-yta interaktion

EPS

B. subtilis bildar flera olika EPS med olika funktioner. De vanligast forekommande &r de
strukturella polysackariderna. Bland dem &r levan typ I och Il de vanligaste. Levan | &r en
polymer av -2,6-D-fruktos medan levan Il &r en fruktospolymer med en glukosmolekyl i
anden (El-Refai et al. 2009). Dessa oladdade molekyler medfor enbart strukturella egenskaper
till biofilmen, bl.a. den karaktéaristiska pelarformen. Utover dessa har man sett att y-PGA
(poly-y-glutamat) uttrycks mycket under biofilmbildning, men samtidigt &r y-PGA inte
essentiellt for biofilm. Det verkar snarare ha en funktion i cell-cell interaktionen genom att
gora yttre membranet mindre negativt laddat (Stanley & Lazazzera 2005).
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Proteiner utsondras i matrisen for att modifiera polysackariderna. Levansukras utséndras for
att modifiera suckros tillsammans med fruktos till levan (Castillo & Lopez-Munguia 2004).
Vid mycket laga koncentrationer av fruktos utsondras levanas vilket bryter ner levan (Martin
et al. 1989), detta kan vara viktigt vid lag naringstillgdng. Aven enzymer for att bryta ned
proteiner kan hittas i biofilmen, framst vid Iag tillgang till kvave (Hata et al. 2001). Utan
tillgang pa kvave kan bakterierna inte skapa biofilm.

Andra stammar inom Bacillus-slaktet har dven visat sig utsondra DNA som ett adhesin i sin
biofilm och det har t.0.m. visat sig vara essentiellt for biofilmens struktur att de gor det. Andra
teorier &r att det kan ha en funktion i dverforing av DNA mellan bakterier (Vilain et al. 2009).

Reglering

Spo0A-P inducerar uttrycket av manga gener inblandade i uttrycket av proteiner som utgor
biofilm. Ett operon som kontrolleras av SpoOA-P &r epsA-O-operonet (Vlamakis et al. 2013).
SpoAOQ-P gor detta genom att kontrollera SinR, en repressor av flera gener inblandade i
biofilmbildning. SinR binder till promotorregionen av epsA-O och forhindrar transkriptionen
(Kearns et al. 2005). SpoAO-P leder till uttryck av en antagonist till SinR, Sinl, och inducerar
uttrycket av epsA-O. Detta operon ar den huvudsakliga producenten av EPS i B. subtilis
(Vlamakis et al. 2013). Alla geners funktion har inte blivit kartlagda, aktivering av operonet
medfor flera fenotypiska forandringar och mutationer pa flera platser i operonet leder till
forlorad biofilmproduktion (Figur 4). Celler som saknar ett fungerande epsA-O pavisar ocksa
en mindre mangd kolhydrater i cellen 6verlag (Branda et al. 2006). Substratet for operonet
kodas av pgcA vilket bildar nukleotidsockeret UDP-galaktos. Mutanter som saknar pgcA
forlorar formagan att bilda UDP-galaktos och samtidigt formagan bilda komplex biofilm
(Lazarevic et al. 2005). Funktionen av ett enzym i reaktionsvéagen, EpsE, &r det mest
studerade och har visat sig ha dubbel funktion. Férutom att ha glykosyltransferasaktivtitet,
vilket ar viktigt i produktion av EPS, har EpsE ocksa en funktion i att géra bakterierna
stillasittande. EpsE inhiberar rorelsen av flageller genom att fungera som en klamma vilket
forhindrar mekanisk rérelse (Blair et al. 2008).

Spo0A-P reglerar inte bara Sinl utan aven ocksa ett annat protein, AbrB (VIamakis et al.
2013). AbrB inducerar uttrycket av BslA, en molekyl som haller samman biofilmen genom att
ldgga sig som ett lager 6ver biofilmen och gora den mer hydrofob. Detta hindrar
biofilmkomponenter att flyta ivag (Kobayashi & Iwano 2012).

Cell-cell interaktion

TasA- SipW-TapA

| stillastdende medium bildar B. subtilis en flytande biofilm pé ytan av mediet. | denna biofilm
kan man tidigt se att celler aggregerar och halls samman. Genanalyser visar att EPS har en
mycket viktigt roll i aggregeringen hos B. subtilis men man fann ocksa gener som var
kopplade till aggregeringen inte uttryckte EPS utan en annan substans. Hér identifierades
TasA-SipW-TapA proteinerna. Dessa tre ingar i ett operon som &r undertryckt av SinR, vilket
gor att uttrycket ar reglerat av SpoAO-P och mutanter som saknar nagon av de tre saknar
formagan att bilda robust biofilm (Chu et al. 2006). En viss biofilm férekommer dock da
andra komponenter sdsom EPS fortfarande utsondras (Figur 4), men biofilmen saknar de
skyddande egenskaper som biofilm fran vildtyp uttrycker. Dock kan AtasA-mutaner
interagera med Aeps-mutanter for att aterskapa samma fentotyp som viltyp vilket pavisar
interbakteriell komplementering (Romero et al. 2010). TasA é&r ett extracellulart protein och
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ar tillsammans med EPS den vanligast forekommande och viktigaste komponenten i B.
subtilis biofilm (Branda et al. 2006). TasA ar ett amyloidprotein som bildar nanofibrer ~10-15
nm i bredd vars framsta funktion ar att halla samman celler inom biofilmen (Romero et al.
2010).

SipW dr ett signalpeptidas med uppgiften att bearbeta och transportera TasA och TapA till
yttre cellvaggen (Terra et al. 2012). Celler som saknar sipW faster endast till ytor som
enskilda celler, medan celler som saknar TasA eller TapA fortfarande har formagan att bilda
biofilm &ven om den inte &r lika robust eller har samma struktur som vildtypens biofilm. Det
har darfor foreslagits att SipW har en reglerande funktion pa bade uttrycket av TasA och
epsA-O vilka inte uttrycks i franvaro av SipW (Terra et al. 2012).

TapA é&r det protein som forankrar TasA till cellytan samt hjélper det att polymerisera utanfor
cellen, men TapA existerar d&ven som en del av amyloidfibrerna men i ett ratio till TasA pa
1:100 (Romero et al. 2010). Interbakteriell komplementering fungerar inte pa AtasA-mutaner
om dessa ocksa saknar TapA vilket visar pa forankringens viktiga roll i biofilmen (Romero et
al. 2011). TapA é&r sannolikt kovalent bundet till peptidoglykanet i det yttre membranet
eftersom det klarar av mycket harda behandligar utan att dissociera. Dock har man inte kunnat
bevisa detta och fler studier behdvs for att undersoka hur TapA associerar med cellvaggen.

Allteftersom cellvaggen mognar kommer den tillslut att brytas ned hos B. subtilis.
Mekanismen bakom detta har visat sig vara integrering av D-aminosyror i yttre cellvaggen
(Romero et al. 2011). D-aminosyrorna far TasA att slappa fran cellvaggen och brytas ned. Att
biofilmen bryts ned ar en viktig del i spridning av de celler som ansamlat SpoAO-P och bérjat
sporulera.

AtasA

Figur 4. Visar formagan att bilda biofilm hos B. subtilis-mutanter. Langst till vanster syns vildtyp med fullt
utvecklad biofilm. Mittenbilden visar en AtasA-mutant med biofilm innehallande enbart EPS medan langst till
hoger syns en Aeps-mutant som knappt pavisar nagon biofilm alls i jamforelse med vildtyp. Omarbetad fran
(Branda et al. 2006).

Aeps

Diskussion

Ovan har beskrivits hur komplex process bildandet av biofilm &ar och hur lika komponenterna
ar som utgor biofilm hos E. coli och B. subtilis. Oavsett bakterieart sa kravs manga olika
system for att reglera och syntetisera biofilm, om det sa ar vid hég naringstillgang eller som
ett svar pa stress. Forskning pa biofilm de senaste 25 aren har visat att biofilm inte bara &r en
struktur som manga bakterier rakar producera, utan en mangfacetterad l16sning pa manga av
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de problem bakterierna stélls infor. Det verkar vara absolut nédvéndigt for artens fortlevanad
att ha ett sa potent skydd i en miljo dar nastan allt, saval biotiska som abiotiska faktorer, utgor
en fara. Detta gor att bakterier utnyttjar biofilmen for att inga i kolonier med andra
bakteriearter vilket kan tillféra 6kad skydd och naringstillgang. I fallet med B. subtilis och
vaxter kan biofilm vara ett sétt att inga i en symbiotisk relation med en annan organism.

Samtliga komponenter bidrar till en synergistisk effekt

Nagot som visat sig ar att flera komponenter ar viktiga for biofilmens struktur, men bara i viss
utstrackning. Produkter som forst identifierats som absolut nddvéndiga for exempelvis
vidhaftning till abiotiska ytor har sedan visat sig endast forstarka vidhaftning efter att andra
komponenter redan fast. Celler som saknar dessa sekundara produkter har lyckats vidhafta i
alla fall i nagon man och har fortfarande en viss biofilmbildning vilket ger dem skydd och
bidrar till 6kad spridning av dem trots mutationen. Komponenterna i biofilm har séllan en
funktion som enskilda komponenter utan samverkar med flera andra och kan dessutom ha
flera olika funktioner beroende pa miljo, naringstillgang, genuttryck samt vilken fas
bakterierna befinner sig i. De olika stadierna uttrycker som beskrivet olika fenotyp, och det ar
lika viktigt att uttrycket av en gen regleras som att genen uttrycks. Vissa produkter sisom CA
visar tydligt pa hur viktigt det ar att produkterna som ska inga i biofilmen inte uttrycks i ett
for tidigt skede da det kan ha en motsatt effekt, i fallet med CA forlorar bakterien férmagan
att vidhafta samt kanna av kvorumsignalering om CA uttrycks for tidigt. Nagot som blir
uppenbart &r att alla komponenterna hos biofilmen har sin roll att spela och nar alla &r
narvarande kan en narmast synergistisk effekt uppsta. Biofilmens 3D-struktur kan sta och
falla med en komponent, men i regel bildas en biofilm med skyddande funktion aven om alla
komponenter inte &r narvarande och om alla komponenter som ska inga i biofilmen ar
narvarande &r den ett mycket potent skydd for organismerna. Aven om biofilmen som saknar
en komponent inte har samma komplexitet som hos vildtypen gor interbakteriell
komplementering att de anda kan utgéra en kalla till kontaminering och infektion i symbios
med andra stammar eller andra arter. Det har visar aterigen pa vilket dynamiskt system ett
biofilmomslutet bakteriesamhélle &r och trots ihardiga studier av dessa samhallen ar samspelet
inom dem annu inte fullt ut forstatt.

Kunskap om biofilm ger nya behandlingar

Med en 6kande antibiotikaresistens varlden éver kommer nya medel i att bekampa
bakterieinfektioner vara absolut nédvandiga, och med fynd som att B. subtilis bryter ned sin
biofilm genom att producera D-aminosyror dppnas ett nytt forskningsomrade for hur man ska
behandla langvariga infektioner orsakade av G* bakterier. Att mannosantagonister gor att E.
coli forlorar formagan att uppratthalla biofilmens komplexa struktur 6ppnar ocksa for nya
behandlingar av G- bakterier. Aven om terapierna som tas fram inte lampar sig att anvanda i
medicinskt syfte finns alltid tillampningar inom andra omraden dar biofilm &r ett problem.

Likheter hos komponenterna

En intressant upptackt ar att oavsett vilken bakterie som studeras verkar alla ha en liknande
I6sning pa samma problem. Vare sig det ar en flytande eller fastsittande biofilm ar de
beroende av att komponenterna i biofilmen har en viss typ av egenskaper, de ska bland annat
vara hydrofoba samt ge vidhaftning bade till biotiska och abiotiska ytor saval som till andra
celler. De tva slakten som studerats har olika komponenter i sin biofilm men komponenterna
har en mycket liknande struktur och framférallt funktion. Bade E. coli och B. subtilis
producerar komplexa kolhydrater for att ge biofilmen struktur och for att skydda sig, men de
producerar olika kolhydrater. Hos E. coli &r den framst forekommande CA som utgor en stor
del av glykokalyxen och bidrar mycket till biofilmens komplexa struktur. Hos B. subtilis ar
det framsta polysackariderna levan 1 och I1. Aven om bada arterna producerar polysackarider
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skiljer sig bestandsdelarna at, men de bada fyller samma funktion hos bakterierna. Likasa ar
proteinstrukturerna hos de olika bakterierna lika. Bada producerar en sorts amyloidfibrer som
faster i det yttre membranet. Amyloidfibrerna ar mycket motstandskraftiga och ger saledes
mycket bra skydd och vidhaftning. Oavsett om det ar curli hos E. coli eller TasA hos B.
subtilis &r funktionen den samma aven om produkterna skiljer sig at nagot. Detta skulle kunna
beskrivas som ett fall av konvergent evolution, dér olika produkter 16ser samma problem. Att
produkterna skiljer sig kan hérledas till skillnaden i cellvdgg hos de olika organismerna,
protein som ska forankras i cellvaggen kommer att skilja sig at beroende pa om de faster i ett
lipidmembran som hos E. coli eller ett peptidoglykan-lager som hos B. subtilis. Dock kan
likheten ocksa bero pa att flera olika arter av bakterier kan inga i samma biofilm. Att ha
liknande komponenter 6kar da chansen for alla att 6verleva i en konkurrenssituation, det &r
battre om dven konkurrenterna 6verlever an att ingen gor det.

Skillnaden i reglering

Regleringen av biofilmbildning skiljer sig nagot at. B. subtilis har en huvudregulator i form av
SpoO0A vilken reglerar 6ver 100 gener. Denna gen ar &ven kopplad till sporulering, ytterligare
ett skydd mot omgivningen om pafrestningarna blir for stora. Eftersom sporulering ska
fungera som ytterligare en niva av skydd &r det inte konstigt att regleringen av biofilm och
sporulering hanger ihop sa intimt. E. coli saknar formagan att sporulera och verkar ha fler
regulatoriska system som ofta ar kopplade till uttrycket av en enskild produkt.

Framtiden

Det &r svart att uttala sig generellt om biofilmbildning efter att enbart ha studerat tva arter av
bakterier. Samtidigt ger en studie som den hér en valdigt tydlig bild av hur komplex biofilmen
ar och hur manga komponenter man maste ta i beaktning nar man studerar biofilmen hos
andra arter och det ger en indikation om vart man ska borja leta efter liknande gener. Bada
systemen pavisar beroende av sekretoriska system for att kunna syntetisera proteinerna som
orsakar majoriteten av vidhaftning, samt att den generella strukturen med mikrokolonier
omslutna av polysackaridmatris inte skiljer sig mycket mellan de olika arterna.
Bioinformatiska studier kan goras efter att ha identifierat dessa gener for att se om de finns
hos andra arter, och dven om inte en fullstandig homologi kan identifieras kan sadana studier
se en indikation om funktion och ge underlag for fortsatta experimentella studier, minns
antigen 43 som kunde forekomma i flera varianter med nagorlunda skilda funktioner. Den har
beskrivningen och jamforelsen ger en snabb dverblick 6ver hur G* och G organismer bildar
och reglerar sin biofilmbildning. Férhoppningsvis kan den bidra till att bredda kunskapen om
vikten av att forsta biofilmbildningen, for biofilmbildning kommer bli ett mer aktuellt
forskningsomrade just mer kunskap vi far om den. Vare sig det ar for att behandla
infektionerna inom sjukvarden, minska kontaminering inom industrin eller for att anvandas
inom biotekniken ar jag saker pa att biofilmen kommer spela en betydande roll i var relation
till bakterier i framtiden.

Tack
Tack till Anna Suarez Larsson for handledningen och tack till Christoffer Mattson Langseth,
Erik Gudmunds och Anton Wahlgren for aterkoppling
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Biofilmens sammansattning: En jamfoérelse mellan Escherichia coli
och Bacillus subtilis: etisk bilaga

Joel Striem
Sjalvstandigt arbete i biologi 2015

Att arbeta med bakterier

Manga genetiska experiment i bakterier gar ut pa att sla ut gener eller introducera nya. Nar
man introducerar gener vill man kunna selektera fram de bakterier som har de
nyintroducerade generna for att undvika kontaminering fran andra bakterier som kan stéra
resultatet. Ofta sker en sddan selektion med en gen som ger antibiotikaresistens. Det later inte
farligt, och i de flesta fall &r det inte heller det, men vad hander om man inte &r forsiktig?

Spridningen av antibiotikaresistens

Bakterier utbyter genetiskt material med varandra och det ar kant sedan lange. Manga
problem med antibiotikaresistens uppstar genom att bakterier éverfor plasmider med
resistensgener mellan varandra. Bakterier som tidigare gick att behandla med antibiotika kan
bli livsfarliga om de far en plasmid med antibiotikaresistens. Nar man arbetar med bakterier
maste man vara forsiktig. En bakterie som bar antibiotikaresistens kan baras med ur ut
laboratoriet om man ar ouppmérksam. Om en patogen som blivit antibiotikaresistent fastnar
pa kladerna och sedan hamnar pa sjukhus kan det leda till att redan immunsvaga patienter
avlider.

God laboratoriesed

| biofilm lever manga olika bakteriearter tillsammans. Om biofilmen dessutom utsétts for
selektionstryck med antibiotika blir den en grogrund for antibiotikaresistens. Déarfor maste
man nar man hanterar biofilm i forskningssyfte vara mycket noga med hur biofilmen hanteras,
vilken antibiotika man anvander och hur man tar han om avfallet. Forskningen maste fortsatta,
men under ansvar. Pa sa sétt blir inte riskerna med forskningen oproportionerliga. Detta
kraver vad som kallas ”god laboratoriesed”. Det dr universitetens ansvar att se till att alla
elever som arbetar med bakterier 1&r sig detta, och det &r forskaren sjalv och laboratoriets
ansvar att det foljs. Gentemot samhéllet har man en plikt som forskare att sékra att det man
arbetar med inte utgor en fara for allmanheten. Darfor &r diskussioner med studenter viktiga
for att uppratthalla god laboratoriesed.

Forskningsetik
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I min uppsats har jag framst anvant granskade vetenskapliga artiklar som kallor. De har
funnits i olika databaser som jag hade tillgang till via universitetet. Man kan aldrig vara helt
saker pa att en kalla ar tillforlitlig, men i det har fallet tycker jag att man kommer sa nara man
kan. Detsamma géller de bocker jag har anvant, jag har utgatt fran att ndgon som vet mer an
jag har granskat dem. De ganger jag har anvant sammanfattningsartiklar har jag alltid gatt till
huvudkallan for att kontrollera att informationen stdimmer.

Varje gang jag kommer med ett nytt pastaende som inte ar mitt eget har jag underbyggt det
med fakta. Ibland har det varit svart att avgdra vad som ar "allmént kint” och vad som inte &r
det. Men som mal har jag haft att underbygga alla fakta med kalla. Jag har ocksa forsokt vara
sa tydlig som mdjlig nar jag drar egna slutsatser for att formedla att det &r mina slutsatser
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