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Sammanfattning

I denna studie ingick saval produktion av biofilm i en statisk modell med mikrotiterplattor dar bio-
filmen fick vaxa ostort i 5 dagar i inkubationsskép i 30 °C, samt en mer dynamisk modell. | den
dynamiska modellen ingick vattenledningsror dar buljong och bakterier véaxt i inkubationsskap i
30 °C i 5 dagar for att sedan std i rumstemperatur i ytterligare 5 dagar med daglig skakning i en
timme, samt att buljong byttes ut vid dag 5 och nya bakterier tillsattes dag 7. Dessutom undersoktes
hur olika desinfektionsmedel (hypoklorsyra, vateperoxid, perattiksyra, 70 % etanol, buffrade syror
och peroxymonosulfat) paverkade biofilm som producerades av Staphylococcus spp. saval som
Campylobacter jejuni i blandflora. Totalt analyserades 3264 mikrotiterbrunnar och 765 vatten-
ledningsrorbitar for att kunna gora en samlad bedémning vilket desinfektionsmedel som hade mest
effekt pé att avlagsna biofilm in vitro och huruvida Stafylokocker och C. jejuni 6verlevde desinfek-
tionen.

Resultaten indikerar att desinfektionsmedlet méste anpassas efter den specifika miljon och den spe-
cifika bakteriefloran som traffas pa da effektiviteten skiljer sig mellan olika typer av biofilm. Effek-
ten av mekanisk rengoring visas heller inte kunna erséttas av endast desinfektionsmedel. Denna
studie visade att vateperoxid hade storst formaga att desinficera ytorna som ingick i den har studien,
och kan darmed fungera som ett komplement i rengéringsrutiner multidisciplinart. Vidare forskning
med statistiska analyser krévs for att bekréfta eller forkasta resultaten.

Nyckelord: Biofilm, destruktion av biofilm, Campylobacter jejuni, stafylokocker, MRSA, MRSP,
desinfektion, rengdring, peroxymonosulfat buffrade syror, peréattiksyra, véateperoxid, hypoklorsyra,
etanol



Abstract

This study included the production of biofilm in a static model as well as a more dynamic model.
The static model included microtiter plates on which the biofilm was allowed to grow undisturbed
for 5 days in incubation cabinets at 30°C, while the dynamic model included water pipes in which
broth and bacteria grew in incubation cabinets at 30°C for 5 days, followed by 5 days in room tem-
perature with daily shaking for one hour a day, and an exchange of broth and bacteria at day 5 and
7. In addition, it was investigated how different disinfectants such as hypochlorous acid, hydrogen
peroxide, peracetic acid, 70% ethanol, buffered acids and peroxymonosulphate affected the biofilms
produced by Staphylococcus spp. as well as Campylobacter jejuni in mixed flora. A total of 3264
microtiter wells and 765 water pipe sections were analyzed in order to make an overall assessment
of which disinfectant had the most effect on removing biofilm in vitro and whether Staphylococcus
spp. and C. jeuni survived after disinfection.

The results indicate that the disinfectant must be chosen based on the specific environment as well
as the bacteria it aims to eliminate, since the effectiveness differs between different types of biofilms
and the agents present. It was also shown that the effect of mechanical cleaning cannot be replaced
by disinfectants alone. However, hydrogen peroxide has the greatest ability to disinfect several dif-
ferent environments with different types of biofilms and can serve as a complement to multidisci-
plinary cleaning routines. Further research with statistical analyzes are required to confirm or reject
the results.

Keywords: Biofilm, destruction of biofilm, Campylobacter jejuni, staphylococci, MRSA, MRSP,
disinfection, cleaning, peroxymonosulphate, peracetic acid, buffered acids, hydrogenperoxide,
hypochloric acid, ethanol



Forord

Biofilm utgors av populationer av en eller flera bakterier som producerar en form
av skyddande biopolymer. Det kan skapa problem inom manga yrkesverksamheter
eftersom den skyddar bakterier ndr de utsétts for lakemedel eller desinfektions-
medel och kan darfor driva resistensutvecklingen vidare samtidigt som den férhind-
rar effektiv desinficering. Trots detta finns det fortfarande valdigt manga obesva-
rade fragor inom amnet. Kunskap saknas bland annat om hur vi ska avlagsna bio-
film i olika miljoer pa satt som bade &r effektiva men aven sakra for djur, manniskor
och miljo.

Avsikten med denna studie var att producera biofilm och undersoka hur biofilmen
paverkas av sex olika desinfektionsmedel som ofta anvands pa djursjukhus, djur-
Kliniker, stallar, slakterier och i livsmedelslokaler. Syftet med studien var att bidra
till 6kad kunskap om biofilm for att minska dverlevnaden och spridningen av pato-
gena biofilmsproducerande bakterier, sdasom Campylobacter spp., meticillinre-
sistenta Staphylococcus aureus (MRSA) och meticillinresistenta Staphylococcus
pseudintermedius (MRSP).
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1. Inledning

Biofilm skapas av bakterier som ett skyddande slemlager, en process vars utveck-
ling har beskrivits av O Toole (2003). Det &r ett densitetsberoende och strategiskt
sétt att uttrycka virulens som skyddar dem mot bland annat desinfektionsmedel och
antibiotika (Kasimanickam et al. 2013). Biofilm kan bildas savél i organsystem som
i urinblasan eller lungorna vid vissa infektioner och kan vara orsaken till svarlakta
infektioner. Den kan &ven férekomma i miljon dar den till exempel kan kontami-
nera medicinsk utrustning eller férorena koksverktyg exempelvis skérbrador (Wal-
ker et al. 2017). Dessutom kan biofilm bildas i ledningarna som foérser djur och
manniskor med vatten (Furukawa et al. 2010) och kan pa det sattet leda till sjuk-
domsutbrott. Ett exempel ar att ménniskor kan drabbas av magsjuka orsakad av
Campylobacter jejuni som ar en allménfarlig zoonos samt den vanligaste rappor-
terade orsaken till gastroenterit hos ménniska inom EU (EFSA&ECDC 2021). Ett
annat exempel & MRSA och MRSP som kan &verleva i biofilm i miljon pa djur-
sjukhus och orsaka nosokomial smitta hos bade djur och manniskor (Gronthal et al
2014; Bergstrom et al. 2012). MRSP och MRSA orsakar ett tkat djurlidande bland
annat i form av svarlakta sar. Biofilm kan i dessa fall leda till en 6kad antibiotikaan-
vandning da dosen kraftigt maste hojas for att bli verksamt da biofilmen gor att
ldkemedlen inte kan tranga igenom slemlagret for att destruera de skadliga bakte-
rierna. Biofilm bidrar darav till en 6kad resistensutveckling (Ceri et al. 1999) och
kan tvinga bade djur och manniskor till langre sjukhusvistelser.

Att grundldggande hygien och stédrutiner &r avgorande for att minska sjukdomsut-
brott ar sedan lange kant (Dancer 2011; Bergstrom et al. 2012; Boyce 2016). Nar
det galler biofilm bér dock en anpassning av rengoéring- och desinfektionsmedel
efter typ av biofilm och yta som ska rengdras ske, da biofilmer blir unika i sin
struktur for varje plats och man kan darfor inte garantera att samma medel &r verk-
samt i olika miljoer (Jones et al. 2011; Furukawa et al. 2010). Det kravs saledes
olika atgarder for olika miljoer for att desinficera en yta eller ett redskap sa effektivt
som mojligt.

Avsikten med denna studie var att bidra till 6kad kunskap om hur rengéringsrutiner
kan optimeras inom djursjukvard och livsmedelsproduktion for att pa langre sikt
minska Overlevnad och 6verforing av sjukdomsframkallande bakterier.
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2. Litteraturstudie

2.1. Biofilm

Biofilmsproduktion ar en skyddsmekanism som sker via quorum sensing. Det in-
nebar att bakterierna ”kommunicerar” inom bakteriearten med hjélp av signalmo-
lekyler som kallas for autoinducerare. Autoinducerarna ar olika for gram-negativa
och grampositiva bakterier och anvands av bakterierna for att kdnna av hur manga
bakterier det ar pa ett visst avstand, och darmed kunna veta nar det ar mest gynn-
samt att 6ka sin motilitet, adherera till en yta for att orsaka infektion eller bilda bio-
film for att inte destrueras (sammanfattat av Viklund 2019). I regel patraffas manga
olika bakteriearter samtidigt i en biofilm, vilket mojliggérs genom kommunikation
mellan bakteriearter dar andra signalmolekyler anvands som kan lasas av flera olika
bakterier. Tillsammans bildar bakterierna biofilm av extracellular polymetrisk sub-
stans (EPS) vilket fungerar som en 3D arkitektur/matrix som bestar av polysacka-
rider, proteiner, nukleinsyra och fetter. Bakterier star for 10 % av massan i biofil-
men medan 90 % motsvaras av EPS. Det gor att bakterierna ar skyddade fran ren-
goringsmedel, desinfektionsmedel, antibiotika och &ven vérdens eget immunfor-
svar (Flemming & Wingender 2010).

Biofilm bildas i faser med hjélp av olika gener for produktion och tillvéxt och startar
nar en aktiv obunden bakterie (planktonisk bakterie) kdnner av signalmolekyler for
adhesion till en yta (Figur 1). P4 ett par timmar produceras matrix av polysackarider
som genererar ett monolager av en omogen biofilm (Bahamondez-Canas et al.
2019). Fler bakterier fastnar pa den klibbiga ytan och bildar mikrokolonier som
resulterar i lager av biofilm. Pa tva till fyra dagar mognar biofilmen och blir sa
pords att den knoppar av delar av sig sjalv for att frisdtta nya planktoniska celler for
att spridas (Vasudevan 2014; Bahamondez-Canas et al. 2019). Detta kan exempel-
vis ske i ett hunddra vid extern otit orsakad av infektion med Pseudomonas aerugi-
nosa eller pa en skarbrada vid undermalig rengoring inom livsmedelsproduktionen.
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Figur 1. Schematisk bild av hur en biofilm bildas. (1) En planktonisk bakterie faster till en yta. (2)
Ett klibbigt monolager av polysackarider bildas. (3) En mikrokoloni byggs upp. (4) Biofilmen mog-
nar och innehaller flera bakteriearter, jast och mogel. (5) Biofilmen knoppar av delar av sig sjélv
for att ytterligare spridas vidare (Bild ur VetBact “biofilm och quorum sensing”, godkénd att an-
vanda).

Enligt Flemmings och Wingenders review om biofilm kan dess matrix och innehall
skilja sig beroende pa narvarande mikroorganismer, miljo och vad den utsétts for,
vilket kan ge den ett utseende som ar allt fran platt och kompakt till fluffig och
pords. Biofilm med P. aeruginosa ar ett exempel pa en platt och len biofilm (Flem-
ming & Wingender 2010).

2.2. Bakterier som inkluderades i studien

2.2.1. Meticillinresistenta Staphylococcus pseudintermedius
(MRSP)

Staphylococcus pseudintermedius ar en grampositiv bakterie som ingar i normal-
floran hos framfor allt hund och katt men den kan dven forekomma hos ménniska
som en transient bakterie (tillfallig fororening). Ofta ar bakterien en opportunist i
hudsar eller urogenitalia och orsakar framfor allt infektion vid nedsatt immunfor-
svar. | en studie av hundar med klinisk infektion var 96 % av de undersokta isolaten
biofilmsproducerare (Singh et al. 2013) vilket kan bidra till sporadiska nosokomiala
(vardrelaterade) utbrott (Gronthal et al 2014; Osland et al. 2012).

Pa senare ar har man sett att genen som kodar for meticillinresistens blivit vanligare,
troligen orsakas detta av en 6kad antibiotikaanvéndning (Hensel et al. 2016). Det
innebér att bakterierna utvecklat en formaga att motsta flera typer av penicillin. En
dansk studie visade att upp till 69 % av 119 friska hundar var barare av MRSP (Paul
et al. 2012) medan en norsk screeningstudie av 189 friska hundar gav resultatet att
2.9 % var tysta barare av MRSP (Kjellman et al. 2015). Da antibiotikaresistens &r
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ett av nutidens storsta hot mot att kunna bota sjukdom framgar det i Jordbruksver-
kets foreskrifter att MRSP redan vid misstanke ska anmadlas till lansstyrelsen och
for MRSP galler kontaktisolering fram till avl&kt infektion (SJVFS 2021:5).

2.2.2. Meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA)

Staphylococcus aureus ar en grampositiv bakterie som férekommer i normalfloran
hos de flesta djurarterna, inklusive hos manniskor. De kan pavisas i infekterade sar
i huden som inte laker, vara orsak till mastiter hos far och not, orsaka fotbélder hos
fjaderfé och ge upphov till matférgiftning hos ménniska (VetBact 2021).

Vissa stammar av S. aureus bar mecA genen som genomgatt en férandring som
mojliggor produktion av pencillinas. Penicillinas bryter ner pencillin vilket gor att
bakterien blir resistent mot flera typer av antibiotika (Deurenberg & Stobberingh
2008). Misstankta fall av MRSA ska anmalas till lansstyrelsen da de regleras av
lagar for att styrka biosékerhet och kréver kontaktisolering till 20 dagar efter avlékt
infektion (Jordbruksverket 2021; SIVFS 2021:5)

| Sverige saval som i manga andra lander har det pa klinik- och sjukhusniva fore-
kommit sporadiska nosokomiala utbrott (Bergstrom et al 2012; French et al. 2004),
och i en nyligen publicerad studie inom veterinarmedicin pavisas aven brister vad
géller desinfektion av tandenheter (Alsing-Johansson et al. 2021). Studien visade
att aven till synes friska héstar kunde vara bdarare av bland annat MRSA varvid
desinfektion efter varje patient alltid &r nédvandigt.

2.2.3. Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni ar en gramnegativ mikroaerofil bakterie som oftast forekom-
mer i tarmen hos manga olika djurarter. Framst &r den kopplad till fjaderfa som
ocksa ar den framsta smittorsaken till campylobacterios hos manniska, med gastro-
enterit som foljd. De flesta djur som &r barare av bakterien ar symptomfria, men
sporadiska aborter kan ses hos nétkreatur. Bakterien sprids i djurstallar och pa slak-
terier bland annat via fororenat vatten eller transportburar om optimala hygienruti-
ner inte uppratthalls. | Sverige finns ett 6vervakningsprogram hos kyckling med
(SVA 2020) malsattningen att minska prevalensen av Campylobacter spp. hos fja-
derfa i saval primarproduktionen som konsumentled. Varje kycklingflock som slak-
tas i Sverige provtas och analyseras avseende forekomst av Campylobacter i blind-
tarmar (Kommissionens férordning (EG) nr 2073/2005; Ferrari et al. 2019) hos Sta-
tens veterindrmedicinska anstalt (SVA). Anmaélningsplikt for laboratoriet foreligger
om Campylobacter spp. pavisas i prov fran kyckling. Campylobacter jejuni dverle-
ver inte i temperaturer éver 70 °C, och ar kanslig for frysning varvid infektion i
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hemmet framst sker fran farskt kycklingkétt som ej tillagats korrekt eller fran kors-
kontamination till exempel genom att samma skérbrador anvands for otillagat kott
och gronsaker (Tang et al. 2011).

2.3. Desinfektionsmedel i studien

Desinfektion kan beskrivas som “’processen som forstor de flesta patogena mikro-
organismerna, i deras vegetativa stadie” (Traverse & Aceto 2015). Inom milj6er dar
djur och livsmedel hanteras ar det sarskilt viktigt att kunna desinficera ytor regel-
bundet och pa ett effektivt satt for att undvika sjukdomsutbrott och spridning av
sjukdomar. Nar det galler stad och desinfektion visar en studie av Hunter et al. att
stad- och desinfektionschecklistor pa djurkliniker ar av stor betydelse for att minska
forekomst av patogener, da den visade att ytor som inte var med pa checklistan hade
2,3 ganger hogre risk att vara kontaminerade med Staphylococcus spp. an ytor som
checkas av pa listan (Hunter et al. 2021).

| Sverige finns det kontrollprogram for bakterier som kraver speciella atgarder,
sasom forekomst av termotoleranta Campylobacter hos kyckling (SJVFS 2021:10).
Annars finns det foreskrifter for till exempel MRSA och MRSP som kan fore-
komma pa djursjukhus och Kkliniker, dar framgar det hur de ska hanteras praktiskt
for att minska risken for utbrott och spridning av zoonoser (SJVFS 2021:5, SJIVFS
2013:14). Det framgar dock inte hur desinfektionen ska utféras aven om det ar en
stor del av biosdkerheten. Att kunna desinficera miljoer ar av storsta vikt for att
minska spridning av patogena bakterier, oavsett om det galler att desinficera tand-
enheter for hastar, klippmaskiner som anvants vid behandling av sar, rengéring av
en stallplats, reng6ra en mjolktank pa en mjolkkobeséattning, tvatta produktionsban-
den pa ett slakteri, eller steriltvatt av ett rum efter operation.

I en review artikel av Boyce namns att hypoklorsyra, véateperoxid och perattiksyra
ar effektiva medel for desinfektion av ytor pa sjukhus (Boyce 2016). Samtliga av
dessa, samt 70 % etanol, buffrade syror och peroxymonosulfat ingar i den har jam-
forande studien om biofilm och desinfektionsmedel.

2.3.1. Perattiksyra

Peréttiksyra anvands som desinfektionsmedel med bakteriedddande effekt och ska
enligt tillverkare forhindra biofilmsbildning i vattenledningar till bland annat djur-
stallar och slakterier. Perattiksyra definieras som icke toxiskt men kan erodera vissa
metaller sasom stal (Rutala et al. 2008). Anvandning av perattiksyra kan minska
bakteriebdrdan av P. aeruginosa och E. coli upp till 0,7 log CFU/mL (Thomas et
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al. 2020). Studier har visat att peréattiksyra ar verksamt mot farsk biofilm, men bio-
filmer aldre &n 72 timmar &r mer robusta och ar darmed svarare att avlagsna med
peréttiksyra (Meyer et al. 2020).

2.3.2. Hypoklorsyra

Hypoklorsyra (HOCI) bildas nar klorsalt 16ses i vatten med hjélp av elektricitet. Det
ar ett medel som inte ar skadligt fér méanniskor och marknadsfors som helt milj6-
vanligt och kan enligt tillverkarna avddda 99,9 % av bakterier pa en minut. Hypo-
klorsyra kommer efter aktivering omvandlas till hypoklorit (C1O"). Hypoklorsyra
bildas aven i kroppens egna neutrofiler dér reaktiva syremolekyler omvandlas till
vateperoxid och bildar hypoklorsyra genom myeloperoxidas och klorid for att be-
kampa infektion (Winterbourn et al. 2006).

Genom métning av ATP har det visats att hypoklorsyra kan ge en tydlig reduktion
av kontaminering pa ytor fore och efter desinfektion vilket bekraftar att det ar
effektivt som komplement i stadrutiner (Overholt et al. 2018).

2.3.3. Etanol 70 %

Enligt en omfattande review av Rutala et al. beskrivs att daglig anvandning av al-
kohol anses vara effektivt vid snabb rengéring av lattare kontaminerade ytor sasom
stetoskop och bankytor. Det ar dock inte verksamt mot sporer vilket innebdr att det
inte rekommenderas for desinfektion av medicinska verktyg, da kvarvarande bak-
teriesporer kan sporulera och ge upphov till infektioner (Rutala et al. 2008). Medlet
har en negativ paverkan pa vissa material som exempelvis genomskinlig plast/glas
som tappar transparensen, och dessutom kan alkoholen gdra att gummi hardnar. For
att alkohol ska vara effektivt som desinfektionsmedel krévs koncentrationer >50 %
for att denaturera proteiner och dekontaminera ytan. Anslagstiden varierar fran 10
sekunder (Staphylococcus spp. och E. coli) till 60 minuter (M. tuberculos) beroende
pa vilket agens man avser oskadliggora (Rutala et al. 2008). | kombination med
EDTA kan 10 % etanol motverka biofilm pa katetrar in vitro (Sarker et al. 2021)

2.3.4. Vateperoxid

Véteperoxid har manga anvandningsomraden. Det anvands som desinfektion i sjuk-
husmiljo for att bli av med bakterier, sporer, jast och virus (French et al. 2004,
Rutala et al. 2008) men kan ocksa anvandas for att bleka tander, tvatta sar, desinfi-
cera 6gonlinser (Rutala et al. 2008) eller for dggdesinfektion vid fiskodling (Rach
etal. 1998). Leukocyter kan dven producera varianter av vateperoxid i kroppen som
forsvar mot patogener (Nauseef 2001). VVateperoxidvarianter har visat sig effektiva
mot bland annat MRSA och har en tydligt bakteriedédande effekt (French et al.
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2004; Lederer et al. 2014; Mitchell et al. 2014; Yang et al. 2019). I en studie fran
Kina framgar att vateperoxid ar verksamt mot bade biofilm och anaeroba bakterier
(Nie et al. 2021). Vateperoxid blir verksamt genom att bilda fria radikaler vilka
skadar cellkomponenter. Medlet kan ge dgonskador och kan bleka svarta material
(Rutala et al. 2008).

2.3.5. Buffrade och organiska syror med ammoniumsalter

Kombinationer av buffrade och organiska syror, ar till exempel l6sningar av myr-
syra, propionsyra, attiksyra, och ammoniumsalter sasom zinkacetat och kopparsul-
fat. Enligt terforsaljare sanker det pH i kycklingars tarmflora vilket minskar risken
for sjukdomsutbrott i kycklingbesattningar. Det kan enligt tillverkare dessutom rena
dricksvatten i vattenledningar vilket minskar risken for att smitta andra kycklingar,
och fungerar saledes forebyggande da det indirekt forhindrar bildning av biofilm
genom att sdnka pH-vérdet. Det kan darmed fungera som ett komplement till hy-
gienbarriar for att minska risken att fjaderfa blir koloniserade av Campylobacter
spp. i tarmarna (Naseri et al. 2012). Dock saknas vetenskapliga studier som styrker
att just denna acidifikation ar verksamt mot biofilm.

2.3.6. Peroxymonosulfat

Pa de flesta svenska djursjukhus finns rengéringsrutiner dar peroxymonosulfat an-
vands for grundligare desinfektion/rengdring av stallar, operationsrum och andra
ytor. Medlet tréanger in i mikroorganismerna och skadar deras DNA varvid det en-
ligt aterforsaljare omojliggor resistensutveckling. Det fungerar enligt syrabaserad
kemi med organiska syror och oorganiska salter som denaturerar proteiner och dar-
med oskadliggor patogener. Vid en studie utford i grisstallar sdg man en reduktion
av bakterier pa betong, men inte en signifikant minskning av bakterier pa metall
efter samma desinfektionsmetod (Hancox et al. 2013). Medlet kan enligt tillverkare
bleka och goéra mérka ytor prickiga och det kan dven erodera metaller varvid det
ska torkas av efter anslagstiden. Det &r skadligt for hud i outspadd form, men forsok
har gjorts pa Irland dar man har undersokt om man kan minska bakterieforekomst
av bland annat salmonella genom att spraya slaktgrisar infor slakt med en utspadd
variant, resultaten av den studien var dock svarbedémda (Walia et al. 2017). Per-
oxymonosulfat ar framst verksamt pa farsk biofilm det vill séga <2 dagar. Vid be-
handling av biofilm &ldre an 5 dagar kunde inte samma reduktion av CFU pavisas
(Osland et al. 2020).
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3. Metod

3.1. Studieupplagg

Metoden baserades pa en pilotstudie som utférdes under tre veckor innan den slut-
giltiga studien genomfordes. Detta for att standardisera modell och metod (se bilaga
fran sida 49). Pilotstudien ledde till att producera och studera biofilm genom en
statisk och en dynamisk modell. I den statiska modellen anvandes mikrotiterplattor
i vilka biofilm tillats utvecklas utan att bakterier eller buljong tillsattes efter att in-
kubationen hade startat. | den dynamiska modellen anvandes vattenledningsrorbitar
i falkonrdér som inkuberades i fem dagar foljt av 5 dagar i rumstemperatur dér bul-
jong och bakterier byttes ut i tillagg till daglig skakning, se sida 23-28 for detaljerad
information.

Bakterier som ar vanligt forekommande i djurmiljoer sdsom stall, djurkliniker, djur-
sjukhus, slakterier, dricksvattenledningar och i livsmedelslokaler valdes ut for att
bygga den generella blandfloran i studien, se sida 21-22, dar vidare MRSA, MRSP
och C. jejuni studerades ytterligare.

Biofilmen som bildats bestdimdes med adhesionsmatning genom optisk densitet ef-
ter fixering och fargning med kristallviolett, som ger ett indirekt svar pa hur hart en
substans ar bunden till en yta. Biofilm undersdktes dven genom ATP-métning som
faststéller grad av kontamination av en yta baserat pa referensvarden av Relative
Light Units (RLU), vilket vanligen anvénds pa slakterier. Dessutom bekréftades
biofilm okulart och provtogs for Staphylococcus spp. och Campylobacter spp. efter
desinfektion for att svara pa hur de olika biofilmerna paverkats av de olika desin-
fektionsmedlen som ingick i studien.

Varje cykel av de tva metoderna tog 19 dagar att utféra, och genomférdes med hjalp
ett matrisschema dar en ny cykel dessutom pabdrjades var 7 dag (Figur 2). Totalt
gjordes 11 cykler av den statiska modellen med mikrotiterplattor inklusive pilotstu-
dien (se bilaga) och 16 cykler av den dynamiska modellen som fortgick ca i 15
veckor.
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Odla C. jejuni Odla samtliga Giir buljonger av Giir buljong vanliga bakt

pé blodagar i 2 bakterier pa g’."’fh".’i‘t“g;' ‘I‘: samtliga ;::f;m“’“ inkubera i 37 séit 5 stmikrofiterplatior: bhi+jastextrakt och
dygn bladagar Gk L bakt, inkubera 5 dygn i 30 grader
yg ag mikroaerafilt 3?:gader 4 h fljt
Y EDETIE ZGLE Séit vattenledningsbitar i falkonrér inkuberas
Buljong Sten S dygn i 30 grader+5 dygn i rumstemp

hydrophilia Inkubera.i 2 dygn i Spadningsserie fran buljengblandningar -6,-7-8
pa blodagar i 3 dygn i 37 grader

Lés av blodagar staphylokocker
mikrotiterplattor

Gor ny dag 2 i s MH-buljong till blodagar.
inkubera 1 dygn i 37 averfor boltonbuljong med C.jejuni till
grader mCCDA agar, inkubera mikroaerofilt | 2-3

skaka falkonrér

Figur 2. Schema 6éver hur labbstudien genomfordes éver 11 veckor fér den statiska modellen och
15 veckor for den dynamiska modellen.

Vid produktion av biofilmen i den hér studien inkluderades nedanstaende bland-
flora. Det ar bakterier som bade ar kanda for att bilda biofilm och som pavisats i
biofilmsmiljo.

e Pseudomonas aeruginosa, fran dricksvatten (kyckling)

e Esherichia coli, fran hjartsack (kyckling)

e Enterococcus faecalis, fran styckningslokal (kyckling)

e Stenotrophomonas maltophilia, fran dricksvatten (kyckling)
e Aeromonas hydrophilia, fran dricksvatten (kyckling)

e Citrobacter freundii, fran styckningslokal

Nedanstaende bakterier valdes ut baserat pa deras koppling till sjukdomsutbrott
och/eller var de pavisats, och &r studiens fokus;
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Staphylococcus aureus MRSA, fran djursjukhus (hast)
Staphylococcus pseudointermedius MRSP, fran djursjukhus (hund)
Campylobacter jejuni ST-275, fran dricksvatten (kyckling)
Campylobacter jejuni ST-918, fran transportlada till slakt (kyckling)
Campylobacter jejuni ST-21, fran sockprov stall (kyckling)
Campylobacter jejuni ST-148, fran sockprov stall (kyckling)

Samtliga bakterier renodlades pd 5 % nétblodagar som inkuberades i forsluten
plastpase i 37 °C i ett dygn, bortsett fran C. jejuni som inkuberades mikroaerofilt i
41,5 °C i 2 dygn. Renodlade bakteriekolonier identifierades med MALDI-TOF MS
for att sakerstélla bakterieart.

3.2. Identifiering av bakterier

Identifiering av de inkluderade bakterierna skedde med hjélp av Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonisation Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF
MS). Det gar ut pa att bakterieisolatet bestralas med laser, vilket innebar att mole-
kylerna i bakterien slas sonder till fragment. Tiden det tar for fragmentet att na de-
tektorn beror pa fragmentets storlek och laddning (time of flight). Denna tid méts
och ger upphov till ett masspektrum, vilken jamfors med en databas i maskinens
mjukvara. Vid typning av en bakteriestam réknas sannolikheten ut att bakterien till-
hor en viss bakterieart/stam (Wieser et al. 2012). Ett poangvarde pa 0,000-1,698
betyder att typning inte var mgjlig. 1,700-2,000 betyder att typning av bakterien ar
trolig for slakte men inte tillforlitligt pa speciesniva, och ett véarde pa 2,000-3,000
Da betyder att bakterien till stor sannolikhet har identifierats (VetBact 2020 ; Wie-
ser et al. 2012).

Samtliga utvalda bakterier i studien identifierades med stor sakerhet.

3.3. Bakteriebuljonger infor biofilmsproduktion

3.3.1. Buljong av Campylobacter jejuni

Eftersom buljong av C. jejuni kravde tva dagars inkubering pabdrjades odlingen ett
dygn innan 6vriga bakterier i studien.

En renodlad och typad koloni fran samtliga utvalda C. jejuni stammar namnda ovan,
inokulerades separat i 10 ml BHI-buljong med 5 droppar filtrerat h&stserum i en E-
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kolv som blandades val. Buljongerna inkuberades mikroaerofilt med hjalp av kom-
mersiella gasgenererade kuvert (CampyGen, Oxoid) i lufttata odlingsklockor i
37 °C i1 4 timmar foljt av 41,5 °C i 2 dygn (1ISO 10272-1).

3.3.2. Buljong av bakterierna som ingick i blandfloran och
MRSA/MRSP

Blandfloran skapades genom att forst odla de utvalda bakterierna i separata bul-
jonger. Eftersom Stenotroponemas acidiminiphilia enligt tidigare erfarenhet fran
pilotstudien vaxte langsamt odlades denna i 10 ml BHI med 5 droppar filtrerat hast-
serum och inkuberades i 2 dygn i 37 °C. Resterande bakterier (Pseudomonas aeru-
ginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Aeromonas hydrophilia, Citro-
bacter freundi, MRSA och MRSP) odlades i 100 ml BHI med 1 ml filtrerat héstse-
rum vilken blandades i en steril bégare. 10 ml av 16sningen placerades sedan i sju
olika sterila glasror. Sedan tillsattes en renodlad koloni av vardera bakteriestam i
de olika glasen foljt av blandning med hjélp av vortex i ca 20 sekunder. Dérefter
inkuberades réren i 37 °C i ett dygn. Efter inkubering i ett dygn blandades alla
bakteriebuljongerna (pa 10 ml av varje) utom MRSA/MRSP ihop i en steril bagare
vilka motsvarade den gemensamma blandfloran som anvéndas i studien. MRSA
och MRSP behdlls i sina separata glasror.

En spadningsserie med peptonvatten gjordes pa blandfloran, MRSA, MRSP och de
olika stammarna av C. jejuni separat for att kunna berékna koncentrationen av bak-
terier i CFU/ml.

3.3.3. Viable count

Spadningsserie fran buljongerna gjordes for att bestamma det totala antalet bak-
terier som tillsattes vid varje biofilmsproduktion. Spadningar av: blandflora,
MRSA, MRSP, och de olika sekvenstyperna av C. jejuni ST-21, ST-148 ST-275
och ST-918 gjordes med hjalp av en 10-stegs spadningsserie i 0,1% (v/v) pepton-
vatten (Dilucups, LabRobot products AB, Stenungsund, Sverige). 100 mikroliter
fran spadning -6, -7, -8 fran samtliga bakteriebuljonger racklades ut pa 5 % nét-
blodagar. Blandfloran, MRSA och MRSP inkuberades i plastpase i 37 °C i 3 dygn
medan agarplattorna med C. jejuni inkuberades mikroaerofilt i 37 °C i 3 dygn. Dér-
efter berdknades antalet bakteriekolonier pa respektive platta (Tabell 1). De olika
bakterierna och blandfloran dverfordes sedan till mikrotiterplattor och falkonrdr for
att pabdrja bildningen av biofilm.
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Tabell 1. Viable count (log CFU/ml) av bakteriebuljongerna som ingick i studien.

Bland- MRSA  MRSP  C.jejuni  C.jejuni  C.jejuni  C.jejuni

flora ST-21 ST-148 ST-275 ST-918
Antal buljonger 13 14 14 15 15 15 15
Medelvérde 8,52 8,54 8,48 8,30 8,19 8,19 8,31
Min 7,85 7,26 7,61 7,42 7,60 7,13 7,30
Max 9,10 8,54 9,44 9,10 8,19 9,30 9,31

3.4. Mikrotiterplattor

3.4.1. Odling av biofilm i mikrotiterplattor

Plattbottnade polystyrene mikrotiterplattor med 96 brunnar, mérkta med A-H verti-
kalt samt 1-12 horisontellt med utrymme for 300 pL i varje brunn anvéndes (Figur

3).

250 pul BHI med 1 % jastextrakt (for att simulera smuts) tillsattes i samtliga
brunnar.

| rad A tillsattes 10 mikroliter blandflora. | rad B-C och E-F tillsattes 5 pl
blandflora. Rad B tillsattes ytterligare 5 ul av MRSA. Rad C tillsattes ytter-
ligare 5 ul MRSP och rad E-F tillsattes ytterligare 5 pl av olika stammar av
C. jejuni. Samtliga brunnar fick en total mangd av 260 pl/brunn. Samtliga
brunnar parad D lamnades som negativ kontroll med 10 pl BHI (Figur 3).

Mikrotiterplattorna forseglades med klisterplast for att minska risken for
kontamination och avdunstning. Kanterna av klisterplasten tejpades ner
med frystejp och locket till mikrotiterplattan placerades sedan éver plattorna
och forslutningen. Vidare anvandes ytterligare en plastpase utanpa dessa for
att omsluta mikrotiterplattorna i det 30 °C inkubationsskapet dar biofilmen
fick véxa i 5 dagar.

T Q@m0 Owp

. Blandflora 10ul
. Blandflora 5pl + MRSA 5 pl
. Blandflora 5u1 +MRSP 5 pl
. Negativ kontroll/BHI 10pl
Blandflora 5 pl +C. jejyni, ST-257 5 pul
Blandflora 5 pl +C. jejyni, ST-918 5ul
. Blandflora$ pl + C. jejuni,, ST-21 5 pl
. Blandflora 5 pl+ C. jgjyni, ST-148 5 pl
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Figur 3. Mikrotiterplattornas bakteriekombinationer och mangder. Samt dess utseende med biofilm
efter 5 dagars inkubation i 30 °C. Observera den genomskinliga negativa kontrollen pa rad D. Plat-
tan &r fotograferad underifran for att tydligare se fargskillnaderna. Bild: M. T. Viklund.
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3.4.2. Skolja/tvatta/farga biofilmen pa mikrotiterplattorna

Desinfektionsmedlen som ingick i studien tillreddes infor varje forsok, applika-
tionstiden bestamdes till 60 minuter oavsett aterforsaljarnas rekommenderade an-
slagstid for att standardisera metoden. En okuldr bedémning gjordes forst av samt-
liga brunnar i mikrotiterplattorna for att kontrollera att kontamination inte skett i
den negativa kontrollen och for att se uppenbara fargskillnader.

Grundlaggande tvétt och fixering som anvandes, skedde enligt tidigare studier av
mikrotiterplattor (Yang et al. 2019; Sternberg Lewerin & Fernstrom, 2017).

Mikrotiterplattorna innehallande bakterier/biofilm tomdes efter fem dagars in-
kubering genom att vandas upp och ned och skakas forsiktigt atta ganger ner i
en behallare for farligt avfall med uppsamlande papper runt for att inte konta-
minera miljon.

300 pl sterilt vatten pipetterades i varje brunn for att skolja bort de planktoniska
bakterierna vilka halldes ut i avfallsbehallaren.

Vattenskdljningen foljdes av tvatt med de olika desinfektionsmedlen (70 % eta-
nol, hypoklorsyra, vateperoxid, peroxymonosulfat, buffrade organiska syror
med ammoniumsalt eller peréattiksyra). En hel mikrotiterplatta anvandes for ett
desinfektionsmedel i taget. Samtliga desinfektionsmedel verkade i 60 minuter
dar 300 pl desinfektionsmedel tillsattes i kolumn 1-9. Medan kolumn 10-12
anvandes som negativ kontroll och tvattades endast med sterilt vatten i 60 mi-
nuter.

Tvatten foljdes av en ytterligare skoljning med 300 pl sterilt vatten for att av-
lagsna rester av desinfektionsmedel.

Dérefter foljdes provtagning med steril tops av kolumn 9 som hade utsatts for
desinfektionsmedel och kolumn 12 som tvéttats med sterilt vatten for att vidare
undersoka overlevnaden/forekomsten av C. jejuni, MRSA och MRSP i biofilm.

Det som fanns kvar av biofilmen i brunnarna efter tvatt och skoljning fixerades
med 300 pl metanol som fick verka i 15 minuter foljt av lufttorkning.

Biofilmen fargades efter lufttorkning med 300 ul kristallviolett i 5 minuter (Pitts
et al. 2003), vilken darefter skoljdes ur med rinnande vatten foljt av ytterligare
lufttorkning.

Sist tillsattes 300 pl, 3 % éttika till varje brunn. Attikan lamnades kvar i karlet
for att resa biofilmen i vatska infor analys av ljusabsorbansen (Figur 4; Pitts et
al. 2003). Ljusabsorbansen méttes i optisk densitet (OD) genom 520 nm med
maskinen 1420 Wallac VICTOR 2 multilable counter mikrotiter plate reader
(Stepanovic et al. 2007). Maskinen mater en substans adhesion till en yta som i
detta fall indirekt svarar pa hur mycket biofilm som finns i mikrotiterbrunnarna.
Pa sa satt kunde en bedémning goras hur de olika desinfektionsmedlen destrue-
rar och avlagsnar biofilm.
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Figur 4. Mikrotiterplatta med biofilm infargad med kristallviolett, infor adhesionsmétning med
Victor wallac plate reader. Rad D pavisar tydligt den negativa kontrollen. Kolumn 9 och 12 visar
ljusare lila fargskillnad som tyder pa att biofilm avlagsnats mekanisk efter svabbningen med tops
for undersokningen av férekomst av MRSA, MRSP eller C. jejuni. Bild: M. T. Viklund

3.4.3. Overlevnad av Campylobacter jejuni

Overlevnaden av C. jejuni i biofilmen i mikrotiterplattorna analyserades med hjalp
av svabbprov fran kolumn 9, rad A och E-H efter paverkan av rengéringsmedel,
och kolumn nr 12 rad A och E-H som negativ kontroll déar endast sterilt vatten an-
vants. Brunnarna svabbades med en steril tops som placerades i Bolton-buljong
(Oxoid) med blodtillsats. Boltonbuljongen med topsen inkuberades mikroaerofilt i
37 °C i 4 timmar foljt av 2 dygn i 41,5 °C. Temperaturhdjningen anvandes for att
hamma vaxt av blandflora som endast véxer i 37 °C. Efter 2 dygns anrikning dver-
fordes tva fulla loopar (2x10 ul) till modifierad blodfri mMCCDA agar (Oxoid) vilket
ar en selektiv agarplatta for analys av C. jejuni (Figur 5). mCCDA inkuberades
mikroaerofilt i 2 dygn, darefter gjordes en bedémning om férekomst eller inte av
C. jejuni.

Figur 5. Campylobacter jejuni pA mCCDA-agar. Bild: M. T. Viklund.
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3.4.4. Overlevnad av Staphylococcus spp.

Overlevnaden av Staphylococcus spp. i biofilm i mikrotiterplattorna analyserades
med hjalp av svabbprov fran kolumn 9, rad B-D efter paverkan av desinfektions-
medlen, och kolumn nr 12 rad B-D som negativ kontroll dar endast sterilt vatten
anvants. Brunnarna svabbades med steril tops vilka darefter placerades i sterilt ror
med 6,5 % Muller-Hinton saltbuljong (MH-buljong) och inkuberades i ett dygn i
37 °C. Darefter spreds tva droppar med en bla inokulationsogla (2x10 ul) pa 5 %
noétblodagar, vilken inkuberades i 37 °C i ett dygn. Darefter gjordes en bedémning
om forekomst eller inte av hemolyserande Staphylococcus spp.. Misstédnka kolonier
typades med MALDI-TOF MS.

3.5. Odling av biofilm pa vattenledningsror

Falkonror av plast som rymmer 50 ml (Figur 6) med tillhdrande skruvkork anvan-
des i den dynamiska modellen dar byte av buljong, bakterier och daglig skakning
tillampades.

e Anvanda, uppkapade (3 cm langa) vattenledningsrorbitar fran en kyckling-
anlaggning lades i sterila falkonror (Figur 6). Det tillsattes ytterligare 25 ml
BHI med 1 % j&stextrakt, for att simulera smuts.

e 1 ml blandflora (se punkt 3.3.2) tillsattes samtliga falkonror.

e 1 ml av de olika campylobacterstammarna (se punkt 3.3.1), 1 ml MRSA
eller MRSP tillsattes i varsitt ror (blandfloramed C. jejuni ST-21, blandflora
med C. jejuni, ST-148, blandflora med C. jejuni ST-257, blandflora med C.
jejuni ST-918, blandflora med MRSA, samt blandflora med MRSP).

e Roren inkuberades i 30 °C i 5 dagar. Pa den 5:e dagen skedde ett vatskebyte
dar 10 ml av blandningen byttes ut mot ny BHI med 1 % jastextrakt. P4 den
7e dagen tillsattes 1 ml nyodlade stammar av C. jejuni, MRSA eller MRSP
till ratt falkonror.

e Dag 5-10 skakas roren maskinellt i 60 minuter om dagen mandag-fredag,
samt de helgdagar nar det fanns personal pa labbet.

e Dag 10 lades rorbitara i desinfektionsmedel, se punkt 3.5.1: Tvatt av biofilm
pa vattenledningsror.
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Figur 6. Biofilmsodling pa plastrorsbitar i falkonror. Bild: M. T. Viklund

3.5.1. Tvatt av biofilm pa vattenledningsror

Samtliga vattenledningsrorbitar fran varje bakteriekombination (blandflora
med C. jejuni ST-21, blandflora med C. jejuni, ST-148, blandflora med C.
jejuni ST-257, blandflora med C. jejuni ST-918, blandflora med MRSA,
samt blandflora med MRSP) i falkonrdren, skoljdes forst i ett kranvattenbad
i separata petriskalar, for att avlagsna de planktoniska bakterierna.

Vissa av rorbitarna anvéndes sedan som positiv kontroll och lades i ett bad
av rumstempererat sterilt vatten i en timme medan de resterande bitarna la-
des i rengoringsbad med de olika desinfektionsmedlen (vateperoxid, per-
attiksyra, hypoklorsyra, peroxymonosulfat, 70 % etanol, buffrade organiska
syror) i separata petriskalar i en timme (Figur 7).

Alla bitarna skoljdes sedan pa nytt med sterilt vatten for att tvétta av rester
av desinfektionsmedlet.

Maétning av ATP gjordes pa halften av bitarna. Resterande bitar svabbades
med steril bomullstopps vilken anrikades antingen for detektion av antingen
C. jejuni eller MRSA/MRSP.

Figur 7. Rengoring av biofilm som véxt pa vattenledningsror.
P4 rad ett skoljs vattenledningsbitarna i sterilt vatten, rad tva
| bestér av olika desinfektionsmedel och en positiv kontroll, rad
tre &r den sista skdljningen for att avlagsna rester av desin-
fektionsmedlet och rad 4 ar petriskalar for lufttorkning innan
provtagning. Bild: M. T. Viklund
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3.5.2. ATP méatning av biofilm pa vattenledningsror

Adenosin tri-fosfat (ATP)-svabb for ytor, anvandes for att undersoka hur kontami-
nerad en yta var genom relative light units (RLU) vilket gjordes med hjélp av en
luminometer. Det fungerar genom luciferin-luciferas systemet dar ATP reagerar
med syre och luciferin som skapar ett sken av bioluminescence vars styrka korrele-
rar med mangden ATP och darmed indirekt hur mycket kontaminering som fére-
kommer (Kyriakides & Patel 1995).

Tva vattenledningsbitar som legat i desinfektionsmedlet och tva bitar fran den po-
sitiva kontrollen (sterilt vatten) stalldes pa hogkant i en petriskal for att lufttorka
helt innan den rumstempererade ATP-svabben anvandes.

Med 360° av en steril ATP-svabb svabbades en torr yta av 2,5 cm? pé rorbitarnas
insida i ca 15 sekunder, svabben trycktes sedan ner i den rumstempererade aktiva
substansen bestaende av enzymer och skakades for hand i 10 sekunder for att ho-
mogenisera I6sningen foljt av matning med luminometern som gav ett matt pa kon-
tamineringsgrad.

Gransvarden &r specifika for den enskilda maskinen, maskinen som anvéandes i detta
forsok har RLU-vérden for 10%10 cm yta och &r enligt tillverkaren: Godként=
<1000, ej godkant=1000-10000. Ytan anpassades efter 2,5 cm till: Godkéant <400,
>400=ej godkant.

3.5.3. Overlevnad av Campylobacter jejuni och Staphylococcus
spp. i biofilm pa vattenledningsror

Med en steril tops svabbades insidan av en bit vattenledningsror som legat i desin-
fektionsmedel, och en annan steril tops pa den kontrollbiten som skoljts i vatten for
att undersoka o6verlevnad av C. jejuni. Topsen placerades i anrikande boltonbul-
jong, vilken forst vortexades i 10 sekunder pa hog effekt for att sedan inkuberas
mikroaerofilt i 4 timmar i 37 °C, foljt av 2 dygn i 41,5 °C. Dérefter dverfordes ca
20 pl av anrikningsbuljongen med en bla inokulationsdgla som doppats precis
under ytan av buljongen till mMCCDA agarplattor som inkuberades mikroareofilt i
41,5 °C i 2 dygn infor manuell avl&sning (1SO 10272-1 och 10272-2).

For att analysera 6verlevnad av Staphylococcus spp. svabbades vattenledningsroren
pa samma satt som ovan, och darefter anrikades topsen i 6,5 % MH-buljong, vilken
inkuberades i 37 °C i ett dygn, foljt av inokulering av tva droppar (2x10 ul) vilka
stroks ut pa 5 % notblodagar och inkuberades i ytterligare ett dygn i 37 °C for ma-
nuell avlasning.
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4. Resultat

4.1. Mikrotiterplattor

Totalt analyserades 3264 mikrotiterbrunnar fran 34 mikrotiterplattor med de olika
bakteriekombinationerna och dess paverkan av sex olika desinfektionsmedlen.
Varje desinfektionsmedel analyserades pa 480-672 mikrotiterbrunnar, dar varje
bakteriekombination/bakteriestam med respektive desinfektionsmedel motsvarade
ca 40-80 avlasningar eller analyser.

4.1.1. Biofilm i mikrotiterplattor

Avlasning av den optiska densiteten, indikerade att vateperoxid var mest effektiv
att avlagsna biofilm med en genomsnittlig reduktion pa 0,141 f6ljt av etanol och
perattiksyra med en reduktion pa 0,090 resp 0,063 (Figur 8; Tabell 2). Mest sprid-
ning av den optiska densiteten pavisades efter rengéring med 70 % etanol (Figur
8), det innebér att tolkningen av dess effekt ar svarbedomd. Enligt denna modell
med mikrotiterplattor dar optisk densitet mattes, var det genomsnittliga vérdet av
desinfektion med peroxymonosulfat och hypoklorsyra hdgre (0,028 resp 0,080) &n
den positiva kontrollen dar endast sterilt vatten anvénts for att avlagsna biofilm
(Tabell 2). Buffrade syror hade tvetydliga resultat dar den generella bilden ar att det
har viss effekt, dock bedéms det som slumpartat.

Den mekaniska rengdringen tillsammans med desinfektion visar i samtliga forsok,
battre resultat &n nér endast desinfektionsmedel anvéndes (Tabell 2; Figur 8). Hy-
poklorsyra och vateperoxid var mer effektivt jamfort med resterande desinfektions-
medel. En intressant observation var att mekanisk rengéring utan desinfektion var
mer effektivt &n endast anvandning av desinfektionsmedel (Figur 8).
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Figur 8. Fordelning av den optiska densiteten i mikrotiterplattor efter en timmes verkningstid av de
olika desinfektionsmedlen och positiv kontroll (ktrl) med skéljning av sterilt vatten samt med och
utan foregdende mekanisk rengoring (mek reng). En hogre optisk densitet desto stérre mangd ad-
hesion har uppmétts och darmed mer kvarvarande biofilm. Ett lagre varde motsvarar saledes
mindre biofilm.

Tabell 2. Jamforelse av medelvarde (u) av optisk densitet fran avlasning av; positiv kontroll utan
desinfektionsmedel, och efter en timmes verkningstid for de olika desinfektionsmedlen samt med och
utan foregdende mekanisk rengoéring (mek reng), samt reduktionen (Red) beraknad for respektive
desinfektionsmedel med och utan mekanisk rengdring

Peroxymono-  Véte- 70% Eta- Peréttik- Hypoklor  Buffrade sy-

sulfat peroxid nol syra syra- ror
Pos kontroll p 0,988 0,838 0,796 0,965 0,787 0,656
Desinf. 1,016 0,697 0,733 0,875 0,867 0,698
Mek reng.+ desinf. y 0,495 0,404 0,434 0,411 0,351 0,495
Red; ktrl-des inf -0,028 0,141 0,063 0,09 -0,08 -0,042
Red; ktrl-des inf+mek 0,493 0,434 0,362 0,554 0,436 0,161

reng
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4.1.2. Overlevnad av Campylobacter jejuni i biofilm fran mikro-
titerplattor

Overlevanden av C. jejuni beddmdes genom avlasningen av 300 svabbar tagna fran
mikrotiterplattor, varav 150 prov fran brunnarna efter rengéring med desinfektions-
medel och 150 prover fran motsvarande positiv kontroll efter skéljning med sterilt
vatten. Av proverna tagna efter rengéring med desinfektionsmedel kunde C. jejuni
pavisas i 8 av 150 prover. | den positiva kontrollen kunde C. jejuni pavisas fran
endast 24 av 150 prover.

Generellt var det saledes svart att fa C. jejuni att 6verleva i mikrotiterplattor dven i
de positiva kontrollerna som ej utsatts for desinfektionsmedel. Endast sparsam vaxt
kunde ses vid anvéndning efter desinfektion med buffrade syror och perattiksyra.
Vid desinfektion av 6vriga desinfektionsmedel kunde ingen véxt av C. jejuni pavi-
sas. Baserat pa den laga overlevnadsfrekvensen kunde ingen bedémning goras av-
seende desinfektionsmedlens paverkan pa C. jejuni i biofilm i mikrotiterplattor som
ingick i studien.

4.1.3. Overlevnad av MRSA och MRSP i biofilm fran mikrotiter-
plattor

Overlevanden av MRSA och MRSP analyserades genom svabbprov fran 160 brun-
nar fran mikrotiterplattor, 80 prov togs efter behandling av olika desinfektionsme-
del och 80 prover fran motsvarande positiv kontroll med sterilt vatten. | proverna
tagna efter desinfektionsmedel kunde MRSA och MRSP pavisas fran 7 av 70 prover
(10 prover fran perattiksyra fick uteslutas pga metodfel), varav buffrade syror stod
for 4/10 av de positiva resultaten (dar varje desinfektionsmedel utgjorde 10—20 ana-
lyser). I den positiva kontrollen med sterilt vatten kunde MRSA och MRSP pavisas
fran 24 av 70 prover. Resultaten indikerar att &ven MRSA och MRSP hade varie-
rande grad av 6verlevnadsformaga bade efter desinfektion och i den positiva kont-
rollen med skoljning av sterilt vatten i mikrotiterplattor.

Peroxymonosulfat var effektivast pa att avlagsna bakterier i biofilm av blandflora i
mikrotiterplattor som var fem dagar gammal med 100 % negativa provsvar for
Staphylococcus spp. med endast véxt av enterokocker i 15 % av brunnarna. Etanol
och hypoklorsyra hade ocksa 100 % negativa provsvar for Staphylococcus spp.,
men bada hade istallet riklig vaxt av Enterococcus fecalis i samtliga av deras prov-
tagna brunnar.

Generellt visade buffrade syror den samsta formagan att avlagsna MRSA och
MRSP i biofilm i mikrotiterplattor (40 % positiva provsvar). Aven viteperoxid gav
tvetydliga resultat vad géller avlagsnandet av MRSA och MRSP som var fem dagar
gammal i mikrotiterplattor med sporadiskt positiva prov, mer data ar ndédvandigt
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for att kunna dra ndgra sikra slutsatser. Overlevnaden av MRSA och MRSP efter
behandling med peréttiksyra kunde inte bedomas da ingen 6verlevnad kunde pavi-
sas varken efter desinfektion (10 prover) eller den positiva kontrollen med sterilt
vatten (10 prover), vilket beddms som metodfel av oklar grund.

4.2. Vattenledningsror

Totalt analyserades 765 bitar av vattenledningsror med antingen ATP-maétare (288
rorbitar) eller 6verlevnad av C. jejuni (300 rorbitar) eller éverlevnad av Staphylo-
coccus spp. (177 rorbitar) efter behandling med véteperoxid, hypoklorsyra, perat-
tiksyra, 70 % etanol, buffrade syror eller peroxymonosulfat.

4.2.1. ATP-matning fran vattenledningsror med biofilm

Samtliga desinfektionsmedel reducerade mangden bakterier och RLU var lagre ef-
ter behandling av desinfektionsmedlet jamfort med dess positiva kontroller med
tvatt av sterilt vatten. De desinfektionsmedel som gav storst genomsnittlig reduk-
tion mellan den positiva kontrollen och desinfektionsmedel var vateperoxid och
hypoklorsyra (log 1,82 resp 1,33) (Figur 9 och Tabell 3). Minst effekt sags vid an-
vandning av buffrade syror, med en reduktion av log 0,31 féljt av peroxymonosul-
fat, log 0,61 vad galler att avlagsna biofilm pa vattenledningsror (Figur 9 och Tabell
3).
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Figur 9. Fordelningen av logaritmerade ATP-varden (RLU) fran vattenledningsror med biofilm av
blandflora med MRSA, MRSP eller C. jejuni, efter desinfektion med peropxymonosulfat, vatepe-

roxid, 70 % etanol, perattiksyra och hypoklorsyra, samt en jamforelse med deras positiva kontroll
(Ktrl) med sterilt vatten.
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Tabell 3. Medelvarden(x) (log 10) av ATP-matningar (RLU) fran vattenledningsror med biofilm
efter desinfektion med peroxymonosulfat, vateperoxid, 70 % etanol, peréattiksyra, hypoklorsyra och

buffrade syror samt en jamforelse med deras positiva kontroll av sterilt vatten i tabellform.
Peroxy- Vate- 70% Perattik Hypo- Buffrade
mono-sulfat  peroxid Etanol syra klorsyra syror
Kontroll
ontrofip 3,41 3,73 3,25 3,83 3,63 3,65
log10
Desinf 2,80 1,01 2,24 2,94 2,30 3,34
logl0
Reduktion
H 0,61 1,82 1,01 0,89 1,33 0,31
(log)
4.2.2. Overlevnad av Campylobacter jejuni i biofilm péa vatten-

ledningsror

Inga C. jejuni kunde pavisas i prov fran vattenledningarna efter behandling med
véteperoxid, hypoklorsyra, och perattiksyra (Figur 10). Mindre effektiva att avdoda

C. jejuni i biofilm var buffrade syror dar C. jejuni kunde pavisas i

53 % av vatten-

ledningarna ledningarna efter behandlingen. C. jejuni kunde isoleras ifran 15 %
respektive 16 % av vattenledningsbitarna som behandlades med peroxymonosulfat

respektive 70 % etanol (Figur 10).
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Figur 10. Férekomst av Campylobacter jejuni i biofilm i vattenledningsror efter behandling med

sex olika desinfektionsmedel.

Vissa sekvenstyper av C. jejuni var mer motstandskraftiga mot desinfektionsmedel
an andra sekvenstyper (Figur 11). Den sekvenstyp som var mest motstandskraftig
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var ST-21 som ursprungligen isolerats fran sockprov i kycklingstall. | den har stu-
dien hade den dubbelt s& hog dverlevnadsfrekvens an ST-257 som ar isolerat fran

dricksvattenledningar i kycklingstall.
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Figur 11. Overlevnad av de olika sekvenstyperna av Campylobacter jejuni i biofilm fran vattenled-
ningsror efter behandling av sex olika desinfektionsmedel. Staplarna visar sammanlagda resulta-

tet for samtliga desinfektionsmedel.

4.2.3. Overlevnad av MRSA och MRSP i biofilm pa vattenled-

ningsror

Inga MRSP kunde pavisas i prov fran vattenledningarna efter behandling med va-
teperoxid, peroxymonosulfat, och peréttiksyra. Buffrade syror visade i den hér stu-
dien pa minst effekt att avliagsna MRSP i blandflora i biofilm i vattenledningsror

dd MRSP kunde pavisas fran 89% av vattenledningsréren (Figur 12).
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Figur 12. Férekomst av MRSP i vattenledningsror efter behandling med sex olika desinfektionsme-

del, samt positiv kontroll vid rengéring med vatten.
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Inga MRSA kunde pavisas i prov fran vattenledningarna efter behandling med va-
teperoxid och peréttiksyra. Buffrade syror visade ingen effekt alls, dd MRSA kunde
pavisas fran samtliga (100 %) av vattenledningsréren efter behandling (Figur 13).
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Figur 13. Forekomst av MRSA i vattenledningsror efter desinfektion med sex olika desinfektionsme-
del, samt positiv kontroll vid rengdring med vatten.
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5. Diskussion

Framstéllningen av biofilm delas oftast upp i statiska och dynamiska modeller
(Kanematsu & Barry 2020). Statiska modeller inkluderar olika mikrotiterplattor,
vilket ar effektivt da kvantiteten brunnar som testas samtidigt blir hog. Nagra ex-
empel pa anvandning av mikrotiterplattor, utéver metoden i denna studie, &r ”Bio-
film ring test” dir magnetiska kulor blandas i bakteriebuljongen som placeras i
mikrotiterplattor som eventuellt méjliggér mindre tvéttning och fargning (Olivares
et al. 2016), eller ’calagary biofilm device” dér sma pluggar f6rs ner i mikrotiter-
plattorna som tillater tillvéxt pa pluggen utan risk for kontaminering och anvénds
frdmst inom resistens och tolerans tester (Ceri et al. 1999). Bland de dynamiska
metoderna finns flodessystem som forsoker efterlikna verkligheten mer t ex Drip
flow biofilms reaktorer, eller rotations disk reaktorer (Kanematsu & Barry 2020).
For att sedan analysera biofilmen anvands farg eller genanalys samt proteinanalys
dar resultaten tyder pa viss svarighet att extrapolera vardet direkt till biofilm. Olika
lander har olika satt som sin standard att mata biofilm dar USA ofta skrapar av ytan
och odlar for CFU/kvadratcentimeter (Kanematsu & Barry 2020) vilket uteslots i
denna studie efter test i pilotstudien. | Europa tittar man ofta pa viabla bakterier fore
och efter ett medel har applicerats genom att ta ytprover (Kanematsu & Barry 2020)
som vi gjort i den har studien. Enligt standarden SS- krévs en reduktion pa 5 log for
séga att ett medel &r verksamt (SS-EN 14349:2012), dock innebér den europiska
metoden att man inte enbart kan bedoma biofilm da det alltid testas i relation till en
substans som forvantas avlagsna eller paverka biofilmen.

I denna studie gjordes en kombination av manga tidigare studier for att analysera
biofilm och vidare undersoka hur en adhesion genom optisk densitet kan komplet-
tera informationen. En sammanslagen bedémning fran den statiska modellen med
mikrotiterplattor och den nagot mer dynamiska delen med vattenledningsroren
gjordes huruvida biofilm av blandflora med MRSA, MRSP eller C. jejuni paverkas
av hypoklorsyra, peréttiksyra, vateperoxid, buffrade syror, peroxymonosulfat eller
70 % etanol. Resultaten tyder pa att 6verlevnad av C. jejuni i biofilm paverkades
mest av vateperoxid, perattiksyra och hypoklorsyra, vilka darmed borde vara effek-
tiva vid desinfektion av kycklingstallar och slakterier bade vid forebyggande des-
infektion och rengoring. Vid rengéring av biofilm innehallande MRSA och MRSP
var det dock vateperoxid och peréattiksyra som var mest effektiva. Vidare forskning
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kravs dock for att hitta effektiva metoder for att bedéma biofilm for att sedan kor-
rekt kunna uttala sig om vilket medel som ar mest funktionellt i olika lagen. Det
behdvs ocksa en mer realistisk modell for att de ska kunna appliceras in vivo.

Data fran denna studie visade att rengéringsmedel och desinfektionsmedel bor an-
passas till de mikroorganismer som férvéantas i miljon och hur smutsig miljon ar
som ska desinficeras. De bioelastiska egenskaperna blir olika beroende pa bade
miljon och de bakterier som férekommer i biofilmen som saledes avgor biofilmens
3D struktur. Darfor kommer biofilmer saledes paverkas olika av olika desinfek-
tionsmedel (Jones et al. 2011).

Resultaten visade dven att de mikrotiterbrunnar som svabbats med tops samt be-
handlats med desinfektionsmedel hade markant mindre biofilm med ett lagre vérde
pa den optiska densiteten hos samtliga desinfektionsmedel. Dessutom sags att me-
kanisk rengoring ibland kunde vara mer effektivt pa att avlagsna biofilm &n att en-
dast anvanda desinfektion utan mekanisk rengdring. Studien var dock begransad
och ingen statistisk analys har utforts, varvid ytterligare undersokningar krévs for
att med sakerhet bekrafta eller avkasta slutsatsen fran den har deskriptiva studien.

Den statiska modellen med mikrotiterplattor &r svar att extrapolera till in vivo da
brunnarna i mikrotiterplattorna ar sma och verkligheten heller inte ar oféranderlig.
Att endast undersoka den metoden ger en orealistisk bild och resultaten blir svara
att analysera ensamt, dven om tendenser kan ses om ett medel fungerar eller ej. Den
mer dynamiska modellen med vattenledningsror (med simulering av verkligheten
genom att skapa ett flode med hjélp av en timmas daglig skakning) &ar troligen mer
lik vad som hander i vattenledningar, men det &r svart att gora en optimal modell.
Alternativet skulle mojligen vara ett droppsystem med vatten for att efterlikna vat-
tenflodet i vattenledningarna men det skulle ta for Iang tid och vara for svart att
standardisera. Syftet var dock att undersoka hur effektiva dessa sex desinfektions-
medel medel var, varvid metoden och den gemensamma beddmningen éver de tva
satten bedomdes som rimlig for andamalet. | forséken har vi optimerat tillvaxten av
biofilm genom anrikningsbuljong och inkubatorer. Det skulle vara intressant att i
stallet anvanda vatten och lata biofilmen bildas naturligt i rumstemperatur fran bor-
jan, dock skulle det krava mer tid da processen skulle ga mycket langsammare.

For samtliga desinfektionsmedel som anvandes i studien har resultat fran tidigare
forskning visat pa varierande effektivitet. Resultaten fran denna studie tyder pa att
det ar lite skillnad i effektivitet mellan flera av de anvédnda medlen, &ven om véte-
peroxiden visar sig lamplig for biofilmer som &r mer robusta (aldre). | en studie fran
USA pavisas att hypoklorsyra kan vara lika effektivt som vateperoxid (Raval et al.
2021). Vateperoxid och hypoklorsyra har liknande verkningsmekanism da vétepe-
roxid omvandlas till hypoklorsyra genom enzymreaktioner. Deras effekt har ocksa
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visat sig vara samstammiga i en biofilmsstudie in vitro (Winterbourn et al. 2006),
dock var den effekten inte sjalvklar i den har studien.

For att bedéma hur mycket biofilm som fanns kvar efter paverkan av desinfektions-
medel, anvandes optisk densitet for att méatta adhesion av substansen i mikrotiter-
brunnarna, vilket extrapolerats som likvérdigt med biofilm. Denna metod kan moj-
ligen ifragasattas da det i nuldget inte finns standardiserade metoder for att mata
biofilm. Ett alternativ hade kunnat vara att anvanda rheometri for att mata hur stabil
biofilmen &r, detta skulle eventuellt ge en battre uppfattning om hur viabel en
biofilm &r efter desinfektion. I en engelsk studie (Jones et al. 2011) och en review
fran Texas (Bahamondez-Canas et al. 2019) anvéandes rheometri for att bedoma
biofilmens mekaniska egenskaper. Metoden hjélper forskare att forstd hur olika
substanser paverkar biofilmen dar till exempel glutaraldehyd forsvagade biofilm av
P. auriginosa, medan multivalenta katjoner som jarn, aluminium och magnesium
istallet gjorde biofilmen stelare och darmed svarare att avlagsna. Det &r oklart vart
exakt i mikrotiterbrunnarna den optiska densiteten mats med Victor wallac. En
mojlighet &r Victor wallac framst l&ser botten av brunnarna trots att biofilmen oku-
lart var tjockast pa kanterna, vilket skulle kunna ge en skev bild av hur mycket
adhesion som faktiskt existerar, dar rheometri mojligen ger en sékrare analys.

Optimalt hade varit om det var mojligt att méta den optiska densiteten i mikrotiter-
plattornas brunnar bade fére och efter tvatt och desinfektion, for att kunna jamféra
samma brunnars forvéantade forandrade adhesionsvarden. Det var dock praktiskt
omajligt da metoden kravde att man fixerade och fargade infor matning av den op-
tiska densiteten. Den positiva kontrollen med sterilt vatten som utfordes i egna
brunnar fick ge ett motsvarande medelvarde. En annan aspekt i huruvida VICTOR2
wallac méter biofilm skulle kunna vara att mogen och omogen biofilm skiljer sig
at. Mogen biofilm knoppar av och slépper lattare an ny biofilm. Vid anvandning av
VICTOR2 wallac finns en risk att det mdjligen ger hogre vérden fér en omogen
biofilm dar adhesionsvardet skulle kunna vara hégre an hos en porés mogen bio-
film. I den har studien ges darfér den samlade bilden genom att dra slutsatser fran
tvd metoder, dar ATP-métning anvands for att undersdka kontaminationsgraden
och da indirekt ge svar pa hur mycket biofilm som &r kvar efter desinfektion. ATP-
matning pavisade tydliga skillnader mellan anvandning av desinfektionsmedel och
kontrollen dé&r sterilt vatten anvandes, varvid det bedomdes som en metod som
kunde komplettera adhesionsmatningarna.

Det unika med denna studie var att studera manga parametrar samtidigt vad galler
biofilm och desinfektion. Manga studier (Stepanov et al., 2007; Graziano et al.,
2013; Pitts et al., 2003) fokuserar pa fa bakteriearter och ett farre antal rengdrings-
och/eller desinfektionsmedel for att avgéra om det ar effektivt eller inte. En mer
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komprimerad studie med fler analyser per parameter kan vara fordelaktigt da det
okar chansen att pavisa signifikanta skillnader. Att undersoka en blandflora av sex
olika bakterier dar tre andra bakterier (MRSA, MRSP och C. jejuni) undersoks spe-
cifikt och hur dessa paverkas av sex olika desinfektionsmedel i tva olika metoder
forsvarar mojligheten att hitta signifikanta skillnader.

Det finns som sagt lite forskning pa denna komplexitet av bakterier i blandflora i
samma studie. Aven om denna studie inte &r optimal ar det &ndd ett steg narmre en
modell som efter vidare modifikationer skulle kunna anvéndas i jamforande studier
av manga parametrar
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6. Konklusion

Konklusionen av studien var att vateperoxid i kombination med mekanisk rengo-
ring var den metod som fungerade bast avseende att avlagsna biofilm av blandflora
med MRSA, MRSP eller C. jejuni. Detta géller framférallt om biofilmen ar éldre
och mer robust. Vilket innebér att det skulle kunna fungera som ett komplement i
rengoringsrutiner for olika yrkeskategorier, men vidare forskning kravs med sta-
tistiska analyser for att bekréfta eller forkasta resultatet.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Biofilm &r ett skyddande slemlager som bakterier kan bilda nér de kanner sig hotade
av till exempel miljon, lakemedel, rengoring- eller desinfektionsmedel. Biofilm
produceras av bakterierna nar bakterieantalet &r stort nog, vilket de kénner av ge-
nom att skicka ut sma molekyler som gor att bakterierna kan “’prata med varandra”.

Vissa av bakterierna som bildar biofilm, eller som kan finnas i biofilm &r bakterier
som kan smitta bade djur och manniskor och orsaka sjukdom som till exempel mag-
sjuka orsakat av Campylobacter, vilket kan ske efter att en skarbrada anvéands bade
till att skéra ra kyckling och sedan till gronsaker som serveras utan att upphettats.
Ett annat exempel &r nér ett djur eller en ménniska smittas under sitt sjukhusbesok
av till exempel Stafylokocker sasom MRSA (framfér allt manniskor) och MRSP
(framfor allt hundar) som gor att sar inte laker for att antibiotikan som lakaren/ve-
terinaren skrivit ut inte langre fungerar da dessa bakterier har en féormaga att oskad-
liggora lakemedlet for sin egen Overlevnad.

For att minska dessa risker ar hygien av stor vikt. Syftet med studien var att testa
hur sex desinfektionsmedel fungerar pa biofilm i férhoppning om att 6ka kunskapen
om vad som bor véljas for att na bast resultat. For att undersoka detta anvandes en
blandning av sex olika biofilmsproducerande bakterier. Till denna bakteriebland-
ning tillsattes ytterligare stafylokocker (MRSA och MRSP) eller Campylobacter
jejuni. Biofilmen producerades i buljong i 5-10 dagar i varmeskap. Férsoken gjor-
des bade i en statisk modell dar biofilmen fick mogna i separata plastbrunnar, och
i en dynamisk modell d&r begagnade vattenledningsrdr anvandes, som dessutom
”matades med mer buljong och bakterier” och daglig skakning for att kunna ndrma
sig verkligheten dar miljon &r rorlig. Den statiska modellens biofilm analyserades
med en maskin som mater adhesion vilket é&r ett indirekt matt pa hur hart en sub-
stans &r bunden till en yta, och darmed ger ett matt pa biofilm. Den dynamiska
modellen analyserades genom att mata kontaminationsgrad med en ATP-métare,
vilken anvénder sig av en naturligt forekommande ljusreaktion kallad ATP-biolu-
miniscens for att detektera cellorganisk kontaminering innehallande ATP. ATP-
matare anvands ofta for att beddma hur rena ytor ar pa till exempel slakterier. Det
togs dven prover fran de olika forsoken for att undersoka om stafylokocker och
Campylobacter hade 6verlevt rengéring med de olika desinfektionsmedlen.
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Resultat fran studien tyder pa att vateperoxid var mest effektivt for att avddda olika
bakterier. Samtidigt visar studien vikten av att desinfektionsmedlet anpassas till
miljon och de bakterier man misstanker for att kunna ha optimal effekt. Studien
visar aven relevansen av mekanisk rengoring, som inte kan bytas ut genom att end-
ast desinficera miljon. Konklusionen fran denna studie &r att anvanda vateperoxid i
kombination med mekanisk rengdring for avlagsnande av biofilm. Men ytterligare
studier som bland annat efterliknar verkligheten &nnu mer och som kombineras med
en statistisk analys av resultaten ar nog nddvandig for att konfirmera detta.
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Bilaga: Pilotstudien

Det finns ingen standardiserad metod for att mata och bedéma biofilm. En pilotstu-
die genomfordes darfor under tre veckor for att utveckla en metod. De metoder som
beddmdes tillforlitliga var en ATP-maétare (luminometer) som méater mangden av
energimolekylen ATP, samt Wallac Victor2 som méter adhesion till en yta med
hjalp av optisk densitet. Dessutom testades detektion av 6verlevande bakterier efter
desinfektion genom anrikningsbuljong och odling pa blodagar och/eller mCCDA
agar. | pilotstudien gjordes ocksa forsok med skrapning av vattenledningar med
odling via djupspridning pa plate count agar for att berékna totalt antal aeroba bak-
terier. Denna metod beddmdes som tids- och arbetskrdvande samt hade tveksam
tillforlitlighet varvid den inte anvandes i studien. Dessutom gjordes nedanstaende
observationer:

Mikrotiterplattor: Brunnarna i mikrotiterplattorna skulle inte fyllas mer an 260
mikroliter da storre volym bidrar till en 6kad risk for kontaminering av narliggande
brunnar. | de férsta undersékningarna i pilotstudien noterades att det skedde en av-
dunstning i mikrotiterplattorna vid inkubering. FOr att minska effekten av avdunst-
ning pa grund av flaktar i inkubatorn, testades forsegling V mikrotiterplattorna med
sjalvhaftande plast som racklades 6ver plattorna och fastas med frystejp i kanterna,
och ytterligare forsegling med lock och en plastpase, vilket hade 6nskvard effekt.
Dessutom noterades att ett par brunnar i den negativa kontrollen lattare blev konta-
minerade nér de placerades i rad H vilket medférde att rad D senare anvandes som
negativ kontroll.

Odlingsdagar: Jamforande biofilmsodlingar skedde med inkubering under 3, 4 re-
spektive 5 dagar for att bedoma hur lange biofilmen skulle vaxa i mikrotiterplattor
i 30 °C. En hogre optisk densitet uppmattes efter dag fem jamfort med dag tre och
fyra.

ATP-matare: Protokollet for ATP-métaren foreslar att ytan som ska provtas bor
vara ca 5x5 cm och torr (en fuktig yta kan medfora att mer material tas upp och ger
saledes ett svartolkat resultat). Ytan i var studie var dock bara ca 2.5x2.5 cm da
detta var storleken pa av rorbitarna. ATP gjordes inte av mikrotiterbrunnarna pa
grund av att ytan bedémdes som for lite men daremot gjordes ATP-matning av vat-
tenledningsroren dar ytan bedéms tillracklig.

Odlingav bakterier: I huvudstudien vortexades svabbarna efter provtagning for
anrikning av Campylobacter jejuni da C. jejuni inte pavisats lika ofta som i proven
som inte hade vortexats efter provtagning under pilotstudien.
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Desinfektionsmedel: Endast véteperoxid testades under pilotstudien. Resultaten
indikerade att den kan vara effektiv mot biofilm som vaxt i 5-10 dagar (statisk och
dynamisk modell). ATP-mitning av vattenledningsroren gav ett medelvarde pa
52,4 RLU som anses vara tillfredstallande rengoring vad galler kontaminations-
grad.

Ovrigt: | pilotstudien undersoktes ytterligare en kombination av bakterier dar 36
brunnar innehallande endast en blandning av olika campylobacterstammar utan
blandflora. Resultatet visade pa en generellt lagre optisk densitet &n 6vriga bakteri-
ekombinationer, vilket skulle kunna tyda pa att Campylobacter jejuni har en samre
formaga att producera biofilm ensamma, och behdver eventuellt utnyttja andra bak-
teriers formaga att bilda biofilm for sin egen 6verlevnadsférmaga. Denna kombi-
nation utesluts dock efter pilotstudien och ersétts av rader med MRSA och MRSP
for att gora studien mer multidisciplinar.

Forsok gjordes aven dar rorbitarna skrapades av med sterila gummiskrapor som
placerades i peptonvatten for spadningsserier, for vidare bakterierakning. Viss ten-
dens var hogre varden CFU efter desinfektion varvid fragan uppkom huruvida des-
infektionsmedlen lyckades rugga upp ytan for att blotta viabla bakterier djupare i
biofilmen. Detta fick dock uteslutas da det blev for tidskravande men skulle vara
intressant i en framtida studie.

Bakteriemassigt kunde man se tendenser att Enterococcus fecalis var den bakterie
som hade hogst grad av 6verlevnad trots selektiv anriknings buljong. Enterococcus
spp. dr oftast resistenta mot rengéringsmedel vilket &ven visats i en brasiliansk stu-
die (da Silva Fernandes et al. 2015).

Redan under pilotstudien sags en tendens att mekanisk rengoring ar det framsta
sattet att avlagsna biofilm, vilket beddms med hjalp av den optiska densiteten i
brunnar som svabbats med tops for provtagning jamfért med brunnar som endast
tvattats med desinfektionsmedel.
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