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1. Forord

Dette projekt om risikofaktorer og resistens ved brug af antimikrobielle biocider i miljger som
hospitaler og fadevareproduktioner blev gennemfgart i perioden juli 2014 til december 2016 og
er finansieret af Miljgstyrelsens program for forskning i bekaempelsesmidler.

Projektet blev udfart som et samarbejde mellem Institut for Veterinaer Sygdomsbiologi (1VS),
Kgbenhavns Universitet (Professor Hanne Ingmer) og DHI (Seniortoksikolog Ann Detmer).

Fra disse institutioner har fglgende personer vaeret involveret i projektets gennemfgrelse:

Christina Skovgaard Vegge, Jette Kjeldgaard og Hanne Ingmer (IVS, Kgbenhavns Universitet),
Torben Wilde Schou, Claus Jgrgensen, Michael Fink og Ann Detmer (DHI).

Tak til medlemmer af fglgegruppen "Jordbundsgkologi & Pesticider” for kommentarer og for-
slag i projektperioden: Birte Vogel (Miljgstyrelsen), Jes Vollertsen (Institut for Byggeri og An-
leeg, Aalborg Universitet), Kristian Brandt (Institut for Plante- og Miljgvidenskab, Kabenhavns
Universitet) og Lars-Flemming Pedersen (DTU Aqua)

Tak ogsa til Margit Ina Larsen, Lillian Enebakk og Anne-Marie Mikkelsen (Hvidovre Hospital)
som alle har bidraget til kortleegningen af desinfektionsmiddel-forbruget pa Hvidovre Hospital
samt til Paal Skytt Andersen og Marc Stegger (SSI) for at udfgre genomsekventering og SNP-
analyser.
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2. Forkortelser

Ag-NP: Sglv-nanopartikler

BZK: Benzalkoniumklorid

CFU: Colony forming units; antal kolonier

CoNS: Koagolasenegative stafylokokker

HH: Hvidovre Hospital

ICU: Intensive Care Unit, Intensivafdeling

KU: Kgbenhavns Universitet

LC-MS: Liquid Chromatography—Mass Spectrometry

LoD: Limit of Detection

MH: Mueller-Hinton medium

MIC: Minimal inhibitory concentration

MPN: Most Probable Number

MRSA — Methicillin resistent Staphylococcus aureus

MSSA- Methicillin susceptible Staphylococcus aureus

OD: Optisk densitet

QAC: kvaternaere ammonium forbindelser; en gruppe af biocider
SDS: Sikkerhedsdatablad (Safety Data Sheet)

SNP: Single Nucleotide Polymorphism — analyse af aendringer i enkelte nukleotider i genomet
TSA: Tryptone Soya Agar

TSB: Tryptone Soya Bouillon

WT: Wild Type — den oprindeligt anvendte bakterie inden eksponeringer

X-gal: kromogent substrat for -galactosidase (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-
galactopyranoside)
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3. Sammenfatning

Denne rapport omhandler bakteriers tilpasningsevne (adaptering) og overlevelse i kontakt med
antimikrobielle biocider der er bredt anvendt i bl.a. hospitaler og fgdevareproduktioner. Som
modelorganismer blev der arbejdet med to hyppigt forekommende og sygdomsfremkaldende
bakterier; Listeria monocytogenes og Staphylococcus aureus, hvor den ene stamme af sidst-
naevnte er MRSA og resistent overfor methicillin. De anvendte biocider var hydrogenperoxid
(H202) og benzalkoniumklorid (BZK) samt sglv-nanopartikler (Ag-NP). Desuden blev der fore-
taget undersggelser af et dansk hospitals sengevask, hvor forekomsten af Staphylococcus
spp. blev malt fgr og efter vask og desinfektion af hospitalsudstyr som senge, vugger og kare-
stole.

Et formal med projektet var at bedemme hvilke aendringer der sker i bakterier efter laengere
tids pavirkning med ikke-draebende koncentrationer af biocider. Disse aendringer blev vurderet
som andringer i antibiotikaresistens samt aendringer i udtrykket af enkelte virulensfaktorer i
bakterierne ved veekstheemmende koncentrationer af biocider (MIC),. Et andet formal var at
identificere parametre og indhente data der kunne ind i en model over risikoen for resistensud-
vikling blandt bakterier (Stafylokokker) pa et hospital, der bruger BZK til desinfektion.

Adaptering af bakterier til biocider:

Bakterierne udviste tydelig adaptering til de anvendte biocider, og denne tilvaenning var arts-
specifik. Iseer S. aureus var i stand til at vokse i hgjere koncentrationer af H,O, efter ekspone-
ring til ikke-dgdelige doser af H.O2 og endda ved koncentrationer som langt oversteg dem, der
var anvendt under adaptationen. Efter eksponering kunne de tilvaennede kulturer overleve i
den almindelig brugskoncentration af H2O2 (3%). Denne resistens tilskrives bakteriernes opre-
gulering af et naturligt respons pa H.O: stress, som resulterer i forhgjet katalase-aktivitet. For
L. monocytogenes sas der ikke stigninger i MIC overfor H20., og der blev heller ikke observe-
ret bedre overlevelse i hgje koncentrationer af dette biocid efter leengere tids eksponering til
H202.

For den kvarternaere ammonium forbindelse BZK udviste bade S. aureus og L. monocytoge-
nes potentiale for adaptation, idet MIC vaerdien sendrede sig, men det var ikke muligt at pavise
bedre overlevelse af de eksponerede kulturer ved tilstedeveerelse af BZK i sammenligning med
ikke-eksponerede celler.

Bakterierne, der var udsat for leengere tids pavirkning af biocider udviste ikke gget antibiotika-
resistens. Virulensen blev vurderet og resultaterne viste at nar S. aureus udsaettes for biocider,
reduceredes virulensen generelt.

Forekomst af Staphylococcus spp. pa hospitalsudstyr:

Der blev gennemfart undersggelser af sidegeerder, fodgaerder og kontrolpaneler pa bgrne-,
junior- og voksensenge samt pa et mindre antal hjaelpemidler bade for og efter manual vask og
desinfektion.

Der blev fundet fa (2) S. aureus pa hhv. en berneseng og pa en rengjort kgrestol ud af 150
swab-prgver. Dette angiver en kun lille risiko for at patienter, personale og pargrende kommer i
kontakt med S. aureus via senge og hjalpemidler. Herudover blev der fundet andre arter af
Staphylococcus, isaer S. hominis og S. epidermidis, som tilhgrer de koagulasenegative stafylo-
kokker (CoNS), som ogsa kan vaere sygdomsfremkaldende og er vigtige i forbindelse med
hospitalserhverede infektioner. Effektiviteten af renggringen blev estimeret til at veere ca. 80%.
Pa de rengjorte senge var risikoen for kontakt med stafylokokker starst pa kontrolpanelerne,
mens det var sidegeerderne, der udgjorde den starste risiko pa de "brugte” senge inden vask.

Hospitals-isolaterne blev undersggt for biocid-resistensgener; gac-gener, som bl.a. kan gge
BZK-tolerancen. En mindre del af Staphylococcus isolaterne indeholdt qac gener, iszer S.
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hominis, der tilhgrer CoNS. | disse stammer korrelerede tilstedeveerelse af gac gener med en
gennemsnitlig hgjere MIC overfor BZK. Det skal dog bemaerkes at stammer, som var adapteret
til BZK i laboratoriet, kunne opna samme MIC som isolaterne med qac-gener, der var indsamlet.
Dette viser, at gac generne ikke er de eneste risikofaktorer for at stafylokokker overlever desin-
fektion.

Undersggelserne gav ikke mulighed for at vurdere horisontal spredning af resistens mellem
populationer. Modellen for spredning blev baseret pa spredning af stafylokokker. Der kunne ikke
observeres en forgget andel af gac-baerende stafylokokker i forbindelse med vaskeprocessen.
Spredningen af qac-baerende stafylokokker synes derfor at falge spredningen af stafylokokker
proportionalt.

Samlet kan det konkluderes at bakterier aendrer sig under pavirkning af biocider og at disse
andringer kan fgre til reduceret biocid falsomhed sasom det er tilfaeldet med stafylokokker hvor
foraget katalase produktion beskytter mod hydrogen peroxid. | nogle tilfeelde viser tilvaenningen
sig i form af foraget MIC, mens koncentrationen af biocid, som skal til for at draebe bakterierne,
forbliver ueendret som det er tilfaeldet med de kvartenaere ammonium forbindelser. | hospitals-
miljget kan der isoleres stafylokokker som primzert ikke er S. aureus, men som til gengeeld in-
deholder qac-gener der kan bidrage til aget biocidtolerance. Disse kan veere selekteret af tilste-
deveerelse i hospitalsmiljget.
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4. Summary

This report addresses bacterial adaptability and survival in contact with antimicrobial biocides
that are widely used in e.g. hospitals and food productions. Two prevalent and pathogenic
bacteria were used as model organisms; Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes.
The biocides used were hydrogen peroxide (H202), benzalkonium chloride (BZK) and silver
nanoparticles (Ag-NP). Additionally, studies of equipment disinfection on a Danish hospital
were performed, as the prevalence of Staphylococcus spp. was measured before and after
washing and disinfection of hospital equipment such as beds, cots and wheelchairs.

The objectives of the project were in part to evaluate changes in bacteria after prolonged ex-
posure to non-lethal concentrations of biocides. These changes were evaluated as growth
inhibitory concentrations of biocides (MIC), changes in antibiotic resistance as well as changes
in the expression of key virulence factors in the bacteria. Another objective was to describe
and make models of the risk of resistance development and —spread among bacteria (Staphy-
lococcus) in a hospital that uses BZK for disinfection.

Adaptation of bacteria to biocides:

The bacteria clearly adapted to the biocides used, although the level of adaptation was species
specific. In particular S. aureus adapted to grow in high concentration of H2O; after exposure to
non-lethal concentrations of H.O,, even at concentrations much higher than those used during
the adaptation. After exposure, the adapted cultures survived in disinfection concentration of
H202 (3%). This decreased sensitivity was attributed to bacterial up-regulation of the natural
response to this type of stress, measured as increased catalase activity. For L. monocyto-
genes an increase in MIC against H,O, was not observed, and there was no apparent improve
in survival in high concentration of this biocide.

For the quaternary ammonium compound BZK, both S. aureus and L. monocytogenes showed
potential for adaptation by increased MIC values, but it was not possible to demonstrate im-
proved survival of the BZK-exposed cultures in contact with BZK in comparison with unex-
posed cells.

The bacteria exposed to prolonged contact with biocides did not show increased antibiotic
resistance. The virulence was assessed and the results showed that when S. aureus was
exposed to biocides, virulence was generally reduced.

Presence of Staphylococcus spp. on hospital equipment:

Swab testing for Staphylococcus spp. was performed on selected parts (side walls, footboards
and control panels) of children's, junior and adult beds and on a smaller number of devices
both before and after manual washing and disinfection.

Only few (2) S. aureus was found, on a children's bed and in a wheelchair respectively, out of
150 swab samples. This indicates a low risk for patients, staff and relatives of contact with S.
aureus via beds and equipment. In addition, other species of Staphylococcus were detected, in
particular S. hominis and S. epidermidis, which belongs to the coagulase-negative staphylo-
cocci (CoNS) which may also be infectious and are important regarding hospital acquired in-
fections. The efficiency of disinfection was estimated to be about 80%. On the cleaned beds,
the risk of contact with staphylococci was greatest on control panels, while it was side walls
that constituted the greatest risk in the "used" beds before cleaning.

Hospital isolates were tested for biocide resistance genes; gac genes that, among other bio-
cides, can increase BZK tolerance. A small part of Staphylococcus isolates contained qac-
genes, in particular S. hominis that belong to the CoNS group. In these strains, the presence of
gac genes correlated with an average higher MIC against BZK. It should be noted that strains,
which were adapted to BZK in the laboratory, were able to achieve the same MIC as the iso-
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lates with qac genes, isolated from hospital equipment. This shows that the gac genes were not
the only risk factor of staphylococci surviving disinfection.

The studies did not allow for assessing horizontal spread of resistance between populations.
The model for the spread was based on dissemination of staphylococci. We did not observe an
increased proportion of gac-positive staphylococci related to the disinfection process. The
spread of gac-positive staphylococci therefore seems to follow the spread of staphylococci pro-
portionally.

All together it can be concluded that the bacteria change when exposed to biocides and that
these changes can lead to reduced biocide susceptibility. This is especially the case for staphy-
lococci where the increased catalase production protects against hydrogen peroxide. In some
cases, the adaptation was seen as an elevated MIC whereas the concentration required to Kill
the bacteria remained unchanged, which was the case for the quaternary ammonium com-
pounds. It is possible to isolate staphylocci from the hospital environment, mainly other species
than S. aureus, but thus carrying gac-genes that can contribute to increase the biocide toler-
ance. These can be selected by the conditions in the hospital environment.
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5. Introduktion

5.1 Baggrund

Antimikrobielle biocider er kemiske stoffer, som er en kernebestanddel i de desinfektionsmid-
ler, der anvendes i industrien, pa hospitalerne, i institutionerne og i husholdningerne. Nar an-
vendt korrekt draeber desinfektionsmidler en stor andel af bakterier. Alligevel vil der altid vaere
et vist antal bakterier, der overlever f.eks. pa grund af forkert brug eller fordi organisk materiale
reducerer effekten af desinfektionsmidlet. Fra forskning indenfor antibiotika vides det, at netop
det store forbrug har vaeret medvirkende til, at vi i dag keemper med alvorlige antibiotikaresi-
stente bakterier. Et veesentligt spgrgsmal er, om de bakterier, som har veeret udsat for antimi-
krobielle biocider i form af desinfektionsmidler, har opnaet seerlige uhensigtsmaessige egen-
skaber, og om de udggr en potentiel risiko for human sundhed. Det er tidligere vist, at nogle
bakterier kan udvikle resistens overfor biocider, mens andre synes upavirkede. Meget bemaer-
kelsesvaerdigt har studier endvidere vist, at tilsyneladende biocid-upavirkede bakterier er ble-
vet resistente overfor antibiotika (Hegstad et al, 2010). En grund til at sadanne effekter kan
opsta, kan veere, at antimikrobielle biocider pavirker mange forskellige cellulzere processer,
hvilket ger det vanskeligt at forudsige, hvordan bakterierne reagerer.

Indenfor gruppen af biocider udger de antimikrobielle biocider langt den sterste del (MEEDDM,
2009, BAuUA, 2012. Udover at veere kernebestanddelen i desinfektions- og konserveringsmid-
ler, kan de ogséa forekomme i medicinsk udstyr, behandlede artikler samt i renggrings- og
kosmetikprodukter.

| Frankrig er der over 15.000 desinfektionsmidler pa markedet, hvilket udggr mere end halvde-
len af det samlede antal (ca. 28.000) biocidholdige produkter (MEEDDM, 2009). | Tyskland
markedsfares over 17.000 desinfektionsmidler ud af et samlet antal biocidholdige produkter pa
36.500 (BAUA, 2012). Der findes ingen direkte opggrelse af antallet af desinfektionsmidler i
Danmark. Miljgstyrelsen sk@nner, at der er omkring 2.000 biocidholdige produkter pa markedet
i Danmark. Hvis andelen er som i Frankrig og Tyskland, er der omkring 1.000 desinfektions-
midler pa markedet i Danmark. Den seneste opgearelse viser, at der arligt omsaettes 2.600 tons
biocidaktivstoffer indenfor kategorien desinfektionsmidler i Danmark, svarende til knap 70 % af
den samlede omsaetning af biocidaktivstoffer i Danmark (MST, 2001).

| modseetning til antibiotika opstar der sjaeldnere resistens i bakterier overfor antimikrobielle
biocider (Russell, 2001). Til gengeeld har studier vist, at bakterier udsat for visse biocider, kan
udvikle nedsat felsomhed overfor det pageeldende biocid; dvs. at sddanne bakterier kan vokse
ved hgjere biocidkoncentrationer end upavirkede bakterier. Denne type nedsat fglsomhed kan
f.eks. opsta ved, at bakterierne opsamler gener, som koder for pumper, der efter at biocidet er
kommet ind i cellen, kan transportere det ud igen (Wessels & Ingmer, 2013). Et eksempel
herpa er de sakaldte qac-gener, der koder for pumper, som kan forbindes med nedsat fglsom-
hed overfor kvaternaere ammoniumforbindelser, og ogsa over for klorhexidin eller ethidium-
bromid. Den omfattende brug af kvaternaere ammoniumforbindelser synes at have selekteret
for celler med nedsat falsomhed over for disse stoffer og i nogle tilfeelde ogsa har givet anled-
ning til @get resistens over for visse typer af antibiotika (Ortega et al., 2013, Hegstad et al.,
2013).

Det vides nu, at stafylokokker som har veeret opbevaret siden 1960’erne, hvor der var et spar-
somt forbrug af desinfektionsmidler, ikke baerer pa egentlige biocidresistens-gener, mens om-
trent halvdelen af de stafylokokker, der isoleres i dag, ger (Skovgaard et al. 2013b). Pa bag-
grund af dette star det klart, at det er vanskeligt at forudsige konsekvenserne af biocidpavirk-
ninger, og hvordan et gget brug af desinfektionsmidler vil pavirke det mikrobiologiske miljg
eksempelvis pa hospitaler og i fadevareindustrien.

Denne rapport omhandler to vigtige, sygdomsfremkaldende bakterier; nemlig Listeria monocy-
togenes og Staphylococcus aureus, der hyppigt forbindes med omrader, som ofte eller dagligt desinficeres; hospitaler og
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fedevareproduktioner. Disse bakterier er bestemt ugnskede i de omtalte miljger, men det kan
veere en stor udfordring at eliminere dem da de konstant cirkulerer i mennesker og miljger om-
kring os. Projektet har derfor undersggt, hvorledes leengerevarende, antimikrobiel biocidekspo-
nering pavirker bakteriernes evne til at modsta biocider og antibiotika samt til at forarsage syg-
dom.

Der er i de senere ar udviklet en raekke modeller til at forklare den stadigt stigende antibiotikare-
sistens hos patogene mikroorganismer. Sddanne modeller kan bruges til at forklare bade den
evolutionaere baggrund for udviklingen af antibiotikaresistens, savel som spredning heraf pa
populationsniveau (Spicknall et al., 2013). Mange modeller bruges ligeledes til at forklare, hvor-
dan resistensgener spredes indenfor og mellem populationer. Imidlertid foreligger der meget lidt
viden om, hvorledes biocid-pavirkede bakterier spredes i lokalmiljget, og hvilken betydning
denne spredning kan have for udvikling af resistens, enten direkte over for de pagaeldende
biocider eller over for antibiotika.

Generelt inddeles antimikrobielle biocider ud fra deres kemiske sammensaetning og virknings-
mekanisme. Flertallet af antimikrobielle biocider menes at have uspecifikke virkningsmekanis-
mer og inaktiverer celler via destabilisering af membraner og beskadigelse af protein og DNA,
som de mest kendte virkningsmader (Russell, 2001)

Biocider bruges oftest i meget hgje koncentrationer med aktive stofkoncentrationer pa mere end
10 gange over den “minimale inhibitoriske koncentration” (MIC- vaerdien). Dette forhold bevirker,
at egentlig resistensudvikling sjaeldent ses. Generelt taler man om resistens, nar bakterier kan
tale anvendte komcentrationer af antimikrobielle stoffer, mens bakterier som har nedsat felsom-
hed i forhold andre isolater af samme art betegnes som vaerende tolerante. For nogle bakterier
som f.eks. S. aureus, kendt for at give hospitalsinfektioner, selekterer triclosan for bakterier med
@get modstandsdygtighed over for netop triclosan (Cottell et al., 2009). Det er tidligere vist, at
flere mekanismer kan give triclosan-resistens i S. aureus f.eks. i form af aendret ekspression af
fabl-genet, der koder for et essentielt enzym i bakteriens fedtsyresyntese eller ved mutationer i
dette gen (Nielsen et al., 2013). Et andet mgnster kunne ses ved triclosan-eksponering af den
fedevarerelevante patogen, L. monocytogenes. Her aendredes fglsomheden ikke over for triclo-
san, men til gengaeld blev bakterierne mere resistente over for den gruppe af antibiotika, der
betegnes aminoglycosider (Nielsen et al., 2013, Christiansen et al., 2011). Udvikling af denne
resistens ville ikke blive pavist ved traditionelle undersggelser, idet man her udelukkende foku-
serer pa resistens over for det biocid, som bakterien er udsat for og ikke, om der skulle vaere
sket andre uhensigtsmaessige aendringer i cellerne.

I modseaetning til triclosan, er der ikke lavet mange undersggelser om hvordan benzalkoniumklo-
rid-eksponering pavirker bakterier. Herunder hvordan eksponering til sub-letale koncentrationer,
hvor bakterierne kan overleve eksponeringen i laengere tid, pavirker bakterierne generelt. | et
studium af Staphylococcus epidermidis, som normalt koloniserer huden men som ogsa kan give
infektioner ved hospitalsindlaeggelser, blev bakteriestammer isoleret i midten af 1960’erne sam-
sammenlignet med fornyligt isolerede bakterier fra patienter, hospitalspersonale og pargrende.
Analyserne viste, at mens omtrent halvdelen af alle nutidige bakterier bar pa gac-gener og kun-
ne tale triclosan, var dette ikke tilfaeldet for nogen af de gamle stammer. Dette er et meget mar-
kant bevis pa, at der er sket en udvikling i gensammensaetningen af de bakterier, som vi omgi-
ver os med i dag i forhold til dem, som fandtes i 1960’erne, fgr biocidforbruget steg (Skovgaard
et al., 2013a, 2013b). Qac-generne fungerer ogsa som efflux-pumper for benzalkoniumklorid og
andre kvaternaere ammoniumforbindelser (Paulsen et al 1996).

| betragtning af de store maengder af antimikrobielle biocider og desinfektionsmidler, der bruges
i samfundet, og hvor lidt viden man har om deres effekt pa bakteriers DNA, er der stor usikker-
hed omkring den potentielle risiko for udvikling og spredning af biocidtolerante varianter, som
kan veere mere tilbgjelige til at blive antibiotikaresistente. Det er derfor tydeligt, at der savnes
veerktgjer til at foretage mere preecise vurderinger af hvilke risici, der kan vaere forbundet med
brugen af antimikrobielle biocider.

For at kunne foretage en realistisk risikovurdering af resistensudvikling i biocidholdige miljger,
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hvad enten det er over for antimikrobielle biocider eller antibiotika, er det ngdvendigt at forsta
hvordan og i hvilket omfang resistens-relaterede genom-aendringer spredes indenfor og mel-
lem bakteriepopulationer. Modeller for selektion af antibiotika-resistente stammer sammenlig-
net med antibiotika-falsomme stammer er tidligere beskrevet (De Gelder et al, 2004) ligesom
andre modeller har beskrevet horisontal overfgrsel af resistensgener (Andersson og Hughes,
2011). Der er imidlertid ikke megen viden om hvordan biocid-resistente bakterier spredes i
lokalmiljger, hvor der bruges desinfektionsmidler, og heller ikke i hvor hgj grad gener, der ko-
der for resistens kan spredes i bakteriepopulationer. Vi har derfor segt at beskrive modeller
herfor, ved at opstille realistiske eksponeringsscenarier baseret pa en kortleegning af desinfek-
tionsmiddelforbruget i hospitalssektoren, kombineret med nye laboratoriedata for resistensud-
vikling erhvervet i dette projekt.

5.2 Hypoteser

Antimikrobielle biocider pavirker bakterier langt bredere og mere uforudsigeligt end det er til-
faeldet med antibiotika. Dette skyldes formentlig de mange celluleere processer, som rammes
af biocider. Konsekvenserne er langt mere komplicerede og svaere at pavise end for antibiotika
og afslgres derfor ikke med simple biocidanalyser. Derfor er der behov for at adressere, hvor-
dan man systematisk kan vurdere konsekvenserne af biocideksponering, og hvordan en sadan
viden kan indga i den samlede risikovurdering af antimikrobielle biocider. Problematikken er
meget relevant for hospitalssektoren, hvor man er szerligt opmaerksom pa resistensudvikling,
samt i fadevareindustrien, hvorfra udvikling af resistente bakterier er et potentielt problem for
fedevaresikkerheden. Pa baggrund heraf fokuserede projektet pa to biocider nemlig 1) kvater-
neere ammoniumforbindelser, som bruges i bade fadevareindustrien og i hospitalssektoren til
desinfektion af overflader og 2) hydrogenperoxid, som repraesentant for oxidative desinfekti-
onsmidler, der anvendes bredt i fedevareindustrien og pa hospitalerne.Endvidere undersggtes
det om metoderne anvendt i projektet ogsa kunne appliceres pa studier af nanosglv, der mar-
kedsfgres som et relativt nyt desinfektionsmiddel hvor virkemaden er effekten af de giftige sglv
ioner. Nanosglv anvendes i en lang reekke produkter af relevans for begge miljger.

Projektets primaere hypoteser var:

1) at bakterieceller pavirkes genetisk af antimikrobielle biocider uden at falsomheden over for
det pagaeldende biocid n@dvendigvis pavirkes, og at disse andringer i nogle tilfeelde kan fare
til 22ndret antibiotikaresistens eller zendret ekspression af virulensgener. Denne hypotese blev
adresseret for begge de to modelbakterier, Listeria monocytogenes og Staphylococcus aureus,
i forventning om at resultaterne vil kunne generaliseres til andre bakterier.

2) at nuvaerende metoder udviklet til vurdering af antibiotika ikke kan bruges til vurdering af
antimikrobielle biocider, idet genetiske andringer forventes, som ikke nadvendigvis reflekteres
i oplagte feenotypiske eendringer, og at nye metoder ma udvikles til analyse af dette.

3) at antimikrobielle biocider kan pavirke forekomsten af biocid tolerante bakterier i hospitals-
sektoren og at forekomsten af putative resistens gener sasom gac gener der giver resistens
overfor kvartenaere ammoniumioner forekommer.

5.3 Formal

Hovedformalet med projektet var, at belyse i hvor hgj grad udvikling af uhensigtsmaessige
endringer forekommer i sygdomsfremkaldende bakterier som fglge af eksponering for antimi-
krobielle biocider, samt at vurdere, hvorledes disse sendringer kan spredes i lokalmiljget i hos-
pitalssektoren. Dette blev sagt belyst gennem fglgende delformal:

1) At analysere hvilke eendringer der sker i bakterier, som overlever laengere-
varende eksponering med antimikrobielle biocider, herunder hvordan fal-
somhed til biocider og antibiotika sendrer sig.

2) At frembringe data, der kan bruges i modeller til beskrivelse af resistensud-
vikling og -spredning hos bakterier i et lokalmiljg i hospitalssektoren som
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folge af eksponering for kvaternsere ammoniumforbindelser, herunder nye
laboratoriedata, samt data for brug af relevante desinfektionsmidler.

3) At udvikle modeller til beskrivelse af spredning af resistens og resistensgener
(gac-gener) hos bakterier i et lokalmiljg pa Hvidovre Hospital som felge af
eksponering for kvaternaere ammoniumforbindelser.

5.4 Valg af biocider

Projektet har valgt at fokusere pa kvaternaere ammoniumforbindelser og hydrogenperoxid samt
nanosglv. Baggrunden for valget af disse stoffer er, at de har meget forskellige virkningsmader i
bakterierne, og at der i nogle tilfaelde er dokumenteret resistens.

Benzalkoniumklorid er en meget anvendt kvaternaer ammoniumforbindelse (QAC), som bruges
bredt i fedevareindustrien og pa hospitaler til desinfektion af overflader og udstyr. Typisk angri-
ber disse stoffer cellemembranen. Bakterier, som udviser gget tolerance, beerer hyppigt pa qac-
gener, der koder for pumper som kan eksportere bl.a. kvaternsere ammoniumforbindelser og i
nogle tilfaelde klorhexidin ud af bakterien (Wessels & Ingmer, 2013).

Hydrogenperoxid har veeret brugt antiseptisk og til desinfektion igennem en lang arreekke, og
repraesenterer oxiderende biocider. De oxiderende biocider virker ved kemisk oxidation af celle-
komponenter inde i cellen, bl.a bliver proteiner denaturerede og permeabiliteten af cellevaeggen
gges. Oxiderende biocider er brugt i vid udstreekning i savel fedevareindustrien som pa hospita-
lerne.

Det tredje biocid, der er valgt i projektet er nanosglv, som i stigende grad anvendes i en lang
reekke produkter sasom kegleskabe, vaskemaskiner, mademballage, drikkedunke, kosmetik,
plaster og tandbgrster og herfra kan frigives til det omgivende miljg. Nanosglvpartikler frigiver
skadelige sglvioner, der gennem penetrering af celler giver oxidativ beskadigelse af lipider,
proteiner og DNA (McShan et al., 2014). Metal resistens er i en reekke organismer placeret pa
mobile DNA elementer (plasmider), men der er pa nuvaerende tidspunkt kun lidt viden om over-
farsel af sglvresistens.

| forbindelse med studier af nanosglv findes der en reekke forskellige former hvorpa selvioner
kan leveres. Sglv-nanopartikler (Ag-NP) kan indeholde AgCI, AgNOs eller rent Ag. Der er desu-
den stor forskel pa partikelstarrelser og dette kan have betydning for deres effekt. De fleste
studier, som har undersggt den antimikrobielle aktivitet af sglv-nanopartikler synes at syntetise-
re deres partikler selv ved metoder, som ligger udenfor dette projekt. Der er ikke mange kom-
mercielt tilgeengelige AgCI-NP, men det er muligt at indkebe Ag-NP. For Ag-NP er der imidlertid
det forhold at det er meget reaktivt, og vil reagere med luftens ilt og ioner, som efter al sandsyn-
lighed vil pavirke aktiviteten af stoffet. Vi har fra start indkabt Ag-NP, 100 nm (Sigma-Aldrich),
men det anfgres at stoffet skal &bnes under inert gas. Dette forhold giver problemer i forhold til
de pataenkte analyser, men det antages at stabiliteten er afheengig af nanopartikelstarrelsen, og
at partikler af starrelse omkring 100 nm vil kunne bruges i de pataenkte forseg under aerobe
betingelser.

5.5 Valg af bakterier

| dette projekt har vi fokuseret pa to Grampositive, sygdomsfremkaldende bakterier (patogener),
der er kendt for at overleve under meget varierende miljgforhold, som forekommer i hospitals-
miljger og fadevareindustrien. Listeria monocytogenes er et problem i fadevareindustrien, idet
den meget effektivt koloniserer produktionsapparaturer og -miljger og herfra kan spredes til
produkter, hvor isaer ikke-varmebehandlede fgdevarer og ready-to-eat produkter udger seerlige
risiko-fgdevarer. Den har i de sidste ar givet anledning til et stigende antal sygdomstilfaelde isaer
blandt aeldre og infektioner er forbundet med hgj dadelighed (Allerberger et al., 2010).
Staphylococcus aureus er et problem pa hospitalerne, hvor den er kendt for at give hospitals-
barne infektioner. Samtidig er den kendt for nemt at udvikle resistens over for antibiotika og
senest for at spredes i samfundet med alvorlige infektioner hos yngre mennesker som konse-
kvens (Watkins et al., 2012). Seerligt problematiske er stammer som er resistente overfor methi-
cillin. Til denne gruppe hgrer stammen USA300, der er netop giver agressive infektioner hos i
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pvrigt raske personer.
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6.Metoder

6.1 Karakterisering af bakterier

Der blev udvalgt fire model-bakterier (to stammer af hver af S. aureus og L. monocytogenes; se
tabel 6-1). For S. aureus vedkommende er de valgte dels den velkendte laboratoriestamme
NCTC 8325-4, som beerer reporterfusionen hla:lacZ, og dels USA300, som allerede er resistent
overfor nogle typer antibiotika. For L. monocytogenes vedkommende er der valgt laboratorie-
stammen EGDe, som indeholder en lacZ fusion til virulens-genet hly (Larsen et al., 2006) samt
La111, der er kendt som persisterende i fedevareindustrien (Wulff et al., 2006, Jensen et al.,
2008). Rapporter stammer anvendtes da de tillader at en lang raekke forhold kan undersgges
for mulig indflydelse pa virulensen.

Tabel 6-1. Oversigt over bakteriestammer brugt som udgangsstammer til eksponerings-
forsag

Bakteriestamme Reference

S. aureus USA300 (Tenover & Goering, 2009)

S. aureus NCTC 8325-4 (hla:lacZ) (Loh et al, 2012)

L. monocytogenes EGDe (hly:lacZ) (Larsen et al, 2006)

L. monocytogenes LA1111 (Wulff et al, 2006, Vogel et al, 2001)
6.1.1 Medier

Til vaekst af S. aureus stammer brugte vi som standard det flydende medium tryptone soya
bouillon (TSB; OXOID) og som fast medium tryptone soya agar (TSA; OXOID). Til vaekst af L.
monocytogenes stammer brugte vi som standard Brain-Heart-Infusion bouillon (BHI; OXOID) og
BHI agar (OXOID). Til MIC bestemmelser anvendtes desuden Mueller-Hinton bouillon (MH;
OXOID). Som opformeringsmedium til Staphylococcus spp. blev der brugt TSB suppleret med
6,5 % NaCl og til selektion for Staphylococcus spp. brugte vi SaSelect™ agar (BIO-RAD). Alle
agarplader og flydende kulturer blev som standard inkuberet natten over (18-20 timer) ved 37
°C; de flydende kulturer med omrystning (180-200 rpm).

6.1.2 MIC bestemmelser

Biocidfglsomhed blev malt som MIC (Minimal Inhibitory Concentration) ved en modificering af
den MIC-bestemmelsesprotokol, der er standardmetode for antibiotikafaglsomhedsbestemmelser
(CLSI, 2012), til at vurdere den laveste inhibitoriske koncentration af biociderne (Skovgaard et
al., 2013a). Generelt anvendtes i projektet de definitioner af falsomhed/ tolerance, resistens og
krydsresistens, som er beskrevet i EU’s guidance dokument i forbindelse med biocidholdige
produktvurderinger (EC, 2009). Ved MIC-bestemmelserne blev standardiserede fortyndinger af
en bakteriekultur udsat for to-fold, serielle fortyndinger af et biocid. Forsggene blev opsat i 96-
brends microtiter-plader med 100-300 pl kultur pr. brgnd, hvor der blev testet 10 koncentrationer
af biocid og der inkluderedes positiv og negativ kontrol for vaekst. MIC bestemtes ved inkubation
i 20-24 timer (overnatsinkubering) ved 37 °C for alle bakteriestammer.

Veaekstkurver udfgrt ved udvalgte biocidkoncentrationer, udvalgt efter MIC-bestemmelser, blev
udfgrt for at preecisere de biocidkoncentrationer der vurderes som bedst egnet til eksponerings-
forsgg. Det tilstraebtes, at bruge koncentrationer, som tillader veekst med mindst 50 % veekst-
hastighed. Vaekstkurverne udfgrtes som MIC-bestemmelser, og i tilfaelde hvor biocidkoncentra-
tionerne 1a indenfor et mindre interval og la teettere end to-fold fortyndinger. Ved vaekstkurver
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maltes bakterievaekst som optisk densitet ved 600 nm (ODsgp) | et automatiseret setup
(BioScreen pladeleeser) med inkubation ved 37 °C, ryst af plade fgr méling samt maling hver 5-
10 min.

6.2 Eksponeringsforsog

Eksponeringen af bakterierne til biocider er udfgrt ved at bakterierne voksede i tilstedevaerelse
af biocid og fortyndedes (1000 gange) hver dag med frisk medium (TSB for S. aureus og BHI
for L. monocytogenes) og biocid i 40 dage. Denne forsggsopsaetning blev gentaget med 5-6
replikater af hver af de fire stammer for hvert af de tre biocider. De anvendte biocider er hydro-
genperoxid (30 %; Sigma-Aldrich), benzalkoniumklorid (4 mg/mL) og selv-nanopartikler (Sig-
ma-Aldrich; 5 mg/mL 25 nm fra Econix Silver Nanospheres, Nano Composix, Prag, Tjekkiet).

Tabel 6-2 Oversigt over biocidkoncentrationer anvendt til eksponeringsforsog

Stamme Benzalkonium- Hydrogenperoxid Nano-selv (Ag-NP;
klorid (BZK) (H202) Nano Composix)

S. aureus USA300 1,0 pg/mL 90 pg/mL (90 ppm) 180 pg/mL

S. aureus 8325-4 1,0 pg/mL 60 pg/mL (60 ppm) 180 pg/mL

L. monocytogenes 0,7 pg/mL 260 pg/mL(260 ppm) 180 pg/mL

EGDe

L. monomytogenes 3,0 yg/mL 260 pg/mL(260 ppm) 180 pg/mL

LA111

Efter udfgrelsen af eksponeringsfors@gene, blev biocidfalsomheden af de biocideksponerede
stammer igen malt med MIC (Se. 6.1.1), til sammenligning af biocidfalsomhed fgr og efter
eksponering, idet udgangsstammerne blev medtaget som kontrol.

6.2.1 Biocid-eksponerings indvirkning pa antibiotikaresistens

For de biocideksponerede stammer samt udgangsstammerne blev antibiotikafalsomhed vurde-
ret for en reekke antibiotika ved brug af en standard-felsomhedstest; agar disk diffusion. Ved
denne metode anbringes papirdisks (6 mm i diameter) med antibiotika pa en agaroverflade,
inokuleret med bakterier. Efter overnats inkubation maltes diameteren pa veekstheemningszone
omkring diskene (CLSI, 2012). De anvendte antibiotikadisks er; cefotaxime (CTX 30 ug), cipro-
floxacin (CIP 5 pg), gentamicin (CN 10 ug), tetracyklin (TE 30 pg), oxacillin (OX 1 pg) og van-
comycin (VA 30 pg) (OXOID).

6.2.2 Biocid-eksponerings indvirkning pa virulensgen-ekspression

Det blev undersggt om de biocideksponerede bakterier havde aendret virulens ved at undersg-
ge om ekspressionen af vigtige virulensgener var eendret i de eksponerede stammer i forhold
til udgangsstammerne. For S. aureus blev der anvendt en reporterstamme af S. aureus 8325-4
med lacZ (som koder for B-galactosidase) fusioneret til hla-genet, som koder for toksinet alpha-
hemolysin. Denne stamme blev indstabt i agarplader, der desuden indeholdt X-gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside). X-gal i agarpladen er i sig selv farvelgst, men ved ned-
brydning (pga. B-galactosidase) bliver produkterne bla. Saledes blev graden af blafarvning for
biocid-eksponerede S. aureus 8325-4 hla stammer en indikation pa ekspression af toksinet
alpha-hemolysin og denne blafarvning blev sammenlignet med udgangsstammen pa agarpla-
der med X- gal (Nielsen et al 2010). 50-200 CFU S. aureus 8325-4 hla blev indstgbt i TSA med
X-gal og efter inkubation ved 37°C blev graden samt variationen af blafarvning blandt kolonier-
ne vurderet visuelt.
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6.3 Genomanalyser

De genomiske aendringer i de biocideksponerede stammer blev undersggt ved fuld-
genomsekventering ved SSI's sekvenseringsfacilitet (lllumina MiSeq). Dette udfgrtes for at
kortlaegge hvilke mutationer i bakterierne biocideksponeringen selekterer for, og om disse aen-
dringer, evt. pa bestemte gener eller regioner af bakteriens DNA, kan have negative konse-
kvenser. For udvalgte biocideksponerede stammer fra hver gruppe (biocid & kontrol uden bio-
cid) samt udgangsstammer blev der udfgrt en SNP-analyse (single nucleotide polymorphism)
via NASP pipeline (Sahl et al. 2016) for at sammenligne genomerne.

6.4 Analyse af qacA/B-gener

Der blev undersggt 94 isolater fra prgverne pa Hvidovre Hospital for tilstedevaerelse af generne
gacA og qacB ved PCR. Undersggelserne blev gennemfgrt som beskrevet i Skovgaard et al.
(2013a) med S. aureus JCM 16555 som positiv kontrol for gacA.

6.5 Katalase-aktivitet

Aktiviteten af katalase blev undersggt i S. aureus-stammer ved brug af et enkelt og visuelt as-
say (lwase et al 2013). Enzymet katalase findes i de fleste levende organismer og nedbryder
hydrogenperoxid til vand og ilt:

2 H,02 — 2 H,0O + O2

| katalase assayet vokses S. aureus udgangsstammerne og de H,O»-eksponerede stammer i
TSB i 24 timer, herefter fortyndes de til ODegoo 1,0 +/- 0,05 for at standardisere celleantallet.
Assayet udfgres i helt nye, tarsteriliserede glasrgr, hvor 200 uL bakteriekultur tilseettes 200 pL 1
% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) og 100 pL 30 % hydrogenperoxid (Sigma-Aldrich). Prgverne
mixes grundigt pa vortexer flere gange og efter 15 min males hgjden af skum i alle rer. Der
medtages en blindprgve tilsat 200 uL sterilt vand (dvs. uden bakteriekultur), og skumhgjden
normaliseres til vaeskehgjden af denne.

6.6 Overlevelse i hgje koncentrationer af biocider

Der blev udfert drabskurver, ogsa kaldet Time-kill, for at vurdere hvor hurtigt de biocidadaptere-
de stammer blev draebt i haje koncentrationer af biocid, og for at sammenligne drabseffekten pa
udgangsstammer og biocideksponerede derivater. Stammerne blev vokset i flydende medium i
18-20 timer, og herefter fortyndet til ODggo pa 0,5 i 10 mL veekstmedium. Start-kimtal (T=0) blev
malt ved at udfgre serielle, 10-fold fortyndinger efterfulgt af udpladning af 5 draber af 10 pL pa
agar til bestemmelse af CFU/mL. Kulturerne blev herefter tilsat biocid i de gnskede koncentrati-
oner, og der blev udtaget praver af 100 pl efter 15, 30, 60, 120 og 240 minutter til fortynding og
bestemmelse af CFU/mL.

6.7 Kortlegning af desinfektionsmiddelforbruget pa Hvidovre
Hospital
Forbruget af desinfektionsmidler pa Hvidovre Hospital (HH) blev kortlagt med henblik pa at opna
viden om hvilke kvaternaere forbindelser, der anvendes og i hvilket omfang. Kortlaegningen blev
udfert ud fra samtaler med sygeplejersker med ansvar for hygiejnen pa hospitalets afdelinger,
herunder indkeb af renggrings- og desinfektionsmidler. Kortleegningen fokuserede pa hospita-
lets alm. sengeafsnit og afdelinger, ambulatorieafsnit, operationsafdelinger, isolationsstuer,
sengevask-afdeling, sterilcentral og kantine-omrade, med henblik pa at identificere biocidaktiv-
stofferne i de anvendte desinfektionsmidler.
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6.8 Observation af rengering og desinfektion af senge og
hjelpemidler

Procedurer og arbejdsgange for rengering og desinfektion af senge og hjselpemidler blev ob-

serveret og dokumenteret over i alt 4 besag pa HH. Procedurer og arbejdsgange for de enkelte

typer af senge og hjeelpemidler blev beskrevet ud fra projekt-teamets egne observationer, samt

fra interviews med de ansatte i rengagringsafdelingen.

Projekt-teamets egne observationer inkluderede tidtagninger for de enkelte typer senge og
hjeelpemidler, herunder hvor laenge desinfektionssaeben (Mikro-Quat Extra) var i kontakt med
disse, samt hvor laenge den samlede arbejdsgang varede. Endvidere observeredes procedurer
for afterring, samt den udferende medarbejders beklaedning, herunder beskyttelsesudstyr.

6.9 Udvikling af konceptuel model for spredning af stafylokokker
En konceptuel model blev udviklet for at visualisere den sandsynlige transmission og spred-
ning af stafylokokker pa HH, der har veeret i kontakt med QAC-holdige desinfektionsmidler.
Modellen tager udgangspunkt i renggringen og desinfektionen af senge og hjeelpemidler. Pro-
cedurer og arbejdsgange herfor var derfor centrale, og modellen er derfor baseret pa informa-
tioner fra hospitalets personale, herunder hygiejnesygeplejersker og renggringspersonale,
samt pa egne observationer af procedurer og arbejdsgange (se 6.8).

6.10 Analyse af den anvendte sabe

Den desinfektionsszebe, der anvendes pa hospitalet, er Mikro-Quat Extra fra Ecolab. Blan-
dingsforholdet mellem saebe og vand blev bestemt ved at veje saebedunken for og efter spray.
En preve af den ublandede saebe blev sendt til analyse for kvaternaere ammoniumforbindelser
pa Eurofins Product Testing, Galten, Danmark, efter en intern metode ved LC-MS. Ifalge SDS
er koncentrationen benzalkoniumklorid i dette produkt 5-10%.

6.11 Kvantitativ bestemmelse af Staphylococcus spp.

6.11.1 MPN metoden

Antallet af stafylokokker pa hospitalssengene er blevet bestemt med MPN-metoden. MPN
metoden er en statistisk beregning af det mest sandsynlige antal. Metoden har veeret anvendt
som kvantificeringsprincip i mikrobiologiske analyser i mange ar (Halvorson and Ziegler 1933).
Metoden er baseret pa analyse af et antal delprgver. Kvantificeringen sker pa baggrund af om
analytten er til stede eller fravaerende i de enkelte delprgver. | dette projekt har vi anset dele af
hospitalssengene som vores prgve. Ved at analysere et kendt delareal af sengen, og under
antagelse af en ligelig fordeling af stafylokokker pa sengen, kan man bestemme koncentratio-
nen af stafylokokker pa overfladen.

Da MPN metoden er baseret pa en statistisk beregning, kan der ogsa beregnes konfidensin-
tervaller, der beskriver den usikkerhed, der indgar i MPN metodens kvantificeringsprincip.
Usikkerheden afheenger af antallet og starrelsen af (del)prover.

Beregningen er udfart ved hjaelp af en MPN beregneren Curiale, Build 23.

Vi har antaget, at der er stgrst sandsynlighed for at finde stafylokokker pa sengegaerdet, dvs.
det gverste rgr pa sidegelaenderet, hvor det ma antages, at bade patient, personale og pare-
rende ofte rgrer, pa fodgaerdet, hvor portgrer, personale og pargrende ofte rgrer, og pa kon-
trolpanelet til styring af sengens indstilling, hvor patient, personale og pargrende ofte rarer.
Disse dele af sengene er samtidig ogsa de steder, hvor risikoen for overfarsel til patienter,
personale og pargrende er hgjest.

Ud over senge er der ogsa udtaget prgver af vugger, krykker, rollatorer og karestole.
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Arealerne af sengegaerder, fodgaerder og kontrolpaneler blev beregnet ved opmaling i forbindel-
se med prgvetagningen og fremgéar af Bilag 2

Ved at multiplicere koncentration af bakterier pa den malte overflade med det samlede overfla-
deareal kan man estimere det mest sandsynlige antal stafylokokker per seng.

Der er ikke lavet beregninger af arealer og samlet antal stafylokokker pa vugger og hjaelpemid-
ler.

6.11.2 Mikrobiologisk prevetagning

| alt blev der foretaget 3 separate prgvetagninger, samt en pilot-prgvetagning pa HH for at un-
dersgge de forskellige typer senge og hjeelpemidler for stafylokokker.

Ved hver prgvegang blev der taget i alt 50 pregver. De 36 praver blev taget fra senge, fordelt pa
3 prever per seng (se Tabel 6-3). Sengegaerderne er de dele af sengene der oftest bergres
(Huslage et al. 2010), og vi har derfor valgt, at tage praver fra fodgaerde og sidegeerde. Vi har
desuden taget prover af kontrolpanelet, der anvendes til styring af sengenes indstilling. Endvi-
dere blev der ved hver prgvegang taget 14 prgver fra forskellige hjeelpemidler, f.eks. karestole,
krykker og rollatorer. Der blev taget prgver fra savel snavsede som rengjorte senge og hjeelpe-

midler.

Tabel 6-3 Fordeling af prover taget fra senge (6 rene og 6 snavsede senge pr. prgvetag-
ningsrunde) i sengevasken pa Hvidovre Hospital

Voksensenge Juniorsenge Bernesenge

: 2 £ 3z g2 § 3z 2 %

o 2 = =8 2 =
& & g = ke g = Q2 g Talt

s & % & & % 4 i =

o & ‘?_D. o & ‘3. 9 & a
Snavsede 2 2 2 2 2 2 2 2 2 18
Rengjorte 2 2 2 2 2 2 2 2 2 18
I alt 36

Alle prgver blev taget ved at svabre med Copan Innovation’s "SRK Environmental Swab Sy-
stems”. Hver svaber-enhed bestod af en svaberpind i et rgr med 10 ml "Rinse Solution” (heref-
ter kaldet neutraliseringsbuffer), som er en isotonisk saltoplgsning med substanser til neutralise-
ring og inaktivering af desinfektionsmidler. Hver enkelt prave blev taget ved at anlaegge en
template pa 4x5 cm (Copan Innovation Sampling templates) pa det gnskede prgvetagningssted,
og herefter at svabre inden for omradet. Efterfalgende blev den enkelte svaber lagt tilbage i

rgret med neutraliseringsbuffer.

Hver prevegang tog maksimalt 1,5 timer og herefter blev alle pr@ver transporteret fra HH til KU.
Fra den fgrste prgve blev taget til alle praver var pa kel pa KU gik der maksimalt 2 timer. Heref-
ter blev alle prever processeret indenfor 2 timer.

6.11.3 Bestemmelse af kimtal

Til bestemmelse af kimtal blev der pa prgvedagen fra hvert rgr med neutraliseringsbuffer udta-
get 1 mL, som blev opkoncentreret ved centrifugering (7500 x g i 5 min), herefter opsleemmet i
100 pl steril TSB og endelig udpladet, ligeledes pa SaSelect™ (37 °C, 24 timer). Denne udplad-
ning giver en indikation af antallet af Staphylococcus spp. tilstede i pragverne.
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6.11.4 Selektiv opformering af Staphylococcus spp.

Fra hvert rar med neutraliseringsbuffer blev 5 mL udtaget til selektiv opformering i 45 mL TSB
+ 6,5 % NaCL og opformeringskulturer blev inkuberet 24 timer ved 37 °C. Efterfglgende blev
50 uL fra hver opformering udpladet pa Staphylococcus-selektive agarplader, SaSelect™
(BioRad), og pladerne blev inkuberet i 20-24 timer ved 37 °C for at selektere og detektere
tilstedeveerende Staphylococcus arter.

6.11.5 Artsidentifikation ved MALDI-TOF

Alle kolonier opvokset pa SaSelect™, som formodes at veere Staphylococcus spp. blev ren-
strgget og blev artsbestemt ved matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MAL-
DI-TOF) masse spektrometri (Vitek MS RUO; bioMérieux, Frankrig) med Saramis™ 3.5 (bio-
Mérieux) databasen til fortolkning af spektra.

6.11.6 Model for spredning af Staphylococcus spp. og gac-gener

Det oprindelige projektoplaeg beskrev, at vi ville modellere spredning af resistensgener i form
af qac gener i bakteriepopulationer, samt at vi ville modellere spredning af resistens overfor
savel QAC som antibiotika.

Imidlertid har projektets resultater betydet, at der ikke har veeret tilstrackkeligt datamateriale til
at beskrive spredning af resistensgener imellem populationer.

Vi har med udgangspunkt i sengevasken pa HH beskrevet hvorledes stafylokokker kan spre-
des herfra, ud til de enkelte afdelinger og tilbage via senge og hjeelpemidler. Dette er gjort ved
at undersage for stafylokokker pa senge og hjeelpemidler i sengevasken bade for og efter
renggring og desinfektion Herefter har vi pa baggrund af bestemmelse af forekomsten af gac-
gener i de undersggte stafylokokker estimeret spredningen af disse pa HH.

Vi har saledes beskrevet en model, der bygger pa den konceptuelle model over spredning af
stafylokokker pa HH samt pa konkrete data fra prgvetagninger i sengevasken, herunder en
estimering af koncentrationen af stafylokokker pa senge og hjeelpemidler vha. MPN metoden
og kimtal.
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7. Resultater

7.1 Karakterisering af bakterier

Der blev foretaget en indledende karakterisering af bakteriernes vaekst og overlevelse i kontakt
med de tre biocider, hydrogenperoxid (H202), benzalkoniumklorid (BZK) og sglv-nanopartikler
(Ag-NP), med henblik pa at bestemme relevante, sub-letale koncentrationer til eksponeringsfor-
s@g.

7.1.1 MIC bestemmelser

Der kan veere stor forskel pa hvordan forskellige bakterier bliver pavirket af det enkelte biocid,
helt ned pa stammeniveau for samme bakterieart. Det blev derfor undersegt, hvordan de fire
udvalgte bakteriestammer responderede pa biociderne i et set-up i flydende medium, hvor bak-
terierne blev udsat for to-fold fortyndinger af biocidet og den laveste, vaeksthaemmende koncen-
tration blev bestemt (minimal inhibitory concentration; MIC).

7111 Hydrogenperoxid

600 -
500 -
= MH
~ 400 -
Q,
T ETSB
- 300 -
E
()]
< 200 -
100 -
. L A
USA300 8325-4 EGDe LA111

Figur 7-1 H,0, MIC bestemmelser for S. aureus stammerne USA300 og 8325-4 samt L.
monocytogenes stammerne EGDe og LA111. MIC vises som gennemsnit af tre biologi-
ske bestemmelser malt i veekstmedierne MH (lysegren) og TSB (merkegron).

Der blev fundet variation i MIC malingerne for H205, dels mellem tekniske replikater og dels fra
dag til dag. Det er normalt, at MIC varierer ét niveau (dvs. til halv eller dobbelt koncentration),
men de starre udsving kan skyldes at H»O3 er relativt lys- og temperaturfalsomt. Det ses af
Figur 7-1 og Tabel 7-1, at der til sammenligning kraevedes hgjere koncentration af H,O; for at
haemme L. monocytogenes-stammerne end for at heeamme S. aureus. For de to S. aureus blev
der malt MIC imellem 15 — 125 pg/mL (0,0015 — 0,0125 %), mens der for de to L. monocytoge-
nes blev malt MIC fra 250 — 500 pg/mL (0,025-0,05 %). Den haammende koncentration variere-
de dog ogsa mellem de forskellige veekstmedier (Figur 7-1), og det fastslas, at yderligere malin-
ger foretages i MH-mediet, da MH er det medium der som standard benyttes til susceptibilitets-
malinger (CLSI, 2012).
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Tabel 7-1 Hydrogenperoxid MIC intervaller, malt i fire biologiske replikater i MH-medium,
angivet i pg/mL H20;

Bakteriestamme MIC

S. aureus USA300 31-125
S. aureus 8325-4 15-62

L. monocytogenes EGDe 250-500
L. monocytogenes LA1111 250-500

Grundet de store udsving i MIC bestemmelserne (Tabel 7-1) udfgrtes vaekstkurver med for-
skellige koncentrationer af H,O5, for at fastlaegge en mere praecis veekstheemmende koncen-

tration (Figur 7-2).

Veekstkurverne er udfert i et Bioscreen spektrofotometer, hvor veeksten males blev malt som
optisk densitet i et fastsat interval (5-10 min mellem malinger). Alle vaekstkurver er et gennem-
snit af fire tekniske replikater. Hydrogenperoxid koncentrationer er angivet i ug/mL. Det blev
efterstraebt, at bestemme biocidkoncentrationer, som gav tydelige vaekstpavirkninger uden at
veere letale, for at vaere sikker pa, at bakterierne under eksponeringsfors@get blev udsat for

markant biocid stress.
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Figur 7-2 Vaekstkurver for A) S. aureus USA300 og B) S. aureus 8325-4 med forskellige
koncentrationer af H202 (0-110 ug/mL) (middelvaerdi, baseret pa n= 4 pr. eksponering)

Der var stor forskel pa hvor godt de to S. aureus stammer tolererede H,O-, Pa baggrund af S.
aureus veekstkurverne (Figur 7-2), udvalgtes hhv. 90 ug/mL og 60 pg/mL H2O; til at veere de

optimale sub-letale koncentrationer til hhv. USA300 og 8325-4.
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Figur 7-3 Vakstkurver for L. monocytogenes stammerne A) EGDe og B) LA111 med for-
skellige koncentrationer af H20, (0-340 pg/mL)

Pa baggrund af L. monocytogenes veekstkurver (Figur 7-3), og MIC bestemmelser (Tabel 7-1)
udvalgtes 260 pg/mL H20. til at veere den optimale sub-letale koncentration til bAde EGDe og
LA111.
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7.1.1.2 Benzalkoniumklorid

For benzalkoniumklorid bestemmes ligeledes MIC i flydende veekstmedier.
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Figur 7-4 Benzalkoniumklorid MIC bestemmelser for S. aureus stammerne USA300 og
8325-4 samt L. monocytogenes stammerne EGDe og LA111. MIC vises som gennemsnit
af tre biologiske bestemmelser malt i veekstmedierne MH (lysegren)og TSB (merke-
gron).

For BZK blev MIC bestemt til 0,5-2 ug/mL for begge S. aureus stammer og EGDe, mens L.
monocytogenes stammen LA111, der oprindeligt er isoleret fra en fadevareproduktion, udviste
en hgjere tolerance med MIC veerdier pa 4-8 ug/mL ( Figur 7-4). Der sas igen en effekt af
veekstmediet pa MIC veerdierne, om end der for BZK ikke kunne méles en entydigt hgjere MIC
i MH.

Tabel 7-2 Benzalkoniumklorid MIC intervaller malt i fire biologiske replikater i MH-
medium, angivet i pg/mL

Bakteriestamme MIC
S. aureus USA300 1-2
S. aureus 8325-4 1-2
L. monocytogenes EGDe 0,5-1
L. monocytogenes LA1111 4-8

Der udfgrtes vaekstkurver med forskellige koncentrationer af BZK for at fastlaegge en mere
preecis vaekstheemmende koncentration. Vaekstkurverne blev udfgrt i et Bioscreen spektrofo-
tometer, hvor vaeksten blev malt som optisk densitet i et fastsat interval (5-10 min mellem ma-
linger). Alle vaekstkurver er et gennemsnit af fire tekniske replikater. Benzalkoniumkloridkon-
centrationer er angivet i ug/mL. Det blev efterstraebt, at bestemme biocidkoncentrationer, som
giver tydelige vaekstpavirkninger uden at veere letale, for at vaere sikker pa, at bakterierne
under eksponeringsforsaget ville blive udsat for markant biocid stress.

Miljgstyrelsen /Biocider - Risikofaktorer og Resistens 25



0,8 -
0,7 -
0,6 - 0
o 0’5 ) 0.2
§ 0,4 - 0.4
O 0,3 - 0.6
0,2 s (0,8
0,1 m— : “/\,- 10
0 — 1 D
0 4 12 16 20 24
A Timer
0,8 -
0,7 -
0,6 - o
0,5 -
S 0.2
(D -
2 0,4 s
Oo3 - '
02 06
0,1 - e 0.8
0 T T T T T 1
B 0 4 8 12 16 20 24
Timer

Figur 7-5 A: Vaekstkurver for A) S. aureus USA300 og B) S. aureus 8325-4 med forskellige
koncentrationer af BZK (0 - 1,2 pg/mL)

Pa baggrund af S. aureus veekstkurverne (Figur 7-5) og MIC bestemmelser (Tabel 7-2), udvalg-
tes 1,0 uyg/mL BZK il at vaere den optimale sub-letale koncentration for USA300 og 8325-4
stammerne.
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Figur 7-6 Vakstkurver for L. monocytogenes stammerne A) EGDe og B) LA111 med
forskellige koncentrationer af BZK (0 - 4 pg/mL)

Pa baggrund af L. monocytogenes vaekstkurver (Figur 7-6), og MIC bestemmelser (Tabel 7-2)
udvalgtes hhv. 0,7 yg/mL samt 3,0 ug/mL BZK til at veere de optimale sub-letale koncentratio-
ner for hhv. EGDe og LA111.
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7.1.1.3 Nanosglv

Der er fra projektets start udfert forsgg med 100 nm sglv-nanopartikler (Ag-NP, Sigma-Aldrich).
Det har veeret en bekymring om nanosglv dispersionen ville veere stabilt, dvs. bibeholde den
anti-mikrobielle aktivitet under opbevaring. Heldigvis har det vist sig, at produktet udviser sam-
me anti-mikrobielle aktivitet to maneder efter abning.
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Figur 7-7 Vakstkurver udfert med Ag-NP (Nano Composix) i forskellige koncentrationer
(0 — 300 pg/mL). A: S. aureus USA300 B: S. aureus 8325-4, C: L. monocytogenes EGDe, D:
L. monocytogenes LA111

L. monocytogenes stammerne voksede ikke til samme hgje densitet som S. aureus, og da ogsa
denne Ag-NP (Nano Composix) absorberer meget lys i sig selv, er det vanskeligt at vurdere
veekstpavirkningen af bakterier med et Bioscreen spektrofotometer (Figur 7-7). Desuden klum-
pede S. aureus 8325-4 hla:lacZ stammen (Figur 7-7B) meget i naervaer af de reaktive sglv-
nanopartikler, hvilket yderligere vanskeliggjorde vurderingen af vaekst. Der blev udarbejdet en
protokol til et modificeret MIC fors@ag til undersggelse af bakteriers vaekst ved tilstedeveaerelse af
Ag-NP. Stigende koncentrationer af Ag-NP (ug/mL) blev resuspenderet i vaekstmedie (1 mL)
som inokuleredes med 1/1000 volumen bakteriel overnatskultur og inkuberedes natten over ved
37 °C. Den fglgende dag blev kulturerne inspiceret visuelt for vaekst, samt fortyndet 10-fold
serielt med fysiologisk saltvand til 107 og herefter udpladet pa uselektivt medie (TSB/BHI).
Yderligere blev en subkultivering (1:1000) af kulturene til nye Ag-NP oplasninger foretaget, som
blev inkuberet og analyseret analogt. Herved kunne opnas en vurdering af hvilke koncentratio-
ner af nanosglv, som understgtter hhv. robust vaekst, overlevelse og fornyet vaekst ved subkulti-
vering.

Vi fandt en vis variation mellem uafhaengige forsag, og der var ikke en direkte sammenligning

mellem visuel vurdering af vaekst i form af turbiditet og reel vaekst, idet tilsyneladende klare
kulturer med sglv-udfeeldning kunne indeholde hgje koncentrationer af bakterier. Det er ikke
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givet, at en kultur vokset op i tilstedeveerelse af nanosglv kan udvise fornyet vaekst ved subkul-
tivering i samme koncentration af nanosglv. Endelig udviste L. monocytogenes stammerne
umiddelbart hgjere tolerance overfor Ag-NP end S. aureus stammerne, da L. monocytogenes
EGDe og LA111 kunne vokse i koncentrationer op til 400 ug/mL, mens S. aureus USA300 og
8325-4 kunne vokse til omkring 250 pg/mL. Resultaterne opnaet med L. monocytogenes
stammerne er imidlertid mindre robuste end resultaterne opnaet med S. aureus. Pa baggrund
af disse meget grundige analyser udvalgtes 180 pg/mL Ag-NP for alle stammerne til det lsen-
gerevarende eksponeringsforsag.

7.2 Langerevarende biocid-eksponeringsforseg
P& baggrund af de indledende biocidfglsomhedsmalinger udvalgtes falgende biocidkoncentra-
tioner til eksponeringsforsag.

Tabel 7-3 Udvalgte biocid koncentrationer til eksponeringsforsag

Stamme Benzalkonium- Hydrogenperoxid Nano-sglv (Ag-NP;
klorid (BZK) (H202) Nano Composix)

S. aureus USA300 1,0 pyg/mL 90 pg/mL = 0,009% 180 pg/mL

S. aureus 8325-4 1,0 yg/mL 60 pg/mL = 0,006% 180 pg/mL

L. monocytogenes 0,7 pg/mL 260 pg/mL =0,026% 180 pg/mL

EGDe

L. monocytogenes 3,0 pg/mL 260 ug/mL = 0,026% 180 pg/mL

LA111

Miljgstyrelsen /Biocider - Risikofaktorer og Resistens 29



7.21 Nomenklatur oversigt for biocideksponerede S. aureus og L.
monocytogenes stammer.
De fire udgangsstammer blev eksponeret leengerevarende til hvert af de tre biocider ved daglige
passager over 40 dage. Eksponeringsforsgg A blev udfgrt med 5 uafhaengige replikater for hver
kombination af bakteriestamme og biocid samt negativ kontrol (Tabel 7-4). Fors@get blev op-
startet med bade S. aureus og L. monocytogenes, men pga forurening matte Listeria-
stammerne udgé undervejs. Disse eksponeringer blev efterfglgende gennemfort i Ekspone-
ringsforsgg B med 6 replikater (igen udgik enkelte L. monocytogenes stammer pga forurening).
Desuden blev eksponering til Ag-NP udfgrt for alle fire stammer i forsgg B (Tabel 7-5).

Tabel 7-4 Oversigt over S. aureus stammer udviklet ved Eksponeringsforseg A og B

Udgangsstamme: S. aureus USA300

Eksponeringsforsgg A

Replikat nr.: 1 2 3 4 5 6
Uden biocid I_A1 I_A2 I_A3 I|_A4 I_A5

1 pg/mL BZK I_B1 |_B2 |_B3 |_B4 |_B5

90 pg/mL H,0, |_C1 | C2 | C3 |_C4 |_C5
Eksponeringsforseg B

Uden biocid BI_A1 BI_A2 BI_A3 BI_A4 BI_A5 BI_A6
180 ug/mL Ag-NP Bl C1 BI_C3 BI_C4 Bl_C5 Bl_C6
Udgangsstamme S. aureus 8325-4

Eksponeringsforseg A

Replikat nr.: 1 2 3 4 5 6
Uden biocid I_A1 I_A2 I_A3 I_A4 I_A5

1 pg/mL BZK I_B1 |_B2 |_B3 |_B4 I|_B5

60 pg/mL H,0, | C1 | C2 | C3 |_C4 |_C5
Eksponeringsforseg B

Uden biocid BII_A1 BII_A2 BII_A3 BII_A4 BII_A5 BII_A6
180 ug/mL Ag-NP BIl_C1 BIl_C2 BIl_C3 BIl_C4 BIl_C5 BIl_C6

Tabel 7-5 Oversigt over L. monocytogenes stammer udviklet ved Eksponeringsforseg B

Udgangsstamme: L. monocytogenes EGDe

Eksponeringsforseg B

Replikat nr.: 1 2 3 4 5 6

Uden biocid BIII_A1 BIlI_A2 Blll_A3 Blll_A4 BllI_A5 BIIl_A6
0,7 yg/mL BZK Blll_B2 Blll_B3 Blll_B4 Blll_B5 BIIl_B6
260 pg/mL H20; BIll_C1 BIll_C2 Blll_C3 Blll_C4 Blll_C6
180 pg/mL Ag-NP Blll D1 BIlll D2 Blll_D4 Blll D5 BIll_D6

Udgangsstamme: L. monocytogenes LA111

Eksponeringsforseg B

Replikat nr.: 1 2 3 4 5 6

Uden biocid BIV_A1 BIV_A2 BIV_A3 BIV_A4 BIV_A5 BIV_A6
3 ug/mL BZK BIV_B1 BIV_B2 BIV_B3 BIV_B4 BIV_B5 BIV_B6
260 pg/mL H20; BIV_C2 BIV_C3 BIV_C4 BIV_C5 BIV_C6
180 ug/mL Ag-NP BIV D1 BVI D2 BIV D3 BIV D4 BIV D5
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7.3 Biocid tolerance hos biocid eksponerede stammer

Det blev undersggt, hvorvidt biocidtolerancen var aendret for de biocideksponerede stammer,
sammenlignet med udgangsstammerne, ved brug af MIC bestemmelser. Indledningsvis blev
alle uafhaengige biocideksponerede replikater undersggt i forhold til udgangsstammen og til de
stammer, som parallelt var blevet passeret i medie uden biocid (Eksponeringsforsgg A). Yder-
ligere blev det unders@gt om biocid-eksponerede stammer udviste @get tolerance overfor 'det
andet’ biocid, dvs. udviste BZK eksponerede stammer gget tolerance overfor H20- og vice
versa.

7.3.1  Hydrogenperoxid
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Figur 7-8 Hydrogenperoxid MIC (ug/ml) af S. aureus USA300 derivatstammer fra biocid-
eksponeringsforsgg A. Day 0, udgangsstammen. I_A1-5, uafhangige replikater passeret
i medie uden biocid. I_C1-5, uafhangige replikater passeret med 90 pg/mL H;0..

Det ses af MIC bestemmelserne for USA300 derivaterne, at alle HO2-eksponerede stammer
har en forgget MIC pa 4 gange MIC af udgangsstammen (Figur 7-8). For stammerne passeret i
medium uden biocid (eller med BZK; data ikke vist) sas ingen eller en let stigning i MIC (0,5-2
gange MIC), men ikke en ligesa tydelig stigning som for de H2O»-eksponerede stammer.
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Figur 7-9 Hydrogenperoxid MIC af S. aureus 8325-4 derivat stammer fra biocid ekspone-
ringsforsgg A. Day 0, udgangsstammen. I_D1-5, uafhangige replikater passeret i medie
uden biocid. ll_B1-5 uafhangige replikater passeret med 60 ug/ml H20,.

For den anden S. aureus stamme, 8325-4, sds samme tendens som med USA300 stammen;
der sas en tydelig adaptering for derivater eksponeret til H,O,, idet de kunne vokse i 8 gange
MIC af udgangsstammen. Der sas desuden nogen variation imellem stammerne passeret uden
biocid, idet flere af disse udviste moderat hgjere MIC (0-4 gange MIC; Figur 7-9). Ved en genta-
gelse af forsgget, hvori ogsa BZK passerede stammer blev inkluderet, sés ikke samme tydelige
adaptering til H2O,, idet de H,O2-passerede stammer her udviste 2-3 gange aget MIC. Dette
illustrerer igen de udsving, der sas mellem gentagelser ved forsag med det relativt ustabile
H205.
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Figur 7-10 Hydrogenperoxid MIC af L. monocytogenes stammerne EGDe og LA111 deri-
vatstammer fra biocid-eksponeringsforsgg B. Dag 0, udgangsstamme. BIII_A1-5 og
BIV_A1-5 er uafhangige replikater passeret i medie uden biocid. Blll_C1-5 og BIV_C1-5
er uafhaengige replikater passeret med 260 pg/ml H20;.

| kontrast til hvad vi observerede for S. aureus-stammerne passeret i H,O», sas imidlertid ikke
nogen relativ aendring af MIC-vaerdierne for de to L. monocytogenes-stammer passeret i dette
biocid i forhold til udgangsstammen (Figur 7-10). Der sas desuden en lavere MIC for alle stam-
mer, end der blev malt i de indledende forsgg (Tabel 7-1).
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7.3.2 Benzalkoniumklorid
Der blev ligeledes malt MIC-veerdier for BZK for bade S. aureus og L. monocytogenes ud-
gangsstammer og langtidseksponerede (passerede) stammer.
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Figur 7-11 Benzalkoniumklorid MIC af S. aureus USA300 derivat stammer fra biocid
eksponeringsforseg A. Day 0, udgangsstammen. I_A1-5, uafhangige replikater passeret
i medie uden biocid. I_B1-5, uafhangige replikater passeret med 1,0 uyg/mL BZK.
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Figur 7-12 Benzalkoniumklorid MIC af S. aureus 8325-4 derivat stammer fra biocid ek-
sponeringsforsgg A. Day 0, udgangsstammen. |_D1-5, uafhaengige replikater passeret i
medie uden biocid. lI_A1-5, uafhaengige replikater passeret med 1,0 ug/ml BZK.
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Figur 7-12, var der en forggelse af BZK MIC for flere af de BZK-eksponerede S. aureus-
stammer i forhold til udgangsstammen (dag 0) og kontrolstammerne passeret i medie uden
biocid. Det var dog ikke muligt at se adaptering i alle replikater ved MIC-bestemmelser. For
stammen 8325-4 sas desuden en tendens til, at ogsa derivater passeret med H>O; har en gget
BZK MIC (data ikke vist).
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Figur 7-13 Benzalkoniumklorid MIC af L. monocytogenes EGDe og LA111 derivatstam-
mer fra biocid-eksponeringsforsgg B. Dag 0, udgangsstamme. BIlI_A1-5 og BIV_A1-5 er
uafhaengige replikater passeret i medie uden biocid. Blll_B1-6 og BIV_B1-6 er uaf-
haengige replikater passeret med hhv. 0,7 og 3,0 ug/mL BZK.

For L. monocytogenes-stammerne sas tydelig adaptering til BZK ved laengerevarende ekspo-
nering for dette biocid, idet de BZK-passerede derivater udviste 2-4 gange hgjere BZK MIC-
veerdier end udgangsstammerne og derivaterne passeret uden biocid (Figur 7-13).
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7.3.3 Nanosglv

De to S. aureus stammer samt de to L. monocytogenes stammer blev langtidseksponeret i 40
dage til sglv-nanopartikler (Ag-NP) i Eksponeringsfors@g B og der blev udfert kontroller med
udgangsstammer, der blev passeret dagligt uden biocid. Efterfglgende blev der udfert MIC
bestemmelser for at male eventuelle aendringer i biocidtolerancen efter eksponering.
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Figur 7-14 Sglvnitrat (Ag-NP) MIC af S. aureus USA300 og 8325-4 udgangsstammer (Dag
0), derivater passeret uden biocid (Kontroller; BI_A1-5 og BlI_A1-5) samt derivater passe-
ret med 180 pg/mL Ag-NP (BI_C1-5 og BII_C1-5).
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Figur 7-15 Sglvnitrat (Ag-NP) MIC af L. monocytogenes EGDe og LA111 udgangsstammer
(Dag 0), derivater passeret uden biocid (Kontroller; Blll_A1-5 og BIV_A1-5) samt derivater
passeret med 180 ug/mL Ag-NP (BIll_D1-5 og BIV_D1-5).
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Pa grund af den marke farve af Ag-NP var det ikke muligt, at vurdere MIC vaerdierne ved tradi-
tionel visuel bedemmelse af vaekst. Derfor blev MIC vaerdierne estimeret pa baggrund af fra-
veer af tydelig veekst efter udpladning af MIC preverne pa uselektive agarplader. For EGDe
sas, at bade derivater passeret med Ag-NP og to ud af tre derivater passeret uden biocid hav-
de eget MIC (2-4 gange MIC), mens der for LA111 sas bade hgjere og lavere MIC (2 gange)
for derivater passeret i Ag-NP i forhold til udgangsstammen. Det vurderedes, at resultaterne
var for usikre til at drage nogen konklusioner, og at Ag-NP falsomhed ikke kan vurderes ved
normale, standardisere laboratoriemetoder.

7.3.4 Antibiotika krydsresistens

Det blev undersagt hvorvidt de biocid-eksponerede stammer havde aendret antibiotikafglsom-
hed i forhold til deres udgangsstamme. Dette blev udfert med agar disk-diffusion, hvor papir-
disks (6 mm i diameter) med antibiotika anbringes pa agar inokuleret med bakterier. Efter
overnatsinkubation blev diameteren pa vaeksthaemningszonen omkring diskene malt.
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Figur 7-16 Vaekstha&mningszoner (mm) omkring disks med antibiotika af A) S. aureus
USA300 derivater fra biocideksponeringsforsgg: Uden biocid; gennemsnit af I_A1-5 passe-
ret uden biocid, BZK; gennemsnit af |_B1-5 passeret med 1,0 uyg/mL BZK, H202; gennemsnit
af |_C1-5 passeret med 90 pug/mL H2O, samt B) S. aureus 8325-4 derivater fra biocidekspone-
ringsforsgg: Uden biocid; gennemsnit af I_D1-5 passeret uden biocid, BZK; gennemsnit af
1I_A1-5 passeret med 1,0 uyg/mL BZK, H2O,; gennemsnit af [I_B1-5 passeret med 60 ug/mL
H20,. CTX, cefotaxime; CIP, ciprofloxacin; CN, gentamycin; TE, tetracyclin; OX, oxacillin; VA,
vancomycin

Analysen viste, at der i nogle tilfeelde var store forskelle imellem S. aureus derivater, der havde
undergaet den samme eksponering eller passage uden biocid. Det kan afleeses som umiddel-

bart tilfeeldige aendringer i antibiotikafalsomheden, og der sas ikke nogen markant og reprodu-
cerbar eendring i antibiotikafglsomheden for alle derivater af samme eksponering, der korrele-

rer med biocid-eksponeringen. Pa grund af de tilfaeldige udsving viser figur 7-17 A & B gen-
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nemsnittet for de fem uafhaengige replikater fra hver eksponering og for hvert antibiotika.

For L. monocytogenes er der udover BZK og H>O, desuden resultater for derivaterne ekspone-
ret til Ag-NP.
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Figur 7-17 Vaksthamningszoner (mm) omkring disks med antibiotika af A) L. monocyto-
genes EGDe derivater fra biocideksponeringsforsgg: Uden biocid; gennemsnit af Blll_A1-6
passeret uden biocid, BZK; gennemsnit af BIll_B2-6 passeret med 0,7 ug/mL BZK, H>O,; gen-
nemsnit af Blll_C1-6 passeret med 260 ug/mL H.O,, Ag-NP; gennemsnit af Blll_D1-6 passeret
med 180 pg/mL Ag-NP samt B) L. monocytogenes LA111 derivater fra biocideksponeringsfor-
s@g: Uden biocid; gennemsnit af BIV_A1-6 passeret uden biocid, BZK; gennemsnit af BIV_B1-6
passeret med 3,0 ug/mL BZK, H202; gennemsnit af BIV_C2-5 passeret med 260 ug/mL H2Op,
Ag_NP; gennemsnit af BIV_D1-5 passeret med 180 ug/mL Ag-NP. CTX, cefotaxime; CIP,
ciprofloxacin; CN, gentamycin; TE, tetracyclin; OX, oxacillin; VA, vancomycin.

Ligesom for S. aureus stammerne, sas udsving i L. monocytogenes stammerne passeret med
og uden biocid om end i mindre grad, og der sas fortsat ingen gennemgaende og markant aen-
dring, der umiddelbart kunne tilskrives eksponeringen til biocid (Figur 7-17).
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7.4 Biocid-eksponerings pavirkning af virulensgen-
ekspression
For at fa et indtryk af om ekspressionen af vigtige virulensgener var eendret i de eksponerede
stammer, blev det undersagt hvorledes hla genet, som koder for alpha-hemolysin, var udtrykt i
S. aureus 8325-4 stammen. Den biocideksponerede stamme 8325-4 hla:lacZ baerer reporter-
fusionen hla:lacZ, som tillader bestemmelse af toksinproduktionen via maling af galactosidase
aktiviteten. Saledes blev graden af blafarvning for biocid-eksponerede S. aureus 8325-4 hla
stammer sammenlignet med udgangsstammen pa agarplader med X- gal.

Tabel 7-6 Undersggelse af hla:lacZ ekspression hos S. aureus 8325-4 hla:lacZ stammer
fra biocid eksponeringsforsgg A. Ca 50-200 CFU udpladet pa TSA med X-gal og efter
inkubering blev graden samt variationen af blafarvning blandt kolonierne vurderet visu-
elt.

Stamme Biocid eksponering Beskrivelse af kolonimorfologi
Dag 0 Udgangsstamme Kun merkebla kolonier
I_D1 0 Lysebla

I_D2 0 Lysebla, fa hvide

I_D3 0 Mix; lysebla og hvide
I_D4 0 Kun hvide

I_D5 0 Mix; lysebla og hvide
I_A1 1 pyg/mL BZK Lysebla

II_A2 1 pg/mL BZK Hvide, < 5% mearkebla
II_A3 1 pg/mL BZK Hvide, < 5% mearkebla
II_A4 1 pg/mL BZK Mix; lysebla og hvide
II_A5 1 pg/mL BZK Lysebla

II_B1 60 pg/mL H,0, Lysebla, < 5% merkebla
II_B2 60 pg/mL HO, Ingen veekst

II_B3 60 pg/mL H,0, Ingen vaekst

II_B4 60 pg/mL H,0, Hvide, < 5% markebla
II_B5 60 pg/mL H,0, Ingen vaekst

Dette viste, at hla ekspressionen var nedsat efter den laengerevarende serielle passering, idet
bade kontrol stammer og biocid eksponerede stammer udviste mindre blafarvning i forhold til
udgangsstammen (dag 0) (Tabel 7-6). Yderligere sas det, at de biocid-eksponerede stammer
havde en generel lavere grad af blafarvning og dels en mere heterogen hla-ekspression. Det
kunne dermed ikke pavises, at biocideksponeringen ggede virulensgen-ekspressionen i S.
aureus 8325-4 stammen.
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7.5 Genomanalyser af biocid-eksponerede stammer

Pa baggrund af de udferte analyser (biocidfglsomhed, antibiotikafalsomhed og virulensgen-
ekspression) blev et repraesentativt replikat fra hver behandling udvalgt til fuld genomsekvente-
ring og efterfalgende SNP analyse (Single Nucleotide Polymorphism). Disse stammer, listet
nedenfor i Tabel 7-7, blev fuld-genomsekventeret i samarbejde med Statens Serum Institut.

Tabel 7-7 Oversigt over sekventerede stammer inkluderet i SNP analyse

Stamme Udgangstamme Biocideksponering
WT — Dag 0 S. aureus USA300 Ingen eksponering
I_A2 S. aureus USA300 Uden biocid

|_B3 S. aureus USA300 1 ug/mL BZK

I_C5 S. aureus USA300 90 pg/mL H202

WT — Dag 0 S. aureus 8325-4 Ingen eksponering
|_ D2 S. aureus 8325-4 Uden biocid

1I_A1 S. aureus 8325-4 1 ug/mL BZK

1I_B1 S. aureus 8325-4 60 pg/mL H202

Genomsekvenserne af de biocid-eksponerede stammer blev analyseret ved SNP analyse, dvs.
identifikation af enkelte baseaendringer, der adskiller DNA sekvensen af de passerede stammer
fra udgangsstammen (WT). Disse SNPs er angivet i Tabel 7-8 og Tabel 7-9 og baseaendringer
unikke for de biocid-eksponerede stammer er fremhaevet med fed skrift. Hvis kendt, er det pa-
virkede protein fremhaevet med rgdt og den formodede péavirkede funktion angivet i sidste ko-
lonne. Det ses, at det primeert var eksponering til H,O», som medferte sendringer af DNA se-
kvensen. Pavirkede funktioner var primaert celluleere transportfunktioner, elektron trans-
port/respiration, cellevaegsyntese og Agr quorom-sensing systemet.
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TABEL 7-8. Endringer i DNA sekvensen (SNP analyse) af udgangsstamme (wt) og pas-
serede derivater (40 dages daglig passage) af S. aureus USA300. |_A2: USA300 passeret
uden biocid, I_B3: USA300 passeret i BZK, |_C5: USA300 passeret i H,O». Biocidkoncentrati-

oner er oplyst i Tabel 7-7.

wt | A2 B3 IG5 #ndring Funktion af det
- - - berorte protein
C C C G P=R change in possible transcription|
regulator
A A A G D=G change in LysA (diaminopimelate Beta-lactam antibiotic
decarboxylase) resistance
T G T T intergenic region between 0494 and rplY
G G G C intergenic region between 0494 and rplY
G G G T S=I change in AAA family ATP-binding
protein
G G G T M=l change in iron ABC superfamily Iron transport
binding cassette transporter membrane
protein
G G G T V=L change in TagA Synthesis of cell wall
teichoic acid
C c C T R=C change in acyltransferase (0818)
G G G A intergenic region betweenfolD and pure
(promoter of pure?) Purine biosynthesis
G G G c A=P change in CytA (cytochrome d Electron transport
ubiquinol oxidase subunit 1) chain
C C C G A=G change in PbpA (penicillin binding
protein 1) Cell division
C c C T A=V change in USA300HOU_1161
unknown protein
C C C G K=N change in MsrA1 (peptide-methionine  Oxidative stress
(5)-5-oxide reductase
G G G T G:=C change in FemB (methicillin Methicillin resistance
resistance factor FemB)
A A A T M=K (start codon) in Fur family Iron uptake
transcription regulator (1856)
T T T A STOP codon in bacterophage tail length Phage protein
tape measure protein(1959)
A A T A agrB promoter Agr qurom sensing
C c C A secretory antigen STOP codon intro
C C C A G:=V change APC family amino acid-
polyamine-organocationtransporter
C C C A silent possible transcriptional regulator
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Tabel 7-9 Andringer i DNA sekvensen (SNP analyse) af udgangsstamme og passerede
derivater (40 dages daglig passage) af S. aureus 8325-4. |_D2: 8325-4 passeret uden biocid.
II_A1: 8325-4 passeret | BZK. II_B1: 8325-4 passeret i H2O2. Biocidkoncentrationer er oplyst i
Tabel 7-7.

wt ID2 1Al Il B1 /ndring Funktion af det berorte
protein
C C G C  intergenic possible promoter ofnorA  Efflux pumpe
stop codon in SAOUHSC_00764
c c c G (hypothehcal prﬂtein)
G G G A silent mutation in SAOUHSC_00877
T T T A silent mutation in SAOUHSC_00945
Intergenic possible promoter Lofgene Fabl involved in Triclosan
C T T C  forenoyl-(acyl carrier protein)
tolerance
reductase
c c C T  silent mutation in SAOUHSC_00052
G T G G silent mutation in SAOUHSC_01013
G G G A G=Echangein carbamate kinase
intergenic between SAOUHSC,_01452
G G A G ando1453
intergenic between SAOUHSC._01630
c A c € ando1632
A A A 7  V>Echangeinferricupiake regulator- uptake
like protem
s G G A A®Vchange in ABC transporter ATP- Transporter
binding/permease
cC cC C T silent mutation in SAOUHSC_02006
G G G A  G=DchangeinAgrC Agr qurom sensing
s G G p  T>lchange inrespiratory nitraie Respiration

reductase subunit gamma

Det er bemaerkelsesveerdigt, at begge hydrogenperoxid-eksponerede derivater har mutationer i
gener relateret til jern-optag (ferric uptake regulator/fur; Tabel 7-8 og 7-9), idet jernoptaget spil-
ler en vigtig rolle i cellens respons til oxidativt stress. Der sas dog mange SNP’s efter det oxida-
tive stress med H»O,, sa det er sveert at pege entydigt pa mutationer, der kan spille en rolle.
Anderledes sa det ud for derivater passeret med BZK, idet der i USA300 kun blev registreret en
mutation i en AgrB promoter, mens der i 8325-4 stammen sas en mutation i promoterregionen
for efflux pumpen NorA.

7.6 gac-gen analyser

Der blev fundet gac-gener i 11 ud af 94 analyserede stafylokokker, fordelt pa 8 ud af 25 S. ho-
minis, 1 ud af 44 S. epidermidis, 1 ud af 3 S. saprophyticus, og 1 ud af 6 S. warneri. Der blev
ikke fundet qac generi 3 S. aureus, 5 S. haemolyticus eller i 8 S. capitis.

De qac-baerende stafylokokker havde en gennemsnitlig MIC-veerdi for BZK pa 3,91 pg/ml
(st.avg 1,70), mens de ikke qac-beerende havde en gennemsnitlig MIC-veerdi pa 1,37 ug/mi
(st.avg 1,17).
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7.6.1 Katalase-aktivitet

Som felge af at derivaterne eksponeret til hydrogenperoxid begge havde mutationer i fur/fur-
lignende gener (Afsnit 7.5), blev det vurderet relevant at undersgge katalase-aktiviteten i disse
stammer. Et hurtigt og visuelt assay blev valgt til at bestemme stammernes respons (katalase-
aktivitet) til oxidativt stress, forarsaget af H,O,. Enzymet katalase nedbryder H>O- til vand og
ilt, og i dette assay fanges ilten som luftbobler i Triton X-100. Katalase-aktiviteten kan derefter
males som hgjden af det dannede skum.

USA300 8325-4
80 + Hzo2 Kontrol H202 Kontrol

70 - I
60 -
50 | |
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30 -

Skumhgjde (mm)
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Figur 7-18 Katalase-aktivitet malt som skumhgjde (mm) for S. aureus USA300 (I_C1-5 &
I_A1-5) og for S. aureus 8325-4 (lI_B1-5 & I_D1-5) eksponeret til hydrogenperoxid i 40
dage (morkegrenne sgjler) og udgangsstammer (Kontrol; lysegronne sgjler). Resulta-
terne er opgjort som gennemsnit for tre replikater

Det ses af Figur 7-18 at de H2O,-eksponerede stammer (I_C1-5 & II_B1-5) i alle tilfaelde havde
hgjere katalase-aktivitet end deres udgangsstamme. Det er tydeligt, at isaer de fire USA300
derivater havde markant forhgjet katalase-aktivitet, mens to ud af fem 8325-4 derivater ligele-
des havde hgj katalase-aktivitet.
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7.6.2 Overlevelse i hgje koncentrationer af biocider

Idet den laengerevarende biocideksponering havde pavirket bakteriernes MIC, sa de var blevet
adapteret til langt over den koncentration, de blev eksponeret til, undersagtes det, hvordan de
eksponerede stammers biocidmodstandsdygtighed var blevet andret i forhold til hgje koncen-
trationer af biocider. Dette blev analyseret ved time-kill forsag (drabskurver), hvor bakterierne
blev udsat for hgje biocidkoncentrationer, og drabshastigheden/overlevelsen herefter mailt over
tid. Herved kunne opnas en vurdering af, hvor modstandsdygtige de eksponerede stammer var
blevet under betingelser, som i hgjere grad efterligner biocidpavirkningen i miljget, hvor der
anvendes hgje koncentrationer i kort tid.

Indledningsvis blev der afpravet serier af hgje koncentrationer af H,O, for at vurdere ved hvilket
niveau, de mest hardfare derivater kunne overleve (resultater ikke vist), og derefter blev der
udfgrt en sammenligning mellem udgangsstamme samt passerede derivater.
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=) —a—U. biocid (I_A2)
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1,E+04 - H202 (_C3)
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Figur 7-19 Drabskurver (time-kill) for S. aureus stammer: A) USA300 derivater (passeret
uden biocid (I-A1-3) og med 90 pg/mL H.0- (I_C3-5)) udsat for 3 % H.0, og B) 8325-4
derivater (passeret uden biocid (I_D1-3) og med 60 pg/mL H20- (lI_B1-3)) udsat for 1,5 %
H20..

For S. aureus USA300 derivaterne var der tydelig forskel pa drabseffekten af 3 % H>02 (30.000
pg/mL). Det ses af Figur 7-19A, at de to derivater passeret med H>O> var ubergrte af den hgje
biocidkoncentration, mens derivater passeret uden biocid, sével som udgangsstammen blev
markant reduceret indenfor 15-30 min. For S. aureus 8325-4 (Figur 7-19B) sas ikke den samme
tydelige effekt af eksponering til 1,5 % H20,, idet bade udgangsstammen, ét derivat eksponeret
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til H.O2 samt ét derivat passeret uden biocid overlevede den hgje biocidkoncentration med kun
en mindre reduktion i antal (0-2 LOG reduktion). For de gvrige derivater sas langsommere
drab af derivater passeret i HoO, sammenlignet med derivater passeret uden biocid.

For L. monocytogenes stammerne blev der ligeledes udfgrt drabskurver med H2O2, men der
sas ikke en udtalt forskel pa drabseffekten af biocidet imellem stammerne.
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Figur 7-20 Drabskurver (time-kill) for L. monocytogenes stammer: A) EGDe derivater
(Dag 0= Udgangsstammen og llI_C1 passeret med 260 ug/mL H.0;) udsat for 2000-4000
Hdg/mL H20; og B) LA111 derivater (Dag 0= Udgangsstammen og IV_C2 passeret med
260 pg/mL H.0;) udsat for 2000 og 3000 pg/mL H20,.

For L. monocytogenes EGDe (Figur 7-20A) sas det, at udgangsstammen var upavirket ved
2000 pg/mL H>O,, men til gengeeld blev tiltagende hurtigere reduceret ved hhv. 3000 og 4000
pg/mL. Til sammenligning blev EGDe-derivatet passeret i H.O, reduceret hurtigere end deriva-
tet passeret uden biocid, og der kunne dermed ikke spores en bedre overlevelse efter ekspo-
nering. Resultatet for LA111 stemte overens med resultatet for EGDe (Figur 7-20B).
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7.7 Kortlagning af desinfektionsmidler pa Hvidovre Hospital

Handdesinfektion

Til desinfektion af haender hos sygeplejersker og andet plejepersonale anvendes udelukkende
forskellige ethanolbaserede produkter, hvoraf enkelte produkter er tilsat glycerol. Produkterne,
der blev identificeret i kortlaegningen (se Tabel 7-10), er produceret eller leveret af viksomhe-
derne Sterisol, PLUM og Abena. Ved kirurgisk handdesinfektion bruges udover ethanol ogsa
klorhexidin som ekstra biocidaktivstof.

Instrumentdesinfektion

Ved dekontaminering af fleksible endoskoper og tilbehgr anvendes til dels kemisk desinfektion.
Her tilsaettes sma maengder pereddikesyre til skyllevandet i endoskopvaskemaskiner. Desuden
anvendes ogsa en blanding af peredikkesyre/hydrogenperoxid til endoskopdesinfektion. Udover
disse biocidaktivstoffer anvendes ethanol baserede produkter (wet wipes) til at rengere de ste-
der pa endoskoperne, som er svaere at renggre med anden form for desinfektion. Der blev ikke
fundet produkter indeholdende kvaternaere ammoniumforbindelser i forbindelse med desinfekti-
on af endoskoper og andet invasivt udstyr pa sterilcentralen.

Desinfektion af overflader

Til desinfektion af overflader som vandhaner, toiletknapper, tastaturer, derhandtag, stikkontak-
ter, fiernbetjeninger, hospitalstelefoner mm pa almindelige sengeafsnit, ambulatorieafsnit, ope-
rationsafdeling, isolationsstuer, sengevask og kantineomrade viste kortleegningen, at der var
anvendt desinfektionsprodukter indeholdende forskellige kvaternaere ammoniumforbindelser
som ADBAC, DDAC og benzalkoniumklorid. De kvaternaere ammoniumforbindelser er enten
anvendt i form af wet wipes eller af flydende formuleringer. Iszer i forbindelse med vask og des-
infektion ved den manuelle sengevask blev der identificeret et stort forbrug af desinfektionsmid-
del med kvaternaere ammoniumforbindelser.
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Tabel 7-10 Oversigt over desinfektionsmidler, der bruges pa Hvidovre Hospital (kvaternaeere ammoniumforbindelser er fremhavet med
fed skrift under ”Biocidaktivstof”)

Afdeling

Desinfektionsmiddel Anvendelsesomrade Biocidaktivstof Bruger
(Producent)
Alm. sengeafsnit og afdelinger, Handsprit (Sterisol) Hander Ethanol Sygeplejerske

ambulatorieafsnit

Gul Klud (WetWipe)

Overflader; f.eks. vandhaner,
toiletknapper tastaturer, derhandtag,
stikkontakter, fiernbetjeninger,
hospitalstelefoner mm.

PHME =1% (polyhexamethylen-biguamid)
ADBAC <1% (alkyldimethylbenzyl-
ammoniumchlorid})

Sygeplejerske
Eksternt rengaringsteam (Forenede
Service)

Operationsafdeling (dagkirurgisk
og centraloperation)

Handsprit (Sterisal)

Gul Klud (WetWipe)

Kirurgisk handdesinfektion
[Abena)
Slimhindedesinfektion

Haender

Overflader, f.eks. vandhaner,
toiletknapper tastaturer, derhandtag,
stikkontakter, fiernbetjeninger,
hospitalstelefoner mm.

Hander og underarme far operation
Huddesinfektion af patient, udvortes
Slimhinder, sasom vagina, glans,
endetarm

Ethanol

PHME =1% (polyhexamethyler-biguamid)
ADBAC <1% (alkyldimethylbenzyl-
ammoniumchlorid)

Ethanol 85%
Klorhexidin 0,5%
Klorhexidin 0,2%
Cetrimid 0,1%

Sygeplejerske

Sygeplejerske
Eksternt rengaringsteam (Forenede
Service)

Laege
Sygeplejerske
Leaege
Sygeplejerske

Isolationsstuer

Hyppighed: 30isolationerom
dagen pa HH; 700 rengaringer af
isolationsstuer om maneden;
forbruger 9000 klorklude om
maneden

Handsprit (Sterisol)

Gul Klud (WetWipe)

Klor klud (WetWipe)

Haender

Overflader, f.eks. vandhaner,
toiletknapper tastaturer, derhandtag,
stikkontakter, fiernbetjeninger,
hospitalstelefoner mm.

Udstyr, inventar og kontaktpunkterved
patienteri isolation

Ethanol
PHME =1% (polyhexamethyler-biguamid)
ADBAC <1% (alkyldimethylbenzyl-

ammoniumchlorid})

Aktivt Klor, 1000-1200 ppm

Sygeplejerske

Sygeplejerske
Eksternt rengaringsteam (Forenede
Service)

Sygeplejerske
Eksternt rengaringsteam (Forenede
Service)

Sengevask

Hyppighed: 200-250 senge om
dagenrengares og desinficeres
ved sengevask

Sekumatic FDR (Ecolab)

Mikro-Quat Extra (Ecolab)

Automnatisk rengaring, doseres i
sengevasker

Manuel rengaring, udfares nar
maskinenikke kan bruges

Propan-2-ol 10%
Benzalkonium klorid 1%

Benzalkonium klorid 5-10%
DDAC 1% {didecyldimethyl-
ammoniumklorid)

Internt rengaringspersonale

Internt rengaringspersonale

Sterilcentral

Peredikkesyre

Dekontaminering af fleksible
endoskoperogtilbehar. Sma

Peredikkesyre
Peredikkesyre/hydrogen peroxid blanding

Sygeplejerske
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Wet Wipe Triamin
Disinfection (WetWipe)
Hospitalssprit 70 %
(PLUM})

maengder pereddikesyre tils asttes
skyllevandetinogle
endoskopvaskemaskiner
Desinfektion af borde og andre
overflader

Lettere desinfektion af instrumenter

Laurylamine Dipropylenediamine

Ethanol denatureret medisopropylalkohol

Sygeplejerske

Sygeplejerske

Sterisol desinfectant Desinfektion af haender Ethanol Sygeplejerske
Ethanol {Sterisol)
Handdesinfektion 85% m.  Desinfektion af haender Ethanal Sygeplejerske
glyceral (FLUM)

Kantine SumaBac D10 (Diversey) Desinfektion af overflader, ADBAC 3-10% Kantinepersonale

Desinfect Maxi (Movadan)

Ethanol Disinfection 70%
wipe (Wet Wipe)

palasgmaskine mm.
Desinfektion af overflader,
palazgmaskine mm.

Desinfektion af andre overflader samt
som supplement

(alkyldimethylbenzylammoniumchlorid)
DDAC 5-15%
(didecyldimethylammoniumchlorid)
2-Propanaol

Ethanal

Kantinepersonale

Kantinepersonale
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7.8 Procedurer for rengering og desinfektion af senge og
hjelpemidler

Renggring og desinfektion af senge og hjeelpemidler foregar pa HH pa to etager: | keeldereta-
gen, hvor der renggres og desinficeres manuelt, samt i stueetagen, hvor en automatisk senge-
vask forefindes.

Renggringsrummet i kaelderetagen fungerer som opsamlingspunkt for alle snavsede senge og
hjeelpemidler. Voksensenge bringes Igbende via en elevator op til stueetagen hvor de rengg-
res og desinficeres i den automatiske sengevask. Mindre hjeelpemidler, sdsom krykker, an-
bringes i "bure” med samme mal som voksensenge og vaskes ligeledes i den automatiske
sengevask.

Renggringsrummet i keelderetagen er delt op i et omrade for de snavsede senge og hjeelpe-
midler og et omrade for rengjorte senge og hjeelpemidler. Selve den manuelle renggring og
desinfektion foregar i et vaskeomrade imellem det snavsede og det rene omrade. Renggringen
foregar ved at en blanding af desinfektionssaebe og lunkent vand (malt til ca. 20 °C) sprayes
pa sengen.

Typisk vaskes 8-9 bgrne- eller juniorsenge ad gangen. Saben sidder pa i ca. 2-3 min, hvoref-
ter sengene skylles i rent varmt vand i ca. 4 min. Efterfalgende tgrres sengene manuelt med
viskestykker. Der anvendes et nyt rent viskestykke til hver seng eller objekt, der renggres.

Voksensenge og hjeelpemidler, der er vasket i den automatiske sengevask, bringes via en
anden elevator ned i keelderen til det rene omrade, hvor de sammen med alle andre senge
redes og klarggres til nye patienter. Sengene overdeekkes efterfelgende med klar plastic, som
forst fiernes, nar sengene igen tages i brug pa afdelingerne.

7.9 Konceptuel model over transmission af stafylokokker

En konceptuel model blev udviklet for at visualisere den sandsynlige transmission og spred-
ning af stafylokokker pa HH, der har vaeret i kontakt med QAC-holdige desinfektionsmidler.
Modellen fokuserer pa renggringen og desinfektionen af senge og udstyr og tager derfor ud-
gangspunkt i procedurer og arbejdsgange herfor.

Figur 7-21 preesenterer en visuel oversigt over den mulige transmission og spredning af stafy-
lokokker i forbindelse med handteringen af senge og hjaelpemidler under renggring- og desin-
fektionsprocedurer. Den mulige transmission af stafylokokker er angivet i form af pile imellem
de enkelte processer og arbejdsgange.

Som beskrevet tidligere og vist i Figur 7-21 bliver alle snavsede senge og hjeelpemidler trans-
porteret til rengaringsrummet i keelderen, hvor de opsamles i den ene ende (snavsede). Disse
senge og hjaelpemidler kan allerede vaere kontamineret med stafylokokker, og der er derfor en
risiko for at disse overfgres til personalet ved handteringen. Ligeledes er der en risiko for, at
personalet kan kontaminere senge og hjaelpemidler.

Da junior- og bgrnesenge, samt starre hjaelpemidler vaskes manuelt, vil stafylokokker herfra
blive fart med ind i vaskeomradet, hvor der er en risiko for, at stafylokokker overfgres til bar-
ster, svabere og andet renggringsudstyr. Hvis personalet ikke beerer personlige vaernemidler,
er der ligeledes en risiko for, at stafylokokker kan overfgres mellem personale og sen-
ge/hjeelpemidler under renggringen.

Hvis rengering og desinfektion ikke er tilstreekkelig effektiv, vil kontaminerede senge og hjeel-
pemidler blive overfart til den rene ende af keelderen, hvorfra de vil blive fgrt ud pa de enkelte
afdelinger.
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Pa samme made vil voksensenge og hjaelpemidler, der stadig méatte veere kontaminerede med
stafylokokker efter den automatiske sengevask, blive transporteret til den rene ende af kaelde-
ren og pa tilsvarende vis sidenhen blive fgrt ud pa de enkelte afdelinger.

Overlevende stafylokokker, der skylles af senge og hjaelpemidler under renggringen, vil via
aflgb blive spredt til miljget. Tilsvarende kan stafylokokker ogsa teenkes at spredes til miljget fra
personalet efter bad.

Vi har i dette projekt ikke vurderet hvordan stafylokokker videre kan spredes i miljget udenfor
hospitalet.

Senge og
hj=lpe-
midler fra
afdelinger
flyttes til:

m—
Automatisk vask
| / (QACK \
Keelder Voksensenge
- snavset ende: Mindre
hjelpemidler,
f.eks. krykker

Manuel vask (QAC):
Juniorsenge
B@rnesenge

Vugger / Kzelder - ren ende:

Andre hjzlpemidler, Alle senge
f.eks. rollatorer Alle hjaelpemidler >
Bad =
(Personale efter Aflgb | | Kloak 2
arbejde)

Figur 7-21 En konceptuel model over transmissionen af stafylokokker pa Hvidovre Hospi-
tal fra sengevask til afdelinger

Rengjorte
senge og
hjzlpe-
midler ud
pa
afdelinger

Personale
Handtering af senge
og hjzlpemidler

7.10 Analyse af den anvendte sabe

Til fremstilling af den anbefalede brugsopl@sning af Mikro-Quat Extra bruges 10-20 ml per liter
vand. Det giver en koncentration pa 1-2%. Koncentrationen af BAC i koncentreret Mikro-Quat
Extra er ifglge SDS 5-10%.

Det blev estimeret ved vejning af seebebeholder og maling af vandvolumen, at der ved senge-
vask bruges cirka 50 g Mikro-Quat Extra/liter blandet saebevand (5% oplasning).

Koncentrationen af benzalkoniumklorid (BAC) og didecyldimethylammoniumchlorid (DDAC-
C10) i Mikro-Quat Extra ifglge en analyse foretaget i projektet er vist i tabel 7-11, sammen med
den estimerede koncentration i brugsoplasningen. Analysen viser en total BAC koncentration pa
7.6% hvilket er i overensstemmelse med data fra produktets SDS. BAC koncentrationen i
brugsoplasningen er estimeret til 3,7 g/l og koncentrationen af DDAC-C10 til 0,54 g/l.
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Tabel 7-11 Koncentration* af benzalkoniumklorider** i Mikro-Quat Extra og estimeret

koncentration i brugsoplgsningen

Komponent** Konc. i pro- LoQ*** (g/kg) Konc. i brugs-
dukt (g/kg) oplagsning (g/l)
Didecyldimethylammoniumchlorid (DDAC-C10)**** 11 0,1 0,54
Benzyldimethyldodecylammoniumchorid (BAC-C12) 53 0,1 2,6
Miristalkoniumchlorid (BAC-C14) 22 0,1 1,1
Cetalkoniumchlorid (BAC-C16) 0,6 0,1 0,03
Benzalkoniumchlorid, Total (BAC) 76 0,1 3,7

*Analysen er ikke akkrediteret.**Analysen omfatter ikke BAC-8, BAC-10, og BAC-18. ***Limit of Quanti-
fication. ****Er lkke en Benzalkoniumchlorid, men en kvarternaer ammoniumklorid.

7.11 Kvantitativ bestemmelse af Staphylococcus spp.
Resultaterne af den kvantitative bestemmelse af stafylokokker med MPN metoden pa overfla-
der af senge og hjeelpemidler er vist grafisk i Figur 7-22 til Figur 7-28 og i tabelform i Bilag 3.

Alle arter S. epidermidis
0,08 0,08
. 0,06 . 006
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E 0,04 E 0,04
= 0,02 I = 0,02
0 0 L
S. homidis Andre arter
0,08 0,08
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Figur 7-22: Sammenligning af den gennemsnitlige koncentration med 95% konfidensin-

tervaller af Staphylococcus (MPNlcmz) pa alle senge, vugger og hjelpemidler fordelt pa

arter. Rod farve viser koncentrationen for renggring og gren farve viser koncentrationen
efter rengering. Antallet af positive og totalt antal prever fremgar af Bilag 3.

| de 150 prgver, der blev udtaget, blev der gjort 68 fund af Staphylococcus spp. | 4 af prgverne
blev der fundet 2 arter. Dvs. at 64 prgver var positive. Heraf 50 positive praver ud af 79 pragver
udtaget far rengaring, og 14 positive pragver udtaget efter renggring. Af de 150 praver blev 1
prove udtaget i et hul i vaeggen i vaskeomradet. (Bilag 3)

Figur 7-22 viser den mest sandsynlige koncentration af alle fundne Staphylococcus spp. fer og
efter vask.
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Nar alle arter blev taget i betragtning, blev koncentrationen bestemt til at veere 0,05 MPN/cm?

for rengering og 0,011 MPN/cm? efter renggring. S. epidermidis og S. hominis var de hyppigst
forekommende arter, men efter rengaring var koncentrationen af "gvrige arter” hgjest med en

koncentration pa 0,007 MPN/cm?.

Samlet set (se Tabel 7-12) observeredes en reduktion fra far rengering til efter renggring pa
91% og 78% for hhv. S. epidermidis og S. hominis. For andre arter” kunne der imidlertid ikke
detekteres en reduktion. Det skyldtes isaer mange fund af S. capitis pa kontrolpaneler.

Der blev fundet 2 S. aureus, 1 pa en snavset barneseng og 1 pa hgjre skubbehandtag pa en
rengjort kgrestol.

Der gares opmeerksom pa, at summen af koncentrationen af de enkelte arter ikke gav samme
resultat som koncentrationen af alle arter. Det skyldes, at der er tilfeelde, hvor der blev fundet
mere end en art i samme prgver, og at MPN metoden ikke ngdvendigvis er additiv.

Tabel 7-12: Beregnet reduktion (%) af koncentrationen af Staphylococcus spp. pa senge
og hjalpemidler (N=150) for rengering og efter rengering.

Arter Reduktion Udstyr Reduktion

Alle arter 78% Vugger 84%

S. epidermidis 91% Alle hjaelpemidler3 *59%

S. hominis 78% Alle sidegaerder 96%

Andre arter’ *15% Alle kontrolpaneler* *57%
Alle fodgeerder 87%

Tidspunkt Reduktion Alle senge 82%

11-4-2016 93% Alle bgrnesenge 74%

25-04-20162 67% Alle juniorsenge 86%

09-05-2016 84% Alle voksensenge 86%

' Skyldes 4 fund af S. capitis, 2 S. haemolyticus, 2 S. warneri og 1 S. aureus pa
rengjorte objekter, iszer pa kontrolpaneler og kerestole.

?Skyldes 4 fund af S. capitis, 1 S. epidermidis, 1 S. hominis, 2 S. warneriog 1 S.
aureus pa rengjorte objekter, iseer kontrolpaneler.

3Skyldes fund pa 4 kerestole og 1 rollator pa rengjorte hjzelpemidier.

“Skyldes 4 fund den 29/4 og 1 fund den 11/4.

*Ikke en signifikant reduktion vurderet pa baggrund af at nedre 95 % konfidensinter-
val fgr renggring overlapper MPN efter renggring eller omvendt.
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Figur 7-23 Sammenligning af den gennemsnitlige koncentration med 95% konfidensin-
tervaller af Staphylococcus spp. (MPN/cm?) pa alle senge, vugger og hjalpemidler for-
delt pa prevetagningsdage. Red farve viser koncentrationen for rengering og gren farve
viser koncentrationen efter rengering. Antallet af positive og negative prover fremgar af

Bilag 3.

Forskellene mellem pregvetagningsdagene kan ses pa Figur 7-23. Koncentrationen efter rengo-
ring var hgjest den 25/4. Det skyldtes iseer fund af S. capitis pa kontrolpaneler. Endvidere var

der fund pa 2 rullestole, 1 vugge og en bgrneseng.
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Figur 7-24 Sammenligning af den gennemsnitlige koncentration med 95% konfidensin-
tervaller af Staphylococcus spp. (MPN/cm2) pa alle senge, voksen-, junior-, og bgrnesen-
ge. Rad farve viser koncentrationen fer rengering og gren farve viser koncentrationen
efter rengoring. Antallet af positive og negative prever fremgar af Bilag 3.

En sammenligning mellem sengetyperne ses i Figur 7-24. Der var ikke umiddelbare forskelle.
Fundene pa de rengjorte senge fordelte sig nogenlunde ligeligt mellem de tre sengetyper og
stammede hovedsageligt fra fund pa kontrolpaneler den 25/4.
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Figur 7-25 Sammenligning af det gennemsnitlige antal med 95% konfidensintervaller
Staphylococcus spp. (MPN/seng) pa alle senge og fordelt pa voksen-, junior-, og bgrne-
senge. Rad farve viser antallet for rengering og gren farve viser antallet efter rengering.
Antallet af positive og negative prover fremgar af Bilag 3.

Pa baggrund af de malte arealer af sengegeerder, fodgaerder og kontrolpaneler (Bilag 2) blev
det samlede mest sandsynlige antal Staphylococcus spp. pa de forskellige sengetyper estime-
ret. Dette ses pa Figur 7-25. Det ses, at der efter renggring blev fundet flest pa barnesenge,
men at det formentlig ikke var signifikant forskelligt fra de gvrige sengetyper.
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Figur 7-26 Sammenligning af den gennemsnitlige koncentration med 95% konfidensin-
tervaller af Staphylococcus spp (MPN/cm2) pa alle senge og fordelt pa sidegaerde, fod-
gaerde og kontrolpanel. Rod farve viser koncentrationen for rengering og gron farve viser
koncentrationen efter rengering. Antallet af positive og negative prever fremgar af Bilag
3.

Koncentrationerne af Staphylococcus spp. (MPN/cmZ) pa de tre steder, hvor vi udtog praver,
fremgar af Figur 7-26. Inden rengaring var koncentrationen hgjest pa sidegeerder og efter ren-
gering var den hgjest pa kontrolpaneler.
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Figur 7-27 Sammenligning af det gennemsnitlige antal med 95% konfidensintervaller
Staphylococcus spp. (MPN/seng) pa alle senge og fordelt pa sidegaerder, fodgaerder og
kontrolpaneler. Rod farve viser antallet for rengering og gron farve viser antallet efter
rengering. Antallet af positive og negative prever fremgar af Bilag 3.

Antallet af Staphylococcus spp. (MPN/seng) er vist pa Figur 7-27. Antallet fgr renggring blev
opgijort til at vaere 110 (95% KI: 76 — 158) MPN/seng), mens det efter rengering blev opgjort il
19 (95% KI: 9 — 42) MPN/seng. Antallet var hgjest pa sidegeerder med 95 (95% Kl: 54 MPN —
171) MPN/seng. Efter rengering var der ikke forskelle mellem de 3 steder 3 — 5 (95% KI: 0 —

24) MPN/seng.
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Figur 7-28 Sammenligning af den gennemsnitlige koncentration med 95% konfidensin-
tervaller af Staphylococcus spp. (MPN/cm2) pa alle senge, vugger og hjelpemidler. Red
farve viser koncentrationen for rengering og gron farve viser koncentrationen efter ren-
goring. Antallet af positive og negative prever fremgar af Bilag 3.

Figur 7-28 sammenligner koncentrationen af Staphylococcus spp. pa senge, vugger og hjeel-
pemidler. Figuren viser, at koncentrationerne sandsynligvis var hgjere pa vugger og hjaelpemid-
ler inden renggring, og at iseer hjeelpemidler havde en forhgjet koncentration efter rengaring,
hvilket skyldtes fund pa 4 rullestole og 1 rollator.

En kvantitativ vurdering af koncentrationen af Staphylococcus spp. blev ligeledes gennemfart
ved kimtalsbestemmelse pa det medium, som svaberne blev overfart til (Se 0). Der blev analy-
seret 1 ml af 10 ml medium. Da det svabrede areal var 20 cmz, bliver detektionsgraensen 2
CFU/cm?.

Der blev fundet Staphylococcus spp. i 23 af de 149 prgver, hvori kimtallet blev vurderet, heraf
var 2 af 70 praver (3%) udtaget pa rengjorte objekter positive, mens 21 af 79 praver (27%)
udtaget pa ikke rengjorte objekter var positive.

Under antagelse af at resultater under detektionsgraensen var lig 50% af detektionsgraensen
kunne et aritmetisk gennemsnit for alle data beregnes til 4,3 CFU/cm? Dataseettet blev analyse-
ret i @Risk (Palisade Corporation, 2012). Data var ikke normalfordelte, og vi kunne derfor ikke
umiddelbart bestemme gennemsnittet. Data kunne bedst fittes med en negativ binomialforde-
ling. Denne fordeling gav samme middelveaerdi, som en aritmetisk middelvaerdi.

Data for prever taget pa ikke rengjorte overflader var negativt binomial fordelte med et gennem-
snit pa 6,4 CFU/cm? (s.d. 6,9 CFU/cmZ). Det samme gjorde sig geeldende for data fra de ren-
gjorte prgver med en middelveerdi pa 1,9 CFU/cm?® (s.d. 2,4 CFU/cmZ) svarende til en reduktion
pa 70%.

Nar de negative praver blev tillagt vaerdien 0 CFU/cm? sas en reduktion pa 83%. De hgjeste
kimtal blev fundet pa ikke-rengjorte bagrne- og juniorsenge, rollatorer, kgrestol og vugge.
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7.12 Model for spredning af Staphylococcus spp. og gac-gener.
Pa baggrund af den konceptuelle model og de kvantitative analyser kunne der opstilles et
regnskab for cirkulation af stafylokokker via senge fra afdelingerne til sengevasken og tilbage
til afdelingerne.

Baseret pa den konceptuelle model over spredning af stafylokokker pa HH (se afsnit 7.9), samt
pa konkrete data fra prgvetagninger i sengevasken, herunder en estimering af koncentrationen
af stafylokokker pa senge vha. MPN metoden (se afsnit 6.11.1) opsatte vi falgende model, der
beskriver cirkulation af stafylokokker til og fra afdelinger via senge, der har veeret igennem
sengevasken:

R=PxAxN

Hvor R = Returnering af stafylokokker til afdelinger/vaskekaelder; P = Koncentrationen pa over-
fladen (MPN/cm?); A = Areal (cm?); N = Antal senge.

Antallet af stafylokokker (MPN/ar), der transporteres fra afdelinger til vaskekaelder og fra va-
skekeelder til afdelingerne, er vist i Tabel 7-13. Tallene er baseret pa data praesenteret i Figur
7-25, Figur 7-27 og Bilag 3.

Baseret pa vores fund af stafylokokker, beregnede vi ved hjaelp af ovennaevnte model, at antal-
let af stafylokokker, der transporteres via senge fra vaskekeelderen til afdelingerne, ligger om-
kring 10° MPN/ar. Antallet er nogenlunde ligeligt fordelt mellem sidegeerder, kontrolpaneler og
fodgeerder.

Tabel 7-13. Antallet af stafylokokker (MPN/ar) (med 95% konfidensintervaller) der trans-
porteres fra afdelinger til vaskekalder og fra vaskekalder til afdelingerne under anta-
gelse af et flow pa 50 bernesenge, 50 juniorsenge og 150 voksensenge pr. dag. Desuden
er fordelingen mellem sidegaerder, kontrolpaneler og fodgaerder angivet.

Stafylokokker (MPN/ar) fra vaskekaelder til afdelinger

Middel Nederste 95% KiI Qverste 95% Ki
Alle senge 9,79 - 10° 6,78 - 10° 1,41 - 10
Bgrnesenge 9,90 - 10° 5,09 - 10° 1,84 - 10°
Juniorsenge 8,59 - 10° 4,40 - 10° 1,61 - 10°
Voksensenge 7,30 - 10° 4,08 - 10° 1,36 - 107

Stafylokokker (MPN/ar) fra afdelinger til vaskekzelder

Middel Nederste 95% KiI Qverste 95% Ki
Alle senge 1,73 - 10° 8,29 - 10° 3,77E - 10°
Bgrnesenge 2,58 - 10° 8,21 10* 7,92 -10°
Juniorsenge 1,24 - 10° 3,14 - 10* 5,03 - 10°
Voksensenge 1,00 - 10° 2,55 - 10° 4,08E - 10°

Fordeling (%) af Stafylokokker pa senge

Fra afd. til vaskekaelder Fra vaskekeelder til afd.
Sidegeerde 73% 39%
Kontrolpanel 5% 27%
Fodgeerde 22% 34%

Ligeledes beregnede vi, at antallet af stafylokokker, der transporteres via senge fra afdelinger-
ne til vaskekeaelderen, ligger omkring 10" MPN/ar. Hovedparten findes pa sengegeerder og
fodgeerder.
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Vi har ikke kunnet modellere spredning af resistens imellem bakteriepopulationer pa HH i form
af overfarsel af gac-gener, da vi har manglet data for hvilken rate og ved hvilken QAC koncen-
tration man kan forvente en sadan overfarsel.

Udover at gac-generne kan overfgres horisontalt mellem populationer spredes de pa HH ogsa i
form af gac positive stafylokokker, der cirkulerer imellem afdelinger og sengevask. Vi har i pro-
jektet analyseret, hvor stor en andel af de indsamlede stafylokok-isolater, der indeholder gac
gener. Resultaterne viste, at vi ikke kunne dokumentere forskel pa andelen af gac positive isola-
ter fgr og efter renggring.

Vi anvender derfor fglgende simple model for spredningen af qac gener via senge pa hospitalet:
Rqac = Rf

Hvor Rgac = Returnering af gac-baerende stafylokokker til afdelingerne/vaskekaelderen; R =
stafylokokker der returneres til afdelingerne/vaskekaelderen; f = Frekvens af gac gener i popula-
tionen.

Pa basis af bestemmelse af forekomsten af gac-gener i hospitalsisolaterne og ovennaevnte
model, estimeredes det, at der transporteres cirka 10° gac-baerende stafylokokker (MPN) fra
afdelingerne til vaskekaelderen. Ligeledes beregnede vi, at der transporteres 2 x 10° qac-
baerende stafylokokker (MPN) fra vaskekaelderen til afdelingerne (se Tabel 7-14). Hoveddelen
af de qac-baerende stafylokokker er S. hominis.

Tabel 7-14: Antallet af qac-baerende stafylokokker (MPN/ar) (med 95% konfidensinterval-
ler) der transporteres fra afdelinger til vaskekalder og fra vaskekalder til afdelinger un-
der antagelse af et flow pa 50 bernesenge, 50 juniorsenge og 150 voksensenge pr. dag

qac-bzrende Stafylokokker (MPN/ar) fra afdelinger til vaskekalder

Middel Nederste 95% KI ~ @verste 95% K
Alle arter 1,17 - 10° 8,13 10° 1,69 - 10°
S. hominis 8,07 - 10° 4,78 - 10° 1,32 - 10°

gac-barende Stafylokokker (MPN/ar) fra vaskekaelder til afdelinger

Middel Nederste 95% KI @verste 95% KiI
Alle arter 2,08 - 10° 9,94 - 10* 4,52 - 10°
S. hominis 1,81 -10° 5,85 10* 5,60 - 10°

Ligeledes var det planen, at modellere spredning af resistens overfor sadvel QAC som antibioti-
ka. Selv om vi i laboratorieforsggene kunne pavise en nedsat felsomhed overfor biocidaktivstof-
ferne bl.a. i form af hgjere MIC vaerdier, kunne vi ikke pavise en egentlig resistens overfor disse
og €j heller overfor antibiotika.
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8. Diskussion

8.1 Lzengerevarende biocideksponerings indvirkning pa
bakterier

Der er generelt en god forstaelse for hvordan bakterier pavirkes af biocider i forhold til redukti-

on og decimeringstider- og koncentrationer, der er praktisk anvendelige til desinfektion af bl.a.

hospitaler og fedevareproduktioner. Der er imidlertid ikke megen viden om hvordan sub-letale

koncentrationer af biocider, som ikke slar bakterierne ihjel, over leengere tid kan pavirke bakte-
rier. Der har veeret indikationer pa, at bakterier, der er resistente overfor biocider (isaer overfor

triclosan), ogsa har hgjere tolerance overfor antibiotika, men det er uvist, om denne sideeffekt

af biocid-tolerance er udbredt for forskellige typer biocider.

8.1.1 Hydrogenperoxid

Der er stor forskel pa, hvor meget H.O, de to grampositive patogener kan overleve og vokse i,
afhaengig af den anvendte analysemetode. Sammenlignes udgangsstammernes MIC, kan L.
monocytogenes overleve op mod 10 gange hgjere koncentration end S. aureus (hhv. 250 -500
pg/mL vs. 15-125 pg/mL) ved eksponering i et dagn. Men billedet er modsat, hvis man bruger
time-kill metoden, hvor drabskurver illustrerer bakteriernes overlevelse indenfor kort tids ek-
sponering (15-240 min). Her ses S. aureus 8325-4 (dag 0) at modsta 15.000 pyg/mL H20; i to
timer, mens begge L. monocytogenes stammer (dag 0) bliver veesentligt reduceret ved 3000
pg/mL H20,. Time-kill metoden méa anses for at vaere den metode, der bedst beskriver de
faktiske forhold ved overfladedesinfektion. Dermed vurderes S. aureus at veere mest mod-
standsdygtig overfor dette biocid. Der har desuden veeret nogle udsving i resultaterne ved MIC
bestemmelser, dels mellem de to stammer af hver art, og dels mellem gentagelser. Derudover
er metoden fglsom for, hvilket medium bakterierne vokser i, sa dette ber standardiseres f.eks. i
forhold til CLSI guidelines (CLSI, 2012).Til sammenligning har andre studier bestemt H.O, MIC
for S. aureus med sa forskellige resultater som 938 pg/mL (0,0938 %; Penna et al. 2001) og
37.500 pg/mL (3,75 %; Rushdy & Othman, 2011), og dermed virker denne metode ikke robust
til vurdering af H20.

Isaer S. aureus kan efter eksponering til lav koncentration af H,O, (60-90 ug/mL) overleve
markant hgjere koncentrationer af det samme biocid. For begge stammer har de H205-
eksponerede derivater en MIC pa 4-8 gange veerdien for udgangsstammerne, og for USA300
(som er en MRSA-stamme) overlever de adapterede stammer 3 % H202 (30.000 ug/mL), som
er almindelig brugskoncentration til antiseptisk brug som ved desinfektion af sar. Det er pafal-
dende, at USA300 selv ved sub-letal koncentration kan adapteres til at overleve 333 gange
den koncentration, de blev eksponeret til.

USA300 beerer, som andre MRSA-stammer, genet mecA, som dels er markgr for methicillin-
resistens (antibiotika-resistens), men dels ogsa forstaerker peptidoglycan krydsbindinger i cel-
levaeggen (Fishovitz et al. 2014), hvilket kunne have betydning for modstandsdygtigheden
overfor biocidet. Nylige undersggelser af rumdesinfektion med H20, har vist, at MRSA ikke
bliver reduceret ved 5 og 10 % H20O- indenfor 120 min, men bliver reduceret (dog ikke elimine-
ret) ved 35 % i 30 min (Murdoch et al 2016).

Kontakttiden har dermed ogséa stor betydning for reduktionen af bakterierne, og det ses af
drabskurverne for bade S. aureus og L. monocytogenes, at den primeere reduktion indtraeffer
indenfor 15-30 min. Det er tidligere vist at 1 % H2O, har en begraenset effekt pa 12 L. monocy-
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togenes stammer indenfor 10 min, men reducerer kraftigt (6-9 LOG1o reduktion) pa 20 min (Yun
et al, 2012).

Laengerevarende eksponering til H2O- har i dette projekt vist at selektere for mutationer i bakte-
riens naturlige forsvar, katalase, mod oxidativt stress (herunder H>O-), som forstaerker effekten
af dette. To H202 eksponerede S. aureus derivater (én USA300; én 8325-4) viste mutationer i
fur eller fur-lignende gener (ferric uptake regulator), som er en transkriptionel regulater, der
spiller en vigtig rolle i bakteriens forsvar mod oxidativt stress. Dette kan vaere forklaringen pa
den ggede katalaseaktivitet i de H.O2 eksponerede derivater.

Der blev set god sammenhaeng imellem nedsat H.O>-falsomhed og katalase aktivitet for S.
aureus stammerne, og katalase-assay’et er en hurtig made at bestemme forskelle i H2O2-
felsomhed imellem bakterier. De eksponerede derivater, der udviste hgjest katalaseaktivitet,
havde vaerdier pa mellem 50 og 70 mm, i forhold til udgangsstammerne, der Ia mellem 10 og 20
mm. | forbindelse med disse forsgg blev der til sammenligning malt katalase-aktivitet af 33 klini-
ske isolater af S. aureus, isoleret fra forskellige typer infektioner som bakteriaemi, endocarditis
og osteomyelitis (fra SSI's stammesamling), og disse havde en gennemsnitlig katalaseaktivitet
pa 21 £ 7 mm med malte veerdier mellem 14 og 40 mm (resultater ikke vist). Disse kliniske iso-
later har dermed hgjere katalseaktivitet end udgangsstammerne anvendt i naervaerende projekt,
hvilket kunne tyde pa, at der sker varierende adaptation i S. aureus stammer. For kliniske
stammer skal det dog bemaerkes, at tilveenningen til H20- ikke ngdvendigvis sker i hospitalsmil-
joet, men meget vel kan ske in vivo, nar bakterierne under infektion kommer i kontakt med det
humane innate immunforsvar, der ved hjeelp af oxidativt stress yder den fgrste beskyttelse mod
infektioner (Yang et al. 2013). Bemaerkelsesveerdigt er det dog, at der er massivt potentiale for
at S. aureus adapteres ved pavirkning til H.O2, og at saddan pavirkning @ger MIC og i saerdeles-
hed reducerer drab.

Ikke alle stammer af Listeria monocytogenes har katalase-aktivitet, og selv stammer isoleret fra
humane sygdomstilfaelde udviser ikke katalaseaktivitet. Dette skyldes bl.a. mutationer i kata-
lase-gener, der medfgrer at genet bliver inaktivt (Cepeda et al 2006).

For S. aureus blev ekspressionen af et centralt virulensgen, haemolysin (hla), undersggt, og der
kunne ikke pavises gget virulens af de eksponerede derivater. Bade for S. aureus og L. mono-
cytogenes blev der registreret variationer i antibiotika-resistens for enkelte af derivaterne, der
var eksponeret enten til et af biociderne eller passeret uden biocid, men disse andringer ma
anses for et respons til den lange raekke af passager, da der ikke var nogen sammenhaeng med
eksponering til et bestemt biocid. Det kunne derfor ikke pavises, at der er gget antibiotika-
resistens i de biocid-adapterede derivater.

8.1.2 Benzalkoniumklorid

For benzalkoniumklorid (BZK) maltes der pa udgangsstammerne MIC-veaerdier mellem 0,5 og 8
ug/mL. Der var tydelig forskel pa de to L. monocytogenes stammer, hvoraf EGDe er en meget
anvendt laboratoriestamme, som generelt er fglsom overfor stresspavirkninger, mens LA111
blev isoleret fra raget laks i en fiskeproduktion, hvor der var problemer med persisterende kon-
taminering med Listeria spp. (Vogel et al, 2001). LA111 havde 8-16 gange hgjere MIC end
EGDe, og det kan derfor ikke udelukkes, at denne stamme allerede kan veaere adapteret til over-
levelse i et miljg, der indbefatter stresspavirkning af BZK.

Efter eksponeringsforsggene, hvor stammerne blev udsat for tilpassede koncentrationer af BZK
mellem 0,7 — 3,0 ug/mL, sas et ret entydigt billede af forholdet mellem udgangsstammer og
eksponerede derivater; der var ingen udvikling i MIC for derivater passeret uden biocid, mens
der for derivater passeret med BZK sas en ggning til 2 gange den oprindelig MIC (for EGDe dog
4 gange oprindelig MIC). Det er dermed muligt for begge bakterier, at adaptere til BZK, selv ved
eksponering til lav koncentration. Der var dog ikke nogen udtalt forskel pa overlevelsen ved hgje
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koncentrationer af BZK, i det det ikke var muligt at finde en koncentration hvor de biocidadap-
terede stammer overlevede bedre end stammerne der ikke var adapteret til biocid.

Det er pafaldende, at S. aureus adapteret til BZK i det laengerevarende eksponeringsforsag,
havde MIC-veerdier (2-4 pg/mL) der var sammenlignelige med gac-gen-bserende Staphylococ-
cus spp. isoleret fra hospitalsmiljger. Der blev kun isoleret fa S. aureus stammer (tre i 150
swab-prgver) fra hospitalsmiljget, men der blev isoleret en del andre Staphylococcus spp.,
hvoraf iseer S. hominis bar gacA/B gener. Alle hospitalsisolater af Staphylococcus havde MIC-
veerdier mellem 0,25 — 8 ug/mL BZK og heraf havde de gacA/B-beerende isolater MIC-veerdier
mellem 1-8 pg/mL.

Der blev kun registreret fa genomiske eendringer i S. aureus derivater eksponeret til BZK, men
NorA er tidligere vist at have effekt som multidrug efflux-pumpe i S. aureus (Kaatz & Seo,
1995).

For S. aureus blev ekspressionen af hla undersggt, ligesom for de H.O,-eksponerede deriva-
ter, og der kunne ikke pavises @get virulens af de eksponerede derivater. Der kunne ligeledes
ikke pavises @get antibiotika-resistens i de biocid adapterede derivater. Disse resultater viser,
at der for S. aureus ikke synes at udvikles resistens overfor antibiotika i de stammer, som har
veeret udsat for biocider.

8.1.3 Solv-nanopartikler

Nanoskala-materialer ligger indenfor stgrrelsen 1-100 nm, kan besté af forskellige metalioner
og kan have forskellige former (f.eks. runde, kubiske og triangulaere). Der er mange parametre
i opbygningen af partiklerne der har betydning for deres effekt og stabilitet. Det er muligt at
finde kommercielt tilgaengelige s@lv-nanopartikler, men i mange videnskabelige artikler synteti-
seres partiklerne i mindre skala, og den store variation i disse partikler gor det svaert at sam-
menligne antimikrobielt potentiale, toksicitet og stabilitet i mellem studier.

Sealv-nanopartikler kan syntetiseres kemisk ved at reducere sglvioner til kolloidt sglv f.eks. ved
hjeelp af reducerende sukre eller citrat, og herefter skal partiklerne stabiliseres. Det er ogsa
muligt at syntetisere s@lv-nanopartikler biologisk fra sglvnitrat ved hjzelp af planteekstrakter
(bl.a. Chowdhury et al. 2016; Firdhouse et al. 2016) og paradoksalt nok ved hjaelp af en lang
reekke bakterier inklusiv S. aureus (Nanda et al. 2009) og S. epidermidis (Amin et al. 2016).
Biosyntese af nano-partikler foreslas at veere et 'gregnnere’ alternativ, da det undgas at bruge
farlige/giftige ekstraheringsmetoder, der desuden ogsa kan pavirke den antimikrobielle effekt
(Chowdhury et al. 2016), men det skal bemaerkes at ogsa planteekstrakter i sig selv kan have
antimikrobiel effekt, der kan gare det sveert at vurdere effekten af Ag-NP alene, savel som de
biosyntetiserede partikler kan have en cytotoksisk effekt pad humane celler (Chowdhury et al.
2016, Firdhouse et al. 2016).

Idet Staphylococcus spp. kan benyttes til biosyntese af Ag-NP, ma det forventes at disse har
en vis tolerance overfor sglvioner, og mekanismerne bag dette er delvist belyst. Syntesen
foregar ved at bakterierne omdanner sglvnitrat til nitrit med enzymet nitrat reduktase og efter-
felgende omdanner den frigivne elektron Ag* til Ag®, som efterfalgende omdannes til nanopar-
tikler (Deepak et al. 2011). Hermed omdanner bakterien de reaktive sglvioner til mere stabile
nanopartikler, som akkumuleres i cellens periplasmiske mellemrum, for at beskytte sig selv
mod ionerne. Der er dog greenser for, hvor meget sglvnitrat bakterien kan omsaette og dermed
er der en gvre greense (MIC), hvorefter den omgivende koncentration af sglvnitrat bliver tok-
sisk. Katalase har vist sig ogsa at veere en del af bakteriers respons til Ag-NP da de reaktive
oxygen radikaler formeres i samspil med hydrogenperoxid i cellen og katalase kan effektivt
modvirke dette. Tilstedeveerele af sglv-ioner kan forarsage opregulering af katalase syntesen
og E. coli med defekter i katalase-gener har vist sig at vaere mere falsomme overfor sglvioner
end E. coli med fuldt funktionelle katalase-gener (opsummeret af Deepak et al. 2011).
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Fors@gene udfgrt i forbindelse med denne rapport har vist at det ikke er trivielt at arbejde med
de kommercielt tilgaengelige Ag-NP, der ikke kan anvendes i forbindelse med f.eks. spektrofo-
tometriske malinger af bakterieveekst, idet partiklerne i sig selv har en hgj absorbtion, og at MIC-
bestemmelser ikke har vist sig at vaere palidelige. Det er desuden vanskeligt at sammenligne
resultater med de biosyntetiserede nano-partikler, der anvendes i mange studier. Den antimi-
krobielle effekt af disse bliver ofte malt ved agar diffusion og MIC bestemmelser for at sammen-
ligne forskellige preeparationer af Ag-NP internt, men pa tvaers af flere studier kan det veere
sveert at foretage en reel sammenligning. Forskelle i syntesemetoden af Ag-NP (tid og tempera-
tur) viste sig at give store variationer i malte MIC-vaerdier imod bl.a. S. aureus (0,25 — 32 pg/mL
af Ag) (Chowdhury et al., 2016). Det er vist at sglv-ioner mere effektive end kobber-ioner imod
L. monocytogenes, forarsaget af Ag+ ioners hgjere affinitet til peptidoglycanlaget p4 gram-
positive bakterier, men effekten athaenger desuden af hvor hurtigt sglvionerne frigives fra na-
nopartiklerne, og derfor vistes kobber-NP at veere relativt mere effektive mod L. monocytogenes
end Ag-NP (Tamayo et al. 2014).

8.2 Kortlaegning af desinfektionsmidler pa Hvidovre Hospital og
procedurer for rengering

Forbruget af desinfektionsmidler pa HH blev kortlagt med henblik pa at opna viden om hvilke
kvaterneere forbindelser, der anvendes og i hvilket omfang. Kortlaegningen blev udfert ud fra
samtaler med sygeplejersker med ansvar for hygiejnen pa hospitalets afdelinger, herunder
indkgb af reng@rings- og desinfektionsmidler.

Kortlaegningen bekraefter, at man pa HH, ligesom pa andre danske sygehuse, foretraekker at
desinficere heender med ethanolbaserede produkter (Anon, 2013; Nissen, 2014). Der findes
alternative handdesinfektionsprodukter pa markedet, der indeholder QAC som biocidaktive stof,
men disse har ikke fundet indpas pa Hvidovre Hospital.

Isaer i forbindelse med desinfektion i den manuelle sengevask blev der identificeret et stort for-
brug af desinfektionsmiddel med kvaternaere ammoniumforbindelser. Vi valgte derfor, at fokuse-
re pa dette omrade som udgangspunkt for at undersgge hvorledes resistens kan spredes i
lokalmiljget pa HH efter kontakt med QAC, samt i hvilket omfang qac-gener spredes imellem
bakteriepopulationer.

Selv om renggring og desinfektion af senge og hjeelpemidler foregar over to etager pa HH frem-
star de som én enhed. | keelderetagen renggres og desinficeres der manuelt, mens der i stue-
etagen bruges en automatisk sengevask til at vaske standardsenge. Dette skyldes, at stort set
alle snavsede senge og hjaelpemidler fgrst samles i keelderen, hvor de enten vaskes manuelt
eller for standardsengenes og nogle hjeelpemidlers vedkommende fgres ovenpa til den automa-
tiske sengevask.

Kaelderafsnittet i forbindelse med den manuelle sengevask ses saledes som vaerende central
for spredning, eller omvendt for eliminering, af bakterier, resistente savel som modtagelige, og
danner derfor udgangspunkt for den konceptuelle model beskrevet i afsnit 7.9.

8.2.1 Analyse af Mikro-Quat Extra brug i forhold til brugsanvisning
Ifelge anvisningen fra Ecolab er klar-til-brug oplgsningen for Mikro-Quat Extra 1-2 % ( 10 — 20
ml ) per liter vand afhaengig af besmudsningsgrad, vandets hardhed og EN Norm. Produktet
skal virke i mindst 5 min. Ved analyse af koncentreret Micro-Quat Extra var den totale maenge
QAC mailt til 7.6% hvilket er i overensstemmelse med data i produktets sikkerhedsdatablad. Til
brugsoplgsningen anvendt i den manuelle sengevask anvendes 50 g koncentrat per liter vand
hvilket giver en koncentration pa 5%, som er hgjere end anbefalet. Vi observerede, at den tid
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Mikro-Quat Extra far lov at virke pa senge og hjeelpemidler gennemsnitligt 1& pa 2-3 minutter,
hvilket er kortere end den anbefalede virketid. Det kan naturligvis ikke pavises ud fra vores
data om den kortere virketid kan medvirke til at udvikle resistens eller formindsket modtagelig-
hed overfor BZK, men det kan ikke udelukkes. Ligeledes kan det heller ikke udelukkes, at den
hgjere brugskoncentration opvejer den kortere virketid. Under alle omsteendigheder bgr det
anbefales, at bruge Ecolabs anbefalede brugskoncentration og virketid.

8.3 Konceptuel model over transmission af stafylokokker

Den konceptuelle model vist i Figur 7-21 blev udviklet for at visualisere den sandsynlige trans-
mission og spredning af stafylokokker pa HH, der har veeret i kontakt med QAC-holdige desin-
fektionsmidler. Som beskrevet ovenfor tager modellen udgangspunkt i keelderafsnittet i forbin-
delse med den manuelle sengevask, da dette omrade bruges som opsamlingspunkt af hoved-
parten af hospitalets snavsede senge og hjeelpemidler.

Selv om den konceptuelle model ikke kan ligestilles med en egentlig kvantitativ risikovurdering,
fremgar det af Figur 7-21, at modellen tydeligt illustrerer muligheden for spredning af stafylo-
kokker, og dermed potentielle resistensgener, hvis renggring og desinfektionen ikke er helt
optimal. Modellen fremhaever séledes de steder i renggringsproceduren, hvor en overfgrsel af
bakterier kan finde sted, og kan derfor hjaelpe til at udpege steder, hvor der vil vaere mulighe-
der for at forbedre procedurer med henblik pa at nedbringe bakterieoverfgrsler. For eksempel
kan det naevnes, at der ingen procedurer er for hvorledes personalet ma beveege sig rundt.
Som modellen illustrerer, kan personalet saledes beveege sig imellem den snavsede og den
rene ende af keelderen uden restriktioner med den risiko der derved er for at overfgre bakterier
imellem omraderne.

Det skal understreges, at vi i modellen ikke tager hgjde for hvor stor en potentiel overfgrsel er,
der kan finde sted ved de enkelte procedurer og arbejdsgange. Pilene i Figur 7-22 angiver
derfor udelukkende en potentiel mulighed for overfgrsel af bakterier.

Som det fremgar af Figur 7-22, viser modellen ogsa at stafylokokker sandsynligvis kan spredes
til miljget via aflab og kloakker. Vi har i dette projekt dog ikke vurderet hvordan bakterierne
videre kan spredes i miljget udenfor hospitalet, og ej heller i hvilket omfang.

8.4 Kvantitativ bestemmelse af Staphylococcus spp.
Der er gennemfgrt undersggelser af sidegaerder, fodgaerder og kontrolpaneler pa bgrne-, juni-
or- og voksensenge samt pa et mindre antal hjeelpemidler.

Der blev fundet 2 S. aureus, 1 pa en snavset bgrneseng og 1 pa hgjre skubbehandtag pa en
rengjort kgrestol. Det betyder, at sandsynligheden for at patienter, personale og pargrende
kommer i kontakt med S. aureus via senge og hjaelpemidler sandsynligvis er lille.

Herudover er der fundet andre arter af Staphylococcus, iseer S. hominis og S. epidermidis,
som tilhgrer de koagulasenegative stafylokokker (CONS).

CoNS er ogsa vigtige i forbindelse med hospitalserhverede infektioner. 1 2012 i Europa blev
CoNS pa intensivafdelinger (ICU) de hyppigst isolerede patogener (22%) i forbindelse med
blodinfektioner, mens de udgjorde 2,5% ved urinvejsinfektioner. P& operationsstuer var 12% af
de isolerede patogener CoNS. (ECDC, 2014). | USA i 2009 og 2010 udgjorde CoNS 11% af de
rapporterede patogener i forbindelse med hospitalserhvervede infektioner (Sievert et al 2013).
Den kvantitative del af undersggelsen omhandler derfor hovedsageligt CoNS.
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8.4.1 Kontaktrisiko

Koncentrationen af stafylokokker pa de rengjorte senge ser ud til at veere hgjest pa kontrolpane-
lerne (0,016 MPN/cmz). Den hgjeste sandsynlighed (pr bergring og pr areal) for at komme i
kontakt med stafylokokker via de rene senge pa afdelingerne er derfor ved betjening af kontrol-
paneler.

Nar sengene er i brug, er det sidegaerderne, der forurenes mest. Her er koncentrationen af
stafylokokker estimeret til 0,067 MPN/cm?. Som tiden gar, bliver den hgjeste sandsynlighed (pr.
bergring og pr. areal) for at komme i kontakt til stafylokokker derfor via sidegeerderne, som ogsa
er den overflade, der bergres oftest (Huslage et al. 2010).

| denne undersggelse har vi ogsa analyseret forurening af sengene ved kimtalsbestemmelse pa
en stafylokokselektiv agar. Der blev i gennemsnit fundet 6,4 CFU/cm? (27 % positive praver) pa
ikke rengjorte flader og 1,9 CFU/cm? (3 % positive praver) pa rengjorte flader.

Dette er i overensstemmelse med, hvad andre finder. F.eks. fandt Yuen et al. (2015) vha. en
swap metode pa et hospital i Hong Kong 6 % til 12 % CoNS positive prgver (LoD 1 CFU/cmz)
med koncentrationer mellem 1 og 16 CFU/cm? pa senge pa afdelingerne. De fandt i @vrigt man-
ge S. aureus. Pa sengegeerde blev der fundet 19 % MRSA positive prgver med koncentrationer
mellem 1 og 276 CFU/cm?.

Dancer (2004) har foreslaet en hygiejnisk graense pa < 1 CFU/cm? af indikatororganismer.
Blandt indikatororganismer naevnes S. aureus. For aerobt kimtal er en greense pa 2,5 CFU/cm?
til 5 CFU/cm? foreslaet (Dancer, 2004; Lewis et al. 2008). Hvis CoNS anses for at veere indika-
tor organismer, har vasken i denne undersggelse ikke overholdt den foreslaede graense. Hvis
de opnaede kimtal derimod betragtes pa lige fod med aerobt kimtal, sa er greensen overholdt.
Da vores aerobe kimtal er bestemt pa en selektiv agar, kan man dog ikke umiddelbart sammen-
ligne traditionelle aerobe kimtal, som bestemmes pa ikke selektiv agar.

Mikkelsen et al. (2012) unders@gte sengegeerder pa Hvidovre Hospital, der enten var manuelt
rengjort eller rengjort automatisk. De manuelt rengjorte senge havde aerobt kimtal > 2,5
CFU/cm?i 6% af preverne, mens de automatisk rengjorte senge havde et kimtal pa 2,5
CFU/cm? eller mindre. Disse resultater svarer til vores kimtal resultater.

Reduktionen af stafylokokker malt ved MPN ved renggringen er estimeret til at ligge omkring 80
%. Resultaterne af kimtalsbestemmelsen giver i gennemsnit en reduktion pa 70 % til 80 % igen-
nem sengevasken. Huslage et al. (2013), som fandt reduktion i kimtal bestemt med RODAC
(Replicate Organism Detection and Counting) 87% pa hgjbergringsoverflader, som f.eks. sen-
gegeerder, 79% pa medium- og 90% pa lavberagringsoverflader efter rengering pa intensivafde-
linger og operationsstuer.

Der er en stor kvantitativ forskel mellem MPN metoden og kimtallet. Det samlede resultat for
alle MPN bestemmelser er 0,028 (95% KI: 0,022 — 0,036) MPN/cmz, mens kimtallet ligger i
omradet mellem 3,5 og 4,3 CFU/cm?. Kimtallet giver altsd omkring 100 eller flere gange hgjere
koncentrationer en MPN metoden. Det skyldes formentlig, at stafylokokkerne ikke er jeevnt for-
delt pa overfladerne. Stafylokokker forekommer enkeltvis, i par, tetraeder eller i irreguleere sam-
linger (Kloos 1998). MPN metoden skelner ikke mellem enkeltvist forekommende og samlinger
af stafylokokker. Det gar derimod kimtalsbestemmelsen i det omfang stafylokokkerne disaggre-
geres ved analysen. Vores kimtalsundersagelse afspejler den store variation, hvor fa hgje kim-
tal giver det hgjere gennemsnit for kimtallet. Isger for rengjorte objekter, hvor der kun blev fundet
to positive praver (juniorseng og vugge), er koncentrationen afhaengig af fa positive praver.
Modsat giver MPN metoden flere positive prgver, pga. opformeringstrinnet. Desuden er MPN
metodens @vre graense ved 149 delprover a 20 cm? 0,25 MPN/cm?. Det er derfor sandsynligt, at
kimtallet giver en bedre repraesentation af det totale antal stafylokokker iszer for de ikke rengjor-
te objekter. Derimod synes MPN metoden at give en bedre mulighed for at vurdere forureningen
af de enkelte overfladetyper i forhold til hinanden og ogsa et bedre estimat af sandsynligheden
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(relativet mellem overflader) for at komme i kontakt med stafylokokker ved bergring, da opfor-
meringstrinnet ggr analysen mere falsom.

8.4.2 Forekomst af qac-barende stafylokokker

Der blev fundet qac gener i 11 ud af 94 analyserede stafylokokker, med hgjest hyppighed hos
S. hominis. Til sammenligning fandt Timez et al. (2014), at 14 af 61 coagulase negative stafy-
lokokker isoleret fra sar pa en operationsstue havde gacA/B. Jennings et al. (2015) fandt i et
review en tendens til stigning i preevalensen af qacA/B i MRSA, med en stor spredning mellem
de publicerede studier fra < 10% til > 80%. Preevalensen i vores undersggelse ligger altsa pa
linje med andre undersggelser i hospitalsmiljger.

De observerede gac baerende Stafylokokker kan veere importeret udefra eller veere selekteret
pa grund af anvendelsen af BZQ pa hospitaler. De data, vi har, er for fa til at vise forskel far og
efter vasken, vi kan derfor ikke ad den vej pavise udvikling af gac-beerende stafylokokker pa
hospitalet. Inden anvendelse af desinfektionsmidler, der kan selektere for gac-gener, var pre-
valencen af qac-gener sandsynligvis lav (Skovgaard 2013a). | sammenligning hermed er fore-
komsten forhgjet, men vi har ikke nutidige data tilgeengelige fra miljger, hvor der ikke anvendes
desinfektionsmidler, vi kan derfor heller ikke pa den baggrund konkludere en forhgjet fore-
komst af gac-baerende stafylokokker.

De gac-beerende stafylokokker havde en gennemsnitlig MIC-vaerdi pa 3,91 pg/ml (st.avg 1,70)
mens de ikke gac-baerende havde en gennemsnitlig MIC-veerdi pa 1,37 pg/ml (st.avg 1,17).
Koncentrationen af BZQ i brugsoplasningen er omkring 1000 gange hgjere end MIC-
vaerdierne. De burde derfor ikke overleve desinfektionen. Vores undersggelse viser, at der er
Stafylokokker der overlever. Det kan derfor ikke udelukkes, at de gac-bserende stafylokokker
favoriseres i vaskeprocessen.

8.5 Model for spredning af Staphylococcus spp. og gac-gener
Projektets udvikling af modeller for spredning af resistens enten i form af direkte QAC resistens
eller krydsresistens overfor antibiotika har vaeret udfordret af manglende data. Vi kunne sale-
des ikke konstatere udvikling af krydsresistens overfor antibiotika i vores laboratorieforsag. Vi
kunne dog konstatere en vis adaptering til BZK i vores laboratorieforsag i form af ggede MIC
veerdier, men ikke en egentlig udvikling af resistens. Der foreligger en del videnskabelig littera-
tur om QAC resistens og de gener, herunder gac-gener, der er involveret heri, og ogsa i for-
hold til mulig krydsresistens overfor antibiotika, hvilket for nyligt blev gennemgaet i et review
(Jennings et al., 2015). De fleste undersggelser har dog vaeret af epidemiologisk karakter, som
har fokuseret pa forekomst af resistens og/eller resistensgener i forskellige miljger eller veeret
egentlige genomstudier. For at kunne modellere hvorledes resistens udvikles og spredes som
felge af QAC pavirkning, er det ngdvendigt, at have viden om ved hvilke QAC koncentrationer
dette foregar, samt med hvilken rate resistensudvikling og evt. resistensoverfarsel kan forven-
tes. Da denne viden mangler, har det ikke vaeret muligt at udvikle modeller for horisontal
spredning (mellem populationer) af resistens eller resistensgener i form af gac-gener i dette
projekt.

Da vi ved vores undersggelser kunne konstatere, at stafylokokker er til stede pa HH pa savel
senge som hjaelpemidler bade fer og efter vask og desinfektion, fandt vi det relevant, at forsa-
ge at estimere hvordan stafylokokker cirkulerer imellem sengevasken og afdelingerne. Vi har
ogsa bestemt hvor stor andel af hospitalsisolaterne, der baerer gacA- eller gacB-gener, og kan
saledes estimere, hvordan gac-baerede stafylokokker cirkulerer imellem sengevasken og afde-
lingerne.

Vores model viste, at der pa sidegaerder, fodgeerder og kontrolpaneler fgres omkring 10° stafy-
lokokker (MPN/ar) tilbage fra vaskeomradet til afdelingerne. Antallet er nogenlunde ligeligt
fordelt mellem sidegaerder, fodgaerder og kontrolpaneler. Pa daglig basis svarer det til 2-3 x
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10° MPN. Malt som kimtal forventes antallet at vaere omkring 100 gange hgjere. Mens sengene
er i afdelingerne stiger antallet, saledes at antallet af stafylokokker, der transporteres via senge
fra afdelingerne til vaskekaelderen, ligger omkring 10" MPN/ar. Hovedparten findes pa senge-
geerder og fodgeerder. Det kan saledes konstateres, at sengevasken formar at reducere antallet
af stafylokokker, om end de ikke bliver helt fiernet.

Som naevnt ovenfor har vi ingen information om raten, hvormed gac-gener kan overfgres imel-
lem stafylokokker, og ved hvilke QAC koncentrationer, det i givet fald sker ved. Vi har derfor
ikke kunnet modellere i hvilket omfang horisontal spredning af gac-gener forekommer i et lokalt
milje som Hvidovre Hospital. Det var sadledes meningen, at modellen skulle beskrive, hvorledes
og i hvilket omfang gac-gener spredes fra gac positive til gac negative bakterier under et selek-
tivt pres i form af brugen af QAC-holdige desinfektionsmidler. Imidlertid lykkedes det ikke at
generere data i laboratoriet for overfarsel af gac-gener. Ligeledes er information om dette i den
videnskabelige litteratur saerdeles sparsom, og det var derfor ikke muligt, at modellere hvorle-
des disse gener kan spredes horisontalt mellem stafylokokpopulationer pa HH.

Men da vores undersggelser viste, at stafylokokker, der baerer disse gac-gener, er forekom-
mende pa HH, forsg@gte vi, at estimere i hvor hgj grad gac-positive stafylokokker cirkulerer imel-
lem sengevask og afdelinger.

Vi kunne beregne, at der transporteres cirka 10° gac-baerende stafylokokker (MPN) fra afdelin-
gerne til vaskekaelderen og 2 x 10° gac-beerende stafylokokker (MPN) fra vaskekaelderen til
afdelingerne. Hoveddelen af de qac-baerende stafylokokker er S. hominis.

Hvad hjaelpemidlerne angar, er de rengjorte objekter med positive fund kun gjort efter opforme-
ring (til MPN) og hovedsageligt pa kerestole. Blandt de ikke rengjorte hjeelpemidler er det ho-
vedsageligt kgrestole og rollatorer, der er positive. Koncentrationerne er hgje sammenlignet
med sengene bade far og efter rengaring, og kan derfor bidrage til patienters, personalets og de
pargrendes kontakt med stafylokokker.

For de rengjorte vugger er positive fund ligeledes kun gjort efter opformering. Pa 11 ikke ren-
gjorte vugger var 9 positive ved opformering og to positive i kimtalsbestemmelsen. Koncentrati-
onerne (MPN/cmz) er hgje sammenlignet med sengene bade fagr og efter renggring.

Der er ingen sammenlignlige data, da hjeelpemidler tilsyneladende ikke tidligere er blevet un-
dersggt for stafylokokker.

Om end vores model ikke har kunnet pavise i hvilken grad QAC resistens og krydsresistens
overfor antibiotika kan udvikles og spredes i et lokalmiljg som Hvidovre Hospital, sa har vi vist,
at stafylokokker cirkulerer imellem sengevasken og afdelingerne. Nogle af disse bakterier baerer
tilmed pa gac-gener med den kendte fare, der er for, at resistens kan spredes yderligere (Jen-
nings et al., 2015). Til denne fare skal tilleegges, at ogsa andre bakteriearter kan beere disse
gener, samt at der ogsa findes andre gener, der er involveret i udviklingen af QAC resistens.
Mange af disse gener baeres ofte pa det samme "multidrug resistance plasmid” som antibiotika-
resistensgener (Russel, 2003), hvilket gger risikoen for at sprede ikke kun QAC resistens, men
ogsa specifik antibiotikaresistens ved den udbredte brug af QAC baserede desinfektionsmidler
(Laxminarayan, 2014).

Vask og desinfektion af senge og hjeelpemidler er vigtig for at forhindre udvikling og spredning
af QAC- og antibiotikaresistens pa hospitalerne. Det er dog samtidigt et paradoks, at selvsam-
me ngdvendige desinfektion, kan vaere med til at gge udviklingen af resistens. Det er derfor af
afgerende betydning, at desinfektionen er sa effektiv som muligt, saledes at sa fa stafylokokker
(savel som andre bakterier) cirkulerer fra sengevasken til afdelingerne. Endvidere bgr det over-
vejes ngje hvilke aktivstoffer, der bruges til desinfektionen, da visse er mere tilbgjelige end
andre til at fremme udviklingen af resistens (Jennings et al., 2015).
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9. Konklusioner

| dette projekt er risikoen for at bakterier kan adaptere til biocider efter laengere tids pavirkning
blevet vurderet. Projektet har fokuseret pa to Gram positive bakterier nemlig Listeria monocy-
togenes, som er en meget relevant fgdevarebaren patogen, samt Staphylococcus aureus, der
er kendt for at give infektioner bade i og udenfor hospitalerne. De valgte biocider har veeret
hydrogenperoxid, benzalkoniumklorid og nanosglv. Baggrunden for valget har veeret baseret
pa relevans for fedevareindustrien og hospitalerne, samt at "nye” stof-grupper sasom nanosglv
adresseres. Foruden adapteringer under laboratorieforhold har der i projektet vaeret undersggt
i hvilket omfang, der kan findes stafylokokker i forbindelse med vaskefaciliteter pa Hvidovre
hospital, og i hvilket omfang de er associeret med potentielle biocid resistensgener.

Pa baggrund af analyserne kan der drages en reekke konklusioner:

1) Resultaterne i de foretagne studier viser tydeligt, at der sker en adaptering
af de analyserede bakterier, og at graden hvormed denne tilvaenning sker er
artsspecifik. Iseer S. aureus adapterede til at vokse i langt hgjere koncen-
trationer af H20- efter eksponering til ikke-dgdelige koncentrationer af H.O>
end ikke-eksponerede celler. Det viste sig tilmed, at adaptionen tillod vaekst
ved H20z koncentrationer langt hgjere end dem, der var anvendt under
adaptationen. Efter eksponering kunne de tilveennede kulturer overleve i
almindelig brugskoncentration af H,O.. Denne nedsatte felsomhed tilskrives
bakteriernes opregulering af det naturlige respons til denne type stress, som
kommer malbart til udtryk ved forhgjet katalase-aktivitet. For Listeria mono-
cytogenes sas ikke stigninger i den minimale inhibitoriske koncentration
(MIC) overfor H202,0g vi observerede heller ikke bedre overlevelse i hgje
koncentrationer af dette stof.

2) For den kvarternaere ammonium forbindelse, benzalkoniumklorid (BZK) ud-
viste bade S. aureus og L. monocytogenes potentiale for adaptation, idet
MIC veerdien sendrede sig, men det var ikke muligt at pavise bedre overle-
velse af de eksponerede kulturer ved tilstedeveerelse af BZK i sammenlig-
ning med ikke-eksponerede celler. Dette tyder pa, at der kan ske eendringer
i bakterierne, som kan lede til get tolerance overfor BZK, ogsa selvom
stammerne som udgangspunkt ikke indeholder kendte resistensgener.

3) Den anvendte test til maling af falsomhed overfor antimikrobielle stoffer,
MIC; som er anerkendt standardmetode til antibiotika, blev ikke vurderet
velegnet til at bedemme bakteriernes fglsomhed overfor biocider pga. den
lange kontakttid mellem bakterier og biocid (18-24 timers inkubation) samt
de store spring i biocidkoncentrationer, der anvendes i metoden. Endvidere
var der ringe korrelation imellem de malte MIC vaerdier, og de enkelte bioci-
ders evne til at sla bakterierne ihjel. Det var seerligt vanskeligt at vurdere ef-
fekten af sglv-nanopartikler med traditionelle metoder, og metoder til vurde-
ring af effektivitet og adaptation overfor sglv bar udvikles yderligere.

4) Pa baggrund af de udferte forsgg konkluderer vi, at antibiotikaresistens af
de to udvalgte Gram-positive bakterier ikke blev pavirket af biocidekspone-
ring. Virulensen blev vurderet ved et meget simpelt assay, som udelukken-
de baserer sig pa udtryk af virulens gener. Ved disse malinger viste vores
resultater, at nar S. aureus udseettes for biocider, reduceredes virulensen
generelt.
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5) Ved indsamling af bakteriepraver fra hospitalsmiljget fandt vi, at en mindre
del af Staphylococcus isolaterne indeholdt gac gener, isaer i S. hominis, der
hgrer under gruppen af koagulase-negative stafylokokker (CoNS). | disse
stammer korrelerede tilstedevaerelse af gac gener med en gennemsnitlig hga-
jere MIC overfor BZK. Vi sa dog ogsa, at de stammer, som var adapteret til
BZK i laboratoriet, kunne opna samme MIC som isolaterne med gac-gener,
der var indsamlet. Dette viser, at gac generne ikke er de eneste risikofaktorer
for at stafylokokker overlever desinfektion.

6) Undersggelsen af stafylokokker pa senge og hjaelpemidler viste, at forekom-
sten af S. aureus er beskeden. Derimod blev der observeret koagulase nega-
tive stafylokokker. Effektiviteten af rengaringen blev estimeret til at veere i
omegnen af 80%, hvilket er nogenlunde i overensstemmelse med, hvad der
beskrives i litteraturen. Pa de rengjorte senge var risikoen for kontakt med
stafylokokker st@rst pa kontrolpanelerne, mens det var sidegeerderne, der
udgjorde den starste risiko pa de "brugte” senge.

7) Undersggelsen gav ikke mulighed for at vurdere horisontal spredning af resi-
stens mellem populationer. Modellen for spredning er derfor kun baseret pa
spredningen af stafylokokker. Der kunne ikke observeres en forgget andel af
gac-baerende stafylokokker i forbindelse med vaskeprocessen. Spredningen
af gac-baerende stafylokokker synes derfor at fglge spredningen af stafylo-
kokker proportionalt.
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10. Perspektivering

| projektet har vi vist, at bakterier, som er relevante i fedevareproducerende miljger samt i
hospitalerne, kan adapteres til biocider, nar disse forekommer i ikke-dadelige koncentrationer.
Generelt kan bakterier ikke "vaennes” til biocider i en sadan udstraekning, at de kan tale de
anbefalede brugskoncentrationer, men i et enkelt tilfaelde skete der adaptering til biocid kon-
centrationer, som rent faktisk anvendes, nemlig for S. aureus til 3% H20,. P& baggrund af
disse resultater vil man kunne forvente, at der vil kunne ske en adaptation af bakterier, som er i
kontakt med biocider i sub-lethale koncentrationer. Sddanne forhold kan taenkes at forekom-
me, hvis desinfektion sker uden forudgaende grundig renggaring, eller hvis der sker fejl i dose-
ringen af biociderne. Resultaterne fremkommet her understreger betydningen af grundig ren-
gering og opmaerksomhed blandt renggringspersonalet omkring korrekt renggring.

| projektet har vi ogsé fundet, at den udbredte metode til at male felsomhed nemlig MIC gene-
relt ikke er et godt mal for, hvor effektive bakterierne slas ihjel af biocider. Metoder til vurdering
af biocidfglsomhed i bakterier bgr udvikles yderligere baseret pa drabseffektivitet, og herunder
kunne “hurtig tests” til at vurdere tolerance overfor biocider veere saerdeles nyttige. Saddanne
metoder kunne anvendes som en del af renggringskontrollen. Nogle stafylokokker ses at over-
leve den manuelle sengevask; der bar veere fokus pa kontakttid og risiko for krydskontamine-
ring. | litteraturen har man for nylig rapporteret at MRSA ikke dreebes effektivt med H203, og
dette understgttes af vores resultater, hvor vi endvidere kan pege p& mekanismen bag, nemlig
at adapterede bakterier producerer mere katalase end normalt, og denne aktivitet inaktiverer
H20,. Derfor ber det overvejes, om der overfor MRSA, skal veksles imellem flere forskellige
typer biocider. Forgget katalase aktivitet synes ogsa at reducere falsomheden overfar salvio-
ner, om end dette skal undersgges yderligere.

| forbindelse med fremtidig forskning vil det veere interessant at undersgge naermere tilstede-
veerelse af coagulase negative stafylokokker, som beerer qac gener i hospitalsmiljget, og i
hvilket omfang tilstedeveerelse af gac gener pavirker resistens niveauet overfor biocider. End-
videre er det vaesentlig at unders@ge, hvad evolutionspotentialet er for stafylokokker som bae-
rer gac gener, men som ikke ngdvendigvis endnu er resistente overfor biocider. Formentlig kan
der, ved evolution af disse stammer udvikles et betydeligt hgjere resistens niveau end i stam-
mer, som ikke baerer gac gener, men et spgrgsmal er sa, hvor levedygtige sddanne stammer
er, og hvad deres resistens niveau er overfor antibiotika.

Hvorvidt rengering og desinfektion af senge og hjeelpeudstyr pa HH er tilstraekkelig, kan ikke
afggres ved denne undersggelse, og det har heller ikke veeret formalet. Undersggelsen har
peget pa, hvor risikoen for at komme i kontakt med stafylokokker er starst. Hvis risikoen for
hospitalserhvervede infektioner anses for at veere for hgj, kan undersagelsens resultat derfor
anvendes til at reducere den potentielle risiko for kontakt med stafylokokker via senge og hjzel-
pemidler. Den anvendte MPN metodik vil desuden kunne udvikles til en metode til overvagning
af, om spredning af stafylokokker eller andre kritiske sygdomsfremkaldende organismer hospi-
talet udvikler sig over tid, saledes, at man kan intervenere pa et tidligt tidspunkt.
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Bilag 2. Overfladearealer

Beregning af overfladearealer af de undersegte objekter

Lazngde (cm) Bredde/omkreds (cm) | Areal (cm?)
Berneseng, sengegaerde 256 6,5 1.664
Berneseng, fodgasrde 210 8 1.680
Barneseng, kontrolpanel 18 10 180
Berneseng, total? 3.524
Juniorseng, sengegaerde 163 ] 1.108
Juniorseng, fodgasrde 159 8,3 1.320
Juniorseng, kontrolpanel’ 18 10 180
Juniorseng, total? 2.608
Voksenseng, sengegaerde 142 10,5 1.491
Voksenseng, fodgeerde 82 8 656
Voksenseng, kontrolpanel’ 18 10 180
Gennemsnit, sengegaerde? 1.421
Gennemsnit, fodgaerde? 1.219
Gennemsnit, kontrolpanel® 180
Gennemsnit, total® 2.820
"Kontrolpanelerne var af variabel sterrelse. Der er anvendt en middelsterrelse for alle
sengetyper.
25um af sengegaerde, fodgaerde og kontrolpanel
3Gennemsnit af barne-, junior-, og voksensenge
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Bilag 3. Resultater af
MPN
bestemmelser

Positive | Totalt | MPN Lower Upper Red MPN Lower Upper
prever | antal (fcm2) | 95% Cl | 95%Cl | (%) (/seng) | 95%Cl | 95% CI
prever (fcm2) | (/cm2) (fseng) | (/seng)
Alle arter 64 149 | 0.028 0.022 0.036 79 62 102
Fér renasring 50 79 0.05 0.038 0.067 141 107 189
Efter renasring 14 70 | 0.011 | 0.0066 0.019 | 78% 31 19 54
S. epidermidis 33 140 | 0.013 | 0.0089 0.018 a7 25 51
Fer renaering 30 79| 0.024 0.017 0.034 68 48 96
Efter renosring 3 70 | 0.0022 | 0.00071 | 0.0068 | 91% & 2 19
S. hominis 17 149 | 0.0061 | 0.0038 | 0.0097 17 11 27
Fér renasring 14 79 | 0.0098 | 0.0058 0.016 28 16 45
Efter renasring 3 70 | 0.0022 | 0.00071 | 0.0068 [ 78% 6 2 19
Andre arter 18 140 | 0.0064 | 0.0041 0.01 18 12 28
Fer renaering 9 79| 0.006 | 0.0031 0.012 17 9 34
Efter renosring 9 70 | 0.0069 | 0.0036 0.013 | -15% 19 10 3T
11-4-2016 16 50| 0.019 0.012 0.032 54 34 90
Fér renasring 15 30 | 0.035 0.021 0.058 99 59 164
Efter renasring 1 20 | 0.0026 | 0.00036 0.018 | 93% 7 1 51
25-4-2016 25 50 | 0.035 0.023 0.052 o9 65 147
Fer renaering 17 25 | 0.057 0.035 0.094 161 99 265
Efter renasring 8 25| 0.019 | 0.0096 0.039 | 67% 54 27 110
9-5-2016 23 49 | 0.032 0.021 0.048 90 59 135
Fer renasring 18 24 | 0.069 0.042 0.11 195 118 310
Efter renasring 5 25 | 0.011 | 0.0046 0.027 | 84% 31 13 76
Alle senge 38 111 | 0.021 0.015 0.029 59 42 82
Fer renaering 31 57 | 0.039 0.027 0.056 110 76 158
Efter renasring 7 54 | 0.0069 | 0.0033 0.015 | 82% 19 9 42
Alle bernesenge 13 38 | 0.021 0.012 0.036 74 42 127
F@r renasring 10 20 | 0.035 0.018 0.065 123 63 229
Efter renasring 3 18 | 0.0091 | 0.0029 0.028 | 74% 32 10 99
Alle juniorsenge 12 36 0.02 0.011 0.036 52 29 94
Fer renaering 10 18 | 0.041 0.021 0.077 107 55 201
Efter renosring 2 18 | 0.0059 | 0.0015 0.024 | 86% 15 4 63
Alle Voksensenge 13 37 | 0.022 0.013 0.037 51 30 86
Fér renasring 11 19 | 0.043 0.024 0.08 100 56 186
Efter renasring 2 18 | 0.0059 | 0.0015 0.024 | 86% 14 3 56
Vuager 11 19 | 0.043 0.024 0.08
Far rengering 9 11| 0.085 0.041 0.18
Efter renasring 2 8| 0.014 | 0.0036 0.058 | 84%
Alle hilpemidier 15 19 | 0.078 0.045 0.14
Fér renasring 10 11 0.12 0.055 0.26
Efter renasring 5 8| 0.049 0.02 012 | 59%
Sidegzrde 15 37 | 0.026 0.016 0.043 a7 23 61
Fer renaering 14 19 | 0.067 0.038 0.12 o5 54 171
Efter renasring 1 16 | 0.0029 | 0.0004 0.02 | 96% 4 1 28
Kontrolpanel 15 37 | 0.026 0.016 0.043 5 3 8
Fer renasring 10 19 | 0.037 0.02 0.07 7 4 13
Efter renasring 5 18 | 0.016 | 0.0067 0.039 | 57% 3 1 7
Fodgarde 8 37| 0.016 | 0.0067 0.039 19 8 48
Fer rengering 7 19 | 0.023 0.011 0.049 28 13 60
Efter renasring 1 16 | 0.0020 | 0.0004 0.02| 87% 4 0.5 24
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Dette projekt om risikofaktorer og resistens ved brug af antimikrobielle biocider i
miljger som hospitaler og fadevare-produktioner blev gennemfart i perioden juli 2014
til december 2016 og er finansieret af Miljgstyrelsens program for forskning i be-
keempelsesmidler. Rapporten omhandler bakteriers tilpasningsevne og overlevelse i
kontakt med hydrogenperoxid og benzalkoniumklorid samt sglv-nanopartikler. Som
modelorganismer blev der arbejdet med to hyppigt forekommende og sygdomsfrem-
kaldende bakterier. Desuden blev der foretaget undersggelser af et dansk hospitals
sengevask, hvor forekomsten af bakterier blev malt for og efter vask og desinfektion
af senge, vugger og kgrestole. Et formal med projektet var at bedemme hvilke aen-
dringer der sker i bakterier efter leengere tids pavirkning med ikke-dreebende koncen-
trationer af biocider. Et andet formal var at identificere parametre og indhente data
der kunne bruges i en model over risikoen for resistensudvikling blandt bakterier
(Stafylokokker) pa et hospital, der bruger benzalkoniumklorid til desinfektion. Bakteri-
erne udviste tydelig tilpasningsevne til de anvendte biocider, og denne tilvaenning var
artsspecifik. Isaer S. aureus var i stand til at vokse i hgjere koncentrationer af hydro-
genperoxid efter eksponering til ikke-dedelige doser. | hospitalssengevasken efter
rengaring var risikoen for kontakt med stafylokokker stgrst pa kontrolpanelerne,
mens det var sidegeerderne, der udgjorde den stgrste risiko pa de "brugte” senge
inden vask. Effektiviteten af rengaringen blev estimeret til at veere ca. 80%. Samlet
kan det konkluderes at bakterier sendrer sig under pavirkning af biocider og at disse
aendringer kan fere til reduceret falsomhed sasom det er tilfaeldet med stafylokokker
hvor forgget katalase produktion beskytter mod hydrogen peroxid.
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