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1. Forord

Dette projekt om enterokokkers fglsomhed overfor klorfrigivende biocider blev gennemfert i pe-
rioden oktober 2018 til december 2020 og er finansieret af Miljgstyrelsens program for forskning
i bekeempelsesmidler.

Projektet blev udfart som et samarbejde mellem Institut for Veterinaer- og Husdyrvidenskab
(IVH), Kgbenhavns Universitet (Professor Hanne Ingmer), Statens Serum Institut og hospitaler
i Region Hovedstaden.

Fra disse institutioner har fglgende personer veeret involveret i projektets gennemfarelse:

Bolette Skive, Andreas Lawaetz og Hanne Ingmer (IVH, Kgbenhavns Universitet), Anette M.
Hammerum, Henrik Hasman, Christian S. Jensen og Anne Kjerulf (Statens Serum Institut) og
Mette Pinholt og Jenny D. Knudsen (Region Hovedstaden).

Tak til medlemmer af folgegruppen "Eksponering Bekaempelsesmiddelforskning” for kommen-
tarer og forslag i projektperioden.

Tak til hygiejnesygeplejerskerne pa Bispebjerg Hospital for hjaelp til kortlaegningen af renga-

ringsprocedure og desinfektionsmiddelanvendelsen pa Bispebjerg Hospital. Desuden tak til la-
borant Vi Phoung Thi Nguyen for bidrag til gennemfgrelse af forsag.
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2. Forkortelser

Aktivt klor = koncentrationen af den aktive hypochlorsyre i brugsoplgsningen
BA = blodagar

BHla eller BHIb = brain heart infusion agar eller — boullion

CFU/ml = Colony forming units per milliliter = antal kolonier per milliliter

CT = helgenom sekvens type/klon kompleks

E. faecium = Enterococcus faecium

EthBr = ethidiumbromid

Frit klor = summen af klor, hypochlorit og hypochlorsyre i brugsoplasningen
HOCI = hypochlorsyre

NaDCC = natrium dichloroisocyanurat = natrium troclosen

NaOCI = natrium hypoklorit

OCI- = hypochlorit

ON = over natten = bakterier der er groet ved 37°C over natten, ca. 16-18 timer
Ppm = parts per million = milliontedele

ST = sekvens type

VRE = vancomycin resistente enterokokker

VREfm = vancomycin resistente E. faecium

VSEfm = vancomycin sensitive E. faecium

VVEfm = vancomycin variable E. faecium
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3. Resumeé

Projektet tilknyttet denne rapport omhandler udvikling af metoder til vurdering af biociders effek-
tivitet. Metoderne blev anvendt til at analysere en bakterierart, som er kendt for at vaere vanske-
lig at udrydde i hospitalsmiljger. | projektet er der udviklet en suspensions analysemetode, hvor-
med falsomhed over for biocider effektivt kan undersgges i en raeekke koncentrationer og med
varierende eksponeringstider. Problemstillingen bag projektet er bakteriearten, Enterococcus
faecium, og dennes fglsomhed og overlevelsesevne overfor klorfrigivende biocider, samt over-
levelse pa overflader far og efter desinfektion. Herudover er bakteriernes evne til at pumpe po-
tentielle skadelige stoffer ud over deres cellemembran blevet undersggt.

Enterococcus faecium (E. faecium) er vigtig, fordi den i stigende omfang forarsager hospitalser-
hvervede infektioner, altsa infektion som patienten ikke bliver indlagt med, men far under ind-
leeggelse. Disse infektioner giver anledning til forlaengede indlaeggelser og gget dadelighed hos
patienterne med store menneskelige savel som gkonomiske omkostninger. Seerligt problema-
tisk er den @gede forekomst af E. faecium, som er resistente over for det antibiotikum, man
typisk bruger til at behandle alvorlige infektioner, nemlig vancomycin. Derfor bliver der gjort en
stor indsats for at undgéa spredning af disse vancomycin resistente E. faecium (VREfm) i form
af smitteopsporing, screeninger og isolering af inficerede patienter. Intensivering af renggring
og desinfektion i tilfeelde af udbrud, hvor mere end to patienter er smittede pa en afdeling, er
ligeledes en del af strategien. Til trods for disse tiltag opstar der gentagne udbrud og visse vari-
anter (kloner) af VREfm er overrepraesenteret i disse udbrud.

Formalet med dette projekt var saledes at udvikle en metode, hvormed en stgrre bakteriesam-
ling kunne undersgages for at adressere, om VREfm, og E. faecium i det hele taget har udviklet
@get tolerance over for det anbefalede desinfektionsmiddel anvendt ved udbrud af VREfm, nem-
lig klorfrigivende biocider, her isaer natrium dichlororisocyanurate (NaDCC) og natrium hypoklo-
rit (NaOCI). Forskning har vist, at visse kloner af VREfm persisterer i hospitalsmiljget og giver
gentagne udbrud med spredning imellem patienter. En hypotese i projektet var derfor, at adap-
tation af disse kloner til klorfrigivende biocider kunne vaere en medvirkende arsag til udfordrin-
gerne med at fierne dem fra hospitalsmiljget. Det var derfor relevant at sammenligne disse klo-
ners falsomhed med VREfm kloner som kun isoleres sporadisk, samt at sammenligne med van-
comycin falsomme E. faecium (VSEfm), for at undersgge om en eventuel gget tolerance kunne
vaere associeret med vancomycin resistens. Herudover blev der foretaget en sammenligning
med E. faecium som ikke er associeret med hospitaler, for at fa et indblik i den generelle fgl-
somhed over for klorfrigivende biocider.

Folsomhed overfor klorfrigivende biocider

| projektet undersagtes en bakteriesamling pa 59 E. faecium isolater fra dyr og mennesker, som
inkluderede vancomycinresistente og -felsomme, samt en saerlig gruppe resistente enterokok-
ker, der har veeret hyppigt forekommende de sidste ar, nemlig de vancomycin variable E. fae-
cium (VVEfm). Ved analyser af disse fandt vi, at den gennemsnitlige hgjeste koncentration af
frit klor, som bakterierne kunne overleve efter 10 min. eksponering var 415 milliontedel (ppm).
Denne veerdi er overraskende teet pa den anbefalede brugskoncentrationen ved 10 min kontakt-
tid, som er pa 1000 ppm. Som forventet pavirkede en gget koncentration sandsynligheden for
vaekst negativt. Ved sammenligning af de forskellige grupperinger af isolater blev der imidlertid
ikke fundet grupper, som var statistisk signifikant mere tolerante end andre grupper.

Ved mere dybdegaende undersagelse af et udvalg af 6 bakteriestammer ved forskellige kon-
takttider, samt gget tid til regenerering efter kloreksponering, sas en signifikant positiv effekt af

Miljgstyrelsen / Enterokokkers falsomhed overfor klorfrigivende biocider 7



begge disse faktorer pa sandsynligheden for veekst. En lavere kontakttid gav @get sandsynlig-
hed for vaekst, ligesom leengere tids inkubering efter endt eksponering gav gget sandsynlighed
for vaekst, ogsé ved hgjere koncentrationer, endda ved koncentrationer over den anbefalede
brugskoncentration.

Overlevelse pa overflader og effektivitet af preeimpraegnerede klorklude

For at bakterier kan overleve i hospitalsmiljget kreever det, at de kan overleve udtgrring pa over-
flader. Det er tidligere vist, at enterokokker har netop denne evne, men det er uklart hvor mange
der overlever og hvor laenge. Dette er vigtigt med henblik pa at estimere risikoen for spredning
fra overflader til patienter. For at estimere denne overlevelse blev ca. 105 VREfm spredt pa
testarealer af 25 cm? og henfaldet estimeret ved pladespredning. Efter 8 dage fandt vi at der var
under 2 log reduktion i antallet af bakterier (> 5*10% CFU tilbage), og efter 27 dage kunne der
stadig genfindes levende bakterier pa overfladerne (ca. 102). Den lange overlevelse viser med
al tydelighed, hvor vigtigt det er med tilstraekkelig rengering og desinfektion.

| de senere ar er desinfektion med prae-impraegnerede klorklude blevet mere udbredt pa hospi-
talerne. Derfor var det vigtigt at undersgge, om disse har tilstrackkelig effekt, da kludene er god-
kendt med en kontakttid pa kun 2 min. Her viste vores resultater, at antallet af bakterier pa
overfladerne skulle veere > 107 fgr bakterier kunne genfindes efter overtgrring med klorkluden,
selv nar et opformeringstrin var tilfgjet. Det tyder saledes p3, at effekten af overterring med
klorklude er hgj ved de forhold det er testet under i laboratoriet.

Vurdering af effluksaktivitet

Der mangler basal viden om arsagerne til, at nogle E. faecium kloner synes mere succesfulde i
hospitalsmiljget end andre. En fordel kunne veere tilstedeveerelse eller foraget aktivitet af effluks-
pumper, hvilket vil gare bakterierne bedre i stand til at skille sig af med skadelige stoffer, herun-
der antimikrobielle stoffer. Stammesamlingen (n = 59) blev screenet for evnen til at udskille
ethidiumbromid (EthBr), et substrat for efflukspumper, som desuden er fluorescerende og derfor
kan monitoreres. Meget interessant viste resultaterne, at de hospitalsassocierede kloner gene-
relt havde bedre evne til at udskille EthBr sammenlignet med ikke hospitals-associerede isolater,
hvilket tyder pa, at de hospitalsassocierede bakterier har en hgjere effluksaktivitet end andre.
De 11 isolater som var bedst til at udskille EthBr var alle hospitalsisolater, og 10 af disse var
desuden VREfm. Disse resultater blev bekraeftet ved yderligere en effluksaktivitetsmaling, som
malte EthBr Igbende over et tidsinterval pa 6 timer.

Konklusion

Samlet kan det konkluderes at anbefalingerne til kontakttid og koncentration skal overholdes for
at sikre den baktericide effekt af klorfrigivende biocider overfor E. faecium, samtidigt viser over-
levelsen pa overfladerne at rengering og desinfektion er essentiel for at undga transmission af
VREfm fra kontaktflader til patienter og personale. Det virker heldigvis til at de praeimprasgne-
rede klorkulde har meget god effekt under de forhold de hér er undersagt.

Hgj effluksaktivitet kan veere medvirkende til bedre overlevelse for hospitalsassocieret E. fae-
cium, f.eks. hvis disse er i kontakt med sub-letale koncentrationer af antimikrobielle stoffer.
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4. Summary

This report describes the development of methods for assessing the effectiveness of biocides.
The methods were applied to analyze a bacterial species, which courses difficulties to infection
control in hospital environments. In the project, a suspension test method has been developed
with which sensitivity to biocides can be effectively investigated at different concentrations and
with varying exposure times simultaneously. The project centers on the bacterial species, En-
terococcus faecium, and its survival and resuscitation after exposure to chlorine-releasing bio-
cides, as well as survival on surfaces before and after disinfection. In addition, the ability of
bacteria to excrete (efflux) potentially harmful substances across their bacterial cell membrane
has been investigated.

Enterococcus faecium (E. faecium) is important as an increasing cause of hospital-acquired
infections, i.e. infections that are acquired by patients during they hospitalization. These infec-
tions give rise to prolonged hospitalizations, increased mortality rates and associated substantial
economic burden. Particularly problematic is the increased incidence of E. faecium that are re-
sistant to vancomycin, an antibiotic used to treat severe infections. Great efforts are made, such
as screenings, detection and tracing, isolation of infected patients as well as carriers. Cleaning
and disinfection are intensified in cases of outbreaks were more the one patient is infected in a
department to avoid further spread of vancomycin resistant E. faecium (VREfm). Despite these
measures, repeated outbreaks occur and certain variants (clones) of VREfm are overrepre-
sented in these outbreaks.

The aim of this project was thus to develop a method by which a larger collection of bacteria
could be examined to address whether VREfm and E. faecium in general have developed in-
creased tolerance to the recommended disinfectant used to control outbreaks of VREfm, namely
chlorine-releasing biocides, here especially sodium dichlororisocyanurate (NaDCC) and sodium
hypochlorite (NaOCI). Research has shown that certain clones of VREfm persist in the hospital
environment and repeatedly cause outbreaks with transmission between patients. One hypoth-
esis in the project was that adaptation of these clones to chlorine-releasing biocides could be a
contributing factor to the challenges of removing them from the hospital environment. Comparing
the susceptibility of these outbreak clones with VREfm clones which are isolated only sporadi-
cally, as well as to vancomycin sensitive E. faecium (VSEfm) was performed to investigate
whether any increased tolerance could be associated with vancomycin resistance and outbreak
clones. In addition, a comparison was made with E. faecium which are not associated with hos-
pitals, to get an insight into the general sensitivity towards chlorine-releasing biocides.

Sensitivity to chlorine-releasing biocides

The project examined a bacterial collection of 59 isolates which contained vancomycin resistant
and sensitive E. faecium isolated from animals and humans as well as a special group of re-
sistant enterococci that have arisen in recent years, the vancomycin variable E. faecium
(VVEfm). Upon analysis of the collection, we found the average highest concentration of free
chlorine that the bacteria could survive after 10 min. exposure to be 415 parts per million (ppm).
This value is surprisingly close to the recommended in-use concentration at 10 min contact time,
which is 1000 ppm. As expected, increasing the concentration negatively affected the probability
of growth. However, when comparing the different groups of isolates, no groups were found
statistically significantly more tolerant than other groups.

Upon more in-depth examination of a sample of 6 bacterial strains at different contact times, as
well as increased time to regeneration after chlorine exposure, a significant positive effect of
both of these factors was seen on the probability of growth. A lower contact time as well as
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longer incubation gave an increased probability of growth at higher concentrations, even at con-
centrations above the recommended in-use concentration (1000 ppm).

Survival of bacteria on inanimate surfaces in the hospital environment requires ability to survive
dehydration on surfaces. It has been previously shown that enterococci have this ability, but it
is unclear how many survive and for how long. This is important in order to estimate the risk of
transmission from inanimate surfaces to patients. To estimate this survival, approx. 10° per 25
cm? of VREfm were spread on surfaces and survival estimated by culturing on plate. After 8
days we found less than 2 log reduction in the number of bacteria (> 5 x 10%), and after 27 days,
living bacteria could still be found on the surfaces (approx. 102). The prolonged survival clearly
emphasize the importance of adequate cleaning and disinfection.

In recent years, disinfection with pre-impregnated chlorine wipes has become more prevalent in
hospitals. Therefore, it was important to investigate whether these have a sufficient effect, as
the wipes are approved with a contact time of only 2 min. Here, our results showed that the
number of bacteria on the surfaces had to be > 107 before bacteria could be recovered after
wiping with a chlorine wipe, even when an enrichment step was added. Thus, it suggests that
the effect of wiping with chlorine wipes is high under the conditions it has been tested in the
laboratory.

Assessment of efflux activity

There is a lack of basic knowledge about the reasons why some E. faecium clones seem more
successful in the hospital environment than others. One reason could be the presence or in-
creased activity of efflux pumps, which will enable the bacteria to better dispose of harmful sub-
stances, including antimicrobials. The collection of isolates (n = 59) was screened for the ability
to secrete ethidium bromide (EthBr), a substrate for efflux pumps, which is also fluorescent and
can thus be measured. Very interestingly, the results showed that the hospital-associated clones
generally had a greater ability to secrete EthBr compared to non-hospital-associated isolates,
suggesting that the hospital-associated E. faecium have a higher efflux activity than other E.
faecium. The 11 isolates that were best at EthBr efflux were all hospital-associated isolates, and
10 of these were resistant to vancomycin. These results were confirmed by an additional active
efflux assay, which measured EthBr continuously over a time interval of 6 hours.

Conclusion

Overall, it can be concluded that the recommendations for contact time and concentration must
be very carefully followed to ensure the bactericidal effect of chlorine-releasing biocides against
E. faecium. At the same time, the survival on surfaces show that cleaning and disinfection are
essential to avoid the transmission of VREfm from inanimate surfaces to patients and staff. For-
tunately, it seems that pre-impregnated chlorine wipes have a good efficacy under the conditions
tested here. Finally, hospital-associated E. faecium appears to have high efflux activity relative
to other E. faecium bacteria, indicating that this activity may be particularly useful in the hospital
environment. Further analyzes will be needed to determine what types of substances are ex-
ported out of the cells.

10 Miljgstyrelsen / Enterokokkers falsomhed overfor klorfrigivende biocider



5. Introduktion

51 Baggrund

5.1.1 Hospitalsassocierede infektioner med enterokokker
Hospitalsassocieret infektion ogsa kaldet hospitalserhvervet- eller nosokomiel infektion, er en
infektion som patienter erhverver i forbindelse med en indlaeggelse pa hospitalet. Disse infekti-
oner udger et stort problem for patienters sikkerhed, idet de er forbundet med foraget dadelig-
hed og forlaenget hospitalsindlaeggelse. De er desuden forbundet med vaesentlige gkonomiske
omkostninger pga. forleengede eller gentagne hospitalsindlaeggelser. Flere forskellige bakterier
kan forarsage disse infektioner, men de er karakteriseret ved at ofte veere multiresistente over
for antibiotika, generelt vanskelige at behandle, og have en udtalt evne til at overleve i hospi-
talsmiljget pa trods af den omfattende rengering og hygiejne som udvises [1,2]. Til denne kate-
gori hgrer de vancomycin resistente enterokokker.

Enterokokker er tarmbakterier naturligt forekommende hos raske mennesker og dyr, og pa trods
af den lave virulens har de ikke desto mindre vist sig i stigende grad at kunne forarsage infekti-
oner. Hos mennesker er det primeert de to arter Enterococcus faecalis (E. faecalis) og Entero-
coccus faecium (E. faecium), som kan forarsage infektion. Af disse har iseer vancomycin resi-
stente E. faecium (VREfm) vist sig at vaere en seerlig udfordring i forbindelse med hospitalsin-
fektion [1]. De vancomycin resistente enterokokker (VRE) er resistente overfor glycopeptidet,
vancomycin, som blandt andet bruges til at behandle alvorlige stafylokok infektioner, samt diarré
med Clostridium difficile. Generelt er infektioner med E. faecium problematiske og nogle studier
finder at VREfm infektioner er forbundet med a@get gskonomisk byrde og dgdelighed [3,4], mens
andre studier ikke finder statistisk signifikant hgjere dgdelighed sammenlignet med infektioner
med vancomycin sensitive enterokokker (VSE) [5,6].

E. faecium kan give infektion i blodbanen, med heraf fglgende blodforgiftning, urinvejsinfektion,
sarinfektion, inklusiv post kirurgiske infektioner og disse opstar typisk efter behandling med an-
tibiotika [7]. Risikofaktorer associeret med VREfm infektioner er leengerevarende hospitalisering,
katetre i blodbanen og/eller urinvejen, patienter med post kirurgiske sar, sveekkede patienter
med nedsat immunforsvar og hgj alder [7]. Enterokokker besidder en general iboende resistens
overfor et antal fgrstevalgs antibiotika, inklusiv cephalosporiner. Har bakterien desuden erhver-
vet vancomycin resistens, bliver behandlingsmulighederne begraenset til nogle fa antibiotika
med hgjere bivirkningsprofil [8]. Derfor vaekker den stigende forekomst af VREfm infektioner
bekymring i Danmark sa vel som globalt [9,10]. Forekomsten af VREfm var tidligere meget lav i
Danmark, men fra 2012, hvor der var 54 tilfaelde af VRE, har der veeret en kraftig stigning, sale-
des at antallet er steget til 660 i 2019, og 11% af de enterokokker der bliver isoleret fra infektioner
i blodbanen er VRE [11,12], se figur 1.
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FIGUR 1. Enterokokker. Antal isolater og antal vancomycin resistente invasive isolater (%) fra
mennesker i Danmark i perioden 2010-2019. Invasiv vil sige isoleret fra blodbanen eller ryg-
marvsvaeske. a) Viser det totale antal invasive isolater per ar. b) viser hvor mange af isolaterne
der er vancomycin resistente. Antallet (n) viser hvor mange isolater der blev registreret i 2019.
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VRE FAKTABOKS

* VRE er en tarmbakterie, som er blevet
resistent overfor Vancomycin (antibiotika)

e« VREKkan overleve i miljget i op til 4 maneder

* VRE smitter faekalt — oralt

* VREeridefleste tilfaslde en basrertilstand

* VREKkan give anledningtil alvorlig sygdom,
hvis den kommer over i blodet

e VVRErammer is&r personer 65+, som har faet
behandling med antibiotika indenfor den
seneretid og som samtidig er meget syge

* VRE beerertilstand kan ikke behandles, men
bakterien vil pa sigt blive udkon kurreret af den
normale tarmflora

*» VRE basrertilstand forebygges ved omhyggelig
handhygiejne eftertoiletbeseg og fer
indtagelse af mad og drikke

En stor del af de patienter, der far kon-
stateret VREfm under hospitalsindleeg-
gelsen bliver ikke syge af den, men bae-
rer bakterien i mave-tarmkanalen uden
symptomer i en symptomfri baerertil-
stand. Som det er tilfaeldet med VREfm
infektioner, fremmes denne baerertil-
stand betydeligt af forudgaende behand-
ling med antibiotika, hvorefter patienten
kan risikere at bliver "overkoloniseret"
med VREfm i tarmen. Denne gruppe pa-
tienter udger en betydelig risiko for
spredning af VREfm til andre patienter
via hospitalsmiljget. Dette betyder ogsa,
at smitten med VREfm péa hospitalerne
sker primeert via kontakt, haender og ud-
styr.

For nuvaerende isoleres patienter der konstateres med VREfm under hele hospitalsindlaeggel-
sen samt igen, hvis vedkommende bliver genindlagt indenfor 6 maneder. Herudover screenes
patienter, som har ligget pa samme stue. Er en eller flere positive bliver de ligeledes isoleret, og
alle afdelingens patienter screenes. Findes der yderligere en eller flere positive pa afdelingen
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defineres det som et udbrud. Ved udbrud screenes alle patienter, som ikke allerede er kendte
baerere, én gang per uge indtil der ikke findes flere nye tilfaelde. Desuden udleveres der infor-
mationsfolder til de inficerede patienter. Alt dette for at bremse overfarsel af bakterien. Endvi-
dere ivaerkseettes der seerlig rengering og desinfektion pa isolationsstuerne, hvilket kan supple-
res med andre arealer og kontaktpunkter ved udbrud péa en afdeling. Slutrengeringen foretages
enten med renggring samt klorfrigivende desinfektionsmiddel eller med rengering og en ma-
skine der forstgver hydrogenperoxid. Procedurerne beskrevet ovenfor er geeldende for Region
Hovedstaden [3]. Region Sjeelland og Region Midt foretager ogsa screeninger (personlig kom-
munikation, Laege Mette Pinholt, KMA Hvidovre).

5.1.2 Valg af biocid

P4 de danske hospitaler vil der, efter en forudgdende renggring med detergent, typisk blive
anvendt et klorfrigivende biocid enten i suspension eller i preeimpreegnerede klude til daglig
desinfektion pa isolationsstuer. Dog kan udstyr blive desinficeret med 70-85 % v/v ethanol,
men pa starre overflader anvendes klor [4].

Et hyppigt anvendte biocid er natriumdichloroisocyanurate inkluderende detergent (NaDCC
Plus) hvor brugskoncentrationen laves ud fra tabletter. Praeimpraegnerede klude indeholdende
enten NaDCC plus eller natriumhypoklorit (NaOCI) uden detergent er dog blevet meget ud-
bredt.

I vandig oplasning eksisterer klorin pa tre former: klormolekyler (CI?), hypoklorsyre (HOCI) og
hypoklorit (OCI), disse betegnes sammen som frit klor eller pa engelsk "free available
chlorine” (FAC) eller "free residual chlorine”.

Den baktericide effekt af klorfrigivende biocider ligger primeert i frigivelsen af hypoklorsyre
(HOCI) og i det mindre aktive hypoklorit (CIO-). Hypoklorsyre (HOCI) betegnes ogsa aktivt klor
og er en svag syre, som i vandig oplgsning vil dissociere til OCI + H*- afheengigt af pH (ligning
1). Klorfrigivende biocider er oxiderende og har et bredt antimikrobielt spektrum. Virkningsme-
kanismen er ikke fuldsteendigt klarlagt, men involvere flere angrebspunkter. HOCI kan treenge
over cellevaeggen og membranen og aktiviteten er forbuden med haemning af enzymaktivitet
ved oxidation af sulfphydrylgrupper, samt skadelig effekt pa DNA syntesen. Formentlig bliver
der ogsa dannet frie radikaler som yderligere skader cellen [5-8].

HOCI + OH- = OCI + H* + OH- (ligning 1)
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FIGUR 2. Ligevaegten af hypoklorsyre (HOCI) og hypoklorit (OCI") i vandig oplgsning som funk-
tion af pH. Figur 1 i reference [5].

NaDCC har flere fordele over NaOCIl. NaDCC er stabiliseret i en ca. 50% ligeveegt mellem

bundet og ubundet frit klor, hvilket betyder at der er et reservoir af HOCI, som bliver frigivet ef-
terhanden som det frie klor bliver brugt. NaDCC bliver inaktiveret signifikant mindre af plasma
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komponenter sammenlignet med NaOCI og er mindre fglsom over for organisk materiale. En
anden fordel er pH som er lavere, og saledes favoriseres det 40-80 gange mere baktericide
hypoklorsyre fremfor hypoklorit. Der er vist en noget bedre aktivitet overfor vegetative bakterier
under rene forhold og en signifikant bedre aktivitet under beskidte forhold sammenlignet med
NaOCI. Dog er effekten overfor sporer vist lavere for NaDCC sammenlignet med NaOCI, sa-
fremt NaOCI bliver justeret til neutral pH [6,7,9,10].

5.1.3 Vancomycin resistens og VRE

Vancomycin er et glycopeptid antibiotikum og bakterier bliver resistente ved at fa tilfart en rackke
gener som er indeholdt i det sakaldte van operon. | bakterier, som er falsomme overfor vanco-
mycin binder stoffet til byggestene i bakteriens cellevaeg saledes at de ikke kan krydsbinde og
vaeggen ikke faerdigsyntetiseres. | de vancomycin resistente bakterier er cellevaeggens bygges-
tene aendret en lille smule saledes at vancomycin ikke kan binde sig, og cellevaegssyntesen
derfor godt kan finde sted. Der findes forskellige former for vancomycin resistens som relaterer
sig til forskellige former for celleveegsmodifikationer, men i Danmark er det vanA typen, som er
den mest dominerende. VanA giver anledning til et hgjt resistensniveau mens vanB resistens
ogsa kan forekomme og typisk giver anledning til en lidt lavere resistens [14,15].

Udover at der kan findes forskellige former for vancomycin resistens kan VREfm ogsa under-
inddeles pa baggrund af deres genome-sekvenser. Pa baggrund heraf kan man se at frem til
2017 var den dominerende sekvenstype (ST) og core-genom type (CT) ST203/CT859 med 63%
af de kliniske isolater tilhgrende denne undergruppe, mens fra 2018 og frem har det veeret
ST1421/CT1134 der har vaeret den mest forekommende type, der har udgjort 34% af isolaterne
[14]. En udfordring med de sidstnaevnte bakterier er, at de er sakaldt "vancomycin-variable" E.
faecium (VVEfm). Den gruppe af bakterier har en variant af vanA operonet, som er muteret og
derfor ikke som udgangspunkt udtrykker vancomycin resistens. Dette betyder, at nar traditio-
nelle resistensmalinger foretages er bakterierne felsomme, men hvis de udsaettes for vancomy-
cin opstar der suppressor mutationer, og disse mutationer kan ggre at bakterierne bliver resi-
stente. Disse bakterier kraever en PCR test som genkender gener i van operonet for at blive
detekteret [16—19]. Region Hovedstadens hospitaler udfgrer denne PCR som standard pa E.
faecium isolater.

5.1.4 Biocid felsomhed

I modsaetning til antibiotika anses de fleste biocider for at ramme multiple makromolekyler i
bakterieceller inklusiv protein, DNA, lipider og celle membraner [11]. Dette medvirker til, at det
kan vaere vanskeligt, at opna egentlig resistens overfor biocider, omend der findes undtagelser,
hvor f.eks. triclosan resistens kan opsta ved punktmutation i lipidsyntese gener [12], og resistens
overfor kvartenaere ammonium kan forekomme i celler som indeholder gac gener, og som derfor
er bedre til at udskille denne gruppe af stoffer [13]. En anden grund til at man sjeeldent taler om
biocid resistens er, at de biocidkoncentrationer som anvendes til desinfektion langt overstiger
den baktericidale koncentration, altsd den koncentration der skal til for at sla bakterier ihjel.
Derfor taler man om "nedsat fglsomhed” eller "@get tolerance”, nar bakteriers evne til at blive
slaet ihjel af biocider pavirkes. Dette har ogsd medfart, at man i praksis har anset det for mindre
vaesentligt at kende niveauet af tolerance/nedsat falsomhed, eftersom sadanne sendringer ikke
har veeret vurderet at kunne pavirke effekten af et givent desinfektionsmiddel.

| de seneste ar er der dog studier der tyder pa at bakterier kan udvikle tolerance over desinfek-
tionsmidler, og at denne tolerance maske kan pavirke vores evne til at desinficere. Som et ek-
sempel herpa undersegt en gruppe forskere i Australien, E. faecium bakterier indsamlet fra hos-
pitalerne i perioden fra 1997 frem til 2015 for deres folsomhed overfor alkohol. Generelt anven-
des alkohol-baserede desinfektions midler i stor udstreekning i forbindelse med handhygiejne,
og disse produkter har typisk et indehold pa 70% (v/v) af isopropyl eller ethylalkohol [14]. Ana-
lyserne viste at bakterier indsamlet efter 2010 var mere end 10 gange sa tolerante overfor alko-
hol som de bakterier, der var isoleret far 2010. Forfatterne konkluderede at E. faecium er i stand
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til at adaptere sig til hospitalsmiljget og at deres tilpasning til biocider udger en veesentlig risiko-
faktor i forhold til bekaempelse af hospitalsinfektioner [14].

Nedsat falsomhed overfor biocider har ogsa veeret misteenkt for at veere forbundet med nedsat
felsomhed overfor antibiotika. Bakterieceller har naturligt evnen til at udskille (eller "efflukse")
en lang reekke ugnskede stoffer og samtidig kan de erhverve gener, der koder for egentlige
"multidrug” efflukssystemer [15]. Eftersom de samme systemer kan handtere mange forskellige
stoffer, kan mutationer som gger effluksaktiviteten af et biocid samtidig @ge aktiviteten overfor
et antibiotikum, og dermed ggre cellen i stand til at overleve en antibiotikabehandling (figur 3).
At der kan forekomme krydstolerance har veeret vist i adskillige studier sasom i analyser af
Salmonella hvor eksponering til fire forskellige typer biocider resulterede i mutationer som ggede
effluksaktiviteten, og som nedsatte fglsomheden overfor en raekke forskellige antibiotika [16].
Disse resultater viser, at eksponering til biocider kan have en meget uheldig pavirkning pa bak-
terier i tilfeelde, hvor desinfektionen ikke er virksom.
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FIGUR 3. Efflukspumper i gram-positive bakterier. De fem familier af pumper er vist: ABC-trans-
portere, som er drives af ATP; MFS, MATE, SMR og RND, som alle drives af protoners bevae-
gelseskraft (proton motive force). Der er vist eksempler identificerede pumper i de forskellige
familier, samt hvilke substrater man ved de kan pumpe. Figur modificeret fra [17].

5.1.5 Maling af biocid felsomhed

Malinger af bakteriers resistens overfor antibakterielle stoffer i suspension har iseer veeret foku-
seret pa antibiotika, hvor bestemmelser af minimale inhibitoriske koncentrationer (MIC) og mi-
nimale bactericidale koncentrationer (MBC) ved eksponering i 18-22 timer har veeret grundlaeg-
gende. De to bestemmelser adskiller sig fra hinanden ved at man ved MIC-bestemmelserne
undersgger et givent stofs evne til at forhindre vaekst, mens man ved MBC er interesseret i at
bestemme stoffets evne til at draebe bakterieceller. Begge metoder kraever at der analyseres pa
fortyndingsraekker af bakterier i 96-brgndsplader, men isser MBC-bestemmelserne er tidskree-
vende, da de kreever udpladninger pa agarplader for at vurdere, hvorvidt bakterierne er i stand
til at vokse. Derfor anvender mange studier kun MIC-bestemmelser, selvom der ikke altid er
korrelation imellem MIC og MBC, som det er eksemplificeret i figur 4, hvor to bakterier har
samme MIC-veerdi, men draebes meget forskelligt af et antibiotikum [18].
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FIGUR 4. Her vises drabskurver ved behandling med antibiotika for to bakteriestammer med
forskellige niveauer af tolerance. Den tolerante stamme blev udviklet ved at udsaette den oprin-
delige stamme (ancestral strain) for intermitterende behandlinger med antibiotika. Den minimale
inhibitoriske koncentration efter 24 timer er den samme for de to stammer, men den tolerante
stamme bliver draebt i mindre grad og meget langsommere. Det langsommere drab kan ses ud
fra tiden det tager at opna drab af 99% af populationen (MDKaog). Figur 1 i referencen [18].

Brauner et al. (2017) har fremsat en ny protokol for maling af tolerance og persistens, som ikke
bliver evalueret ved brug af traditionelle MIC-bestemmelser. Malet kalder de “minimum duration
for killing 99%” (MDKog) for en populationen. Kort foregar det saledes at parallelle populationer
af 100 bakterier eksponeres i mikrotiterplader (96-brgnde) for forskellige koncentrationer af an-
tibiotika til forskellige tider. Ved observation af udfaldet, om der er nogle overlevne bakterier eller
ej efter antibiotikaet er blevet vasket vaek (vaekst/ikke-vaekst), kan det afleeses eller beregnes,
hvor lang tid det tager at eliminere de 100 bakterier, og denne veerdi er MDKagg (figur 4). En
anden traditionel made at male drab pa er ved drabskurver (kill-curve kinetics), disse er dog
arbejdstunge og kan ofte kun méale udfald for én koncentration ad gangen, hvorfor MDKgg me-
toden har mange fordele og tilmed kan automatiseres [18].

Til evaluering af biociders effektivitet overfor bakterier i suspension findes der en europaeisk
standard, DS/EN 13727 + A1 “Kvantitativ suspensionsprgve til evaluering af desinfektionsmid-
lers bakteriedraebende virkning inden for den medicinske omrade” [19,20]. Standarden foregar
typisk ved at bakterierne eksponeres for biocidet til den koncentration og eksponeringstid anfart
af producenten (evt. ogsa kortere tid), hvorefter biocidet neutraliseres og en mindre del af blan-
dingen plades ud pa agarplader, som inkuberes og herefter teelles antal overlevne bakterier som
kolonier pa agarpladerne. | standarden gar man efter at kvantificere > 5 log reduktion af bakte-
riepopulationen (99,999 % drab) fer et biocid betragtes som tilstraekkeligt effektivt. Denne me-
tode har de samme ulemper som beskrevet for drabskurver ovenfor.

Derfor har vi i dette projekt kombineret de to ovenfor beskrevne metoder. Dette muligger test af
koncentrationsgradienter til forskellige kontakttider simultant, hvilket ville vaere en stor opgave
ved brug af standardtesten alene. Samtidigt var Brauner et al.’s protokol ikke direkte overfarbar,
da praksisrelevante eksponeringstider for biocider er meget kortere end ved antibiotika behand-
ling [31].

Til vurdering af preeimpraegnerede klude, eller klude dyppet i biocid, findes en standard (4-field

test) DS/EN 16615:2015 "Kemiske desinfektionsmidler og antiseptika - Kvantitativ prgvnings-
metode til evaluering af bakterie- og svampedraebende virkning pa ikke-porgse overflader med
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mekanisk behandling ved brug af servietter inden for det medicinske omrade”. Metoden bygger
pa vigtige principper, som standardisering af prgvetagningsareal, standardiseret tryk ved over-
terring af overfladen og ens tid til svabring af overflader, samt mange af de samme krav som
fundet i standarden for suspensionstest DS/EN 13727 + A1. Denne standard har dannet grund-
lag for de eksperimentelle forsag som er kommunikeret i naervaerende rapport.

5.2 Formal og hypoteser

Den ggede forekomst af hospitalserhvervede infektioner med vancomycin resistente og variable
Enterococcus faecium (VREfm og VVEfm) er bekymrende. Tiltagene for at bremse transmissi-
onen af smitte mellem patienter (isolering af patienter med infektion, samt smitteopsporing og,
sa vidt muligt, isolering af identificerede raske smittebaerere, personalets brug af vaernemidler
og eget frekvens af renggring og desinfektion ved udbrud), kan i mange tilfeelde bremse og
stoppe udbrud, men dette tager kortere eller laengere tid. Udbrudskloner nar at smitte flere pa-
tienter, hvilket tydeliggere at transmission foregar, og visse kloner er overrepraesenterede pa
tveers af hospitaler og regioner.

Smitte fra patient til patient kan forega via en raekke forskellig transmissionsveje. | dette projekt
har vi valgt at fokusere pa effektiviteten af desinfektion og overfladedesinfektionen overfor
VREfm, samt E. faecium’s evne til at udskille et skadeligt stof over cellevaeggen.

5.2.1 Projektets overordnede hypoteser

1) At hospitalsassocierede VREfm’s og VVEfm'’s nedsatte falsomhed overfor biocidet an-
vendt til desinfektion er en medvirkende arsag til den ggede forekomst af disse infek-
tioner og udfordringerne med at bremse udbrud.

2) At udbrudsklonernes succes skyldes hgj tolerance overfor biocidet og saledes mulig-
hed for overlevelse i miljget i laengere tid, hvilket gger risikoen for gentagne udbrud
med samme klon.

3) At korte eksponeringstider, saerligt ved brugen af preeimpreegnerede klorklude, giver
anledning til inadeekvat desinfektion, som kan veere en arsag til get overlevelse i hos-
pitalsmiljget og derfor @get spredning.

4) Atde hospitalsassocierede VREfm’s og VVEfm’s har gget evne til at udskille skadelige
stoffer og cellevaeggen, og saledes potentielt taler de antimikrobielle stoffer de bliver
udsat for bedre sammenlignet med samfundsassocierede E. faecium.

5.2.2 Formal

Hovedformalet var at undersgge om en nedsat felsomhed overfor klorfrigivende biocider kunne
veere en forklarende faktor bag den ggede forekomst af VREfm og VVEfm infektioner og om
udbrudsklonerne havde seerlig hgj tolerance og saledes potentielt en fordel i hospitalsmiljget.
Desuden ville vi undersgge om nogle VRE stammer var bedre til at udskille skadelige stoffer
over deres cellemembran end andre og dermed udviste aget effluksaktivitet. Dette blev belyst
gennem fglgende delformal:

1) Udvikling af en dosis-respons screeningsmetode til karakterisering af biocidfglsomhed
hvormed en udvalgt samling af 58 danske E. faecium isolaters kunne evalueres overfor
praksisrelevante koncentrationer af det klorfrigivende biocid NaDCC.

2) Sammenligning af E. faecium isolaternes fglsomhed ift. deres forskellige genetiske
baggrunde for at anskueligg@re om der er faenotypiske tegn pa adaptation.

3) Foretage tids-dosis-respons forsgg for at undersgge hvorledes drabseffekten af bioci-
det bliver pavirket af biocideksponeringstiden, samt inkuberingstiden for bakterierne
efter endt eksponering.

4) Overlevelse af VREfm pa en overflade, samt overlevelse efter overtgrring med praeim-
praegnerede klorklude blev foretaget for at vurdere desinfektionseffektivitet.
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5) Undersggelser af E. faecium’s evne til at udskille et skadeligt stof, for at anskueligggre
om dette kan vaere en arsag til @get overlevelsesmuligheder isser med henblik pa er-
hvervede effluksgener knyttet eller ikke knyttet til vancomycin resistens.

5.3 Valg af bakterieisolater

Totalt blev 58 danske E. faecium isolater og én E. faecium type stamme (ATCC 19434) udvalgt.
Af disse var 40 isolater hospitalsassocierede, mens 18 var samfundsassocierede (bilag 1).

De hospitalsassocierede kliniske isolater og screeningsprgver er udtaget fra patienter pa danske
hospitaler (2015-2019). Der blev primaert udvalgt isolater fra urinvejsinfektioner, for at give en
bedre sammenlignelighed. Ved udvaelgelsen blev der lagt vaegt pa at have flere isolater af en
dominant VREfm og VVEfm udbrudsklon, samt VREfm isolater ikke associeret med udbrud, og
VSEfm isolater samlet fra hospitaliserede patienter.

De 18 var samfundsassocierede isolater bestod af VSEfm humane isolater fundet i kliniske prg-
ver fra ikke-hospitaliserede patienter i 2013 og VSEfm isolater fra dyr (2007-2016).

5.4 Valg af biocider

NaDCC Plus (ActiChlor Plus) undersagt i denne rapport er tilsat adipinsyre og natriumbicorbonat
og har saledes buffer kapacitet, som saenker pH i brugsoplasningen til pH 5,5 — 6,5 og holder
denne mere stabil, hvilket bevirker at stgrstedelen af det frie klor vil veere aktivt klor pa HOCI
formen. Desuden indeholder tabletterne detergent [21].

Af sikkerhedsdatabladet for de preeimpreegnerede klorklude fremgar det at de indeholder NaOCI
med pH 8,5-9,5 og en koncentration af aktivt klor (HOCI) pa minimum 1000 ppm (1000 — 7500
ppm) [22].

Studier hvor stgrre stammesamlinger af E. faecium er undersggt for deres felsomhed overfor
klorfrigivende biocider, er os bekendst, ikke foretaget, derfor var det relevant at undersgge effek-
tiviteten over for en bredere stammesamling af danske E. faecium isolater.
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6. Materialer og metoder

6.1 Stammesamling

Totalt blev 58 danske E. faecium isolater og én E. faecium type stamme (ATCC 19434) ud-
valgt. Af disse var 40 isolater hospitalsassocierede, mens 18 var samfundsassocierede (bilag
1).

De hospitalsassocierede kliniske isolater og screeningsprever er udtaget fra patienter pa dan-
ske hospitaler (2015-2019), alle helgenomsekventeret. Isolaterne var primeert fra urinvejsinfek-
tioner. Isolaterne blev udvalgt, sa de bestod af:

a) VRE udbrudsklon: 10 VREfm (ST203/CT859/CT1051/CT1507)

b) VVE udbrudsklon: 5 VVEfm (ST1421/CT1134)

c) Ikke-udbrudskloner: 10 VREfm med ST/CT typer som sjaeldnere er blevet isoleret, som er
sekventeret i forbindelse med et tidligere studie [23]

d) Vancomycin fglsomme isolater: 15 hospitalsassocierede VSEfm isolater af forskellige
ST/CT typer samlet fra hospitaliserede patienter, hvoraf 5 var kliniske prgver, mens 10 var fra
rektalsvaber selekteret med medie som indeholdt cefoxitin 3.5 mg/L og aztreonam 20 mg/L.

De 18 var samfundsassocierede isolater bestod af:

e) Humane vancomycin fglsomme isolater: 5 VSEfm humane isolater fundet i kliniske prover
fra ikke-hospitaliserede patienter (<30 dage) in 2013, felsomme for ampicillin og vancomycin
og genetisk adskilt fra kliniske VREfm (= 5000 enkeltnukleotidpolymorfi (SNPs)), inkluderet i
denne gruppe var type stammen ATCC 19434.

f) Vancomycin fglsomme isolater fra dyr: 13 VSEfm isolater fra dyr (2007-2016), hvoraf 7 var
kliniske isolater og 6 var fekalprgver fra raske hunde [24,25].

Alle isolater er opbevaret i 15% glycerol ved -80°C. Inden forsgg bliver de straget op pa “brain
and heart infusion” (BHI) agar (Oxoid) med 5% kalveblod og inkuberet ved 37°C over natten
(ON).

6.2 Suspensionstest

6.2.1 Forberedelse af biocid, kemikalier og neutralisering

Defineret hardt vand (HV) blev fremstillet som bekrevet i dansk/europaeiske standard DS/EN
13727 [19] og bestod af destilleret vand, 1.2 mM MgClz (Sigma-Aldrich), 2.5 mM CaCl2
(Merck), and 3.3 mM NaHCO3 (Merck), justeret til pH 7.0 £ 0.2.

Ved hvert forsgg blev NaDCC Plus lavet friskt, ved at oplgse en NaDCC Plus tablet af 1.7 g
(ActiChlor™ Plus, Ecolab, Danmark) [21] i 100 ml HV. NaDCC Plus suspensionen vil efterfal-
gende blive betegnet frit klor med den engelske forkortelse “free available chlorine” (FAC) Plus
(plus detergent) i milliontedele (ppm). NaDCC CAS.nr. 2893-78-9.

| testpladerne, som var 96-brgndsplader (TPP® tissue culture plates, Sigma), blev FAC Plus
yderligere fortyndet i HV til slutkoncentrationer fra 1000 ppm til 50 ppm FAC Plus (0.1 —
0.005%) i screeningsforsggene og fra 1400 ppm til 200 ppm i tids-dosis-respons forsggene.
Den biocid neutraliseringsblanding (Nb) var sammensat som tidligere beskrevet [14,19] og be-
stod af autoklaveret 0.25 M KH2PO4 (Sigma-Aldrich) buffer (pH 7.2 £ 0.2) tilsat 60 mM
Na2S203 (Merck), 12.5 mM sojabgnne lecithin (Carl Roth GmbH) og 15% Tween 80 (Sigma-
Aldrich) som et 2-fold koncentrat klar til at mixe 1:1 med biocid for at neutralisere efter endt ek-
sponering.
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6.2.2 Bakteriesuspension

Bakteriesuspensionen for hver enkelt isolate blev forberedt ud fra overnatskulturer (ON) inku-
beret ved 37°C og 180 rpm ryst i BHI bouillon. Disse blev fortyndet ned, saledes at bakterie-
koncentration var ca. 1.5 x 10° (+ 0.4 log) kolonier per brgnd. Bakteriesuspensionen blev holdt
pa is ind til eksponering, for at bevare bakterierne metaboliske stadium, som bekrevet tidligere
[18].

6.2.3 Forsegsopsatning - biocidfelsomhed

En forsggsopsaetning blev udviklet som en kombination af principperne fra standarden DS/EN
13727 + A1 “Kvantitativ suspensionsprgve til evaluering af desinfektionsmidlers bakteriedrae-
bende virkning inden for den medicinske omrade” [19,20] og en tidligere beskrevet high-
throughput metode til evaluering af bakteriers tolerance overfor antibiotika [18]. Fors@gene
blev foretaget i 96-brgndsplader, hvor hvert isolat havde én reekke med en biocidkoncentrati-
onsgradient og total volumen pa 100 ul. Eksponeringstiden var 10 min, 5 min eller 3 min (+ 3
sek). Biocidet blev neutraliseret med 100 ul biocid neutraliserende blanding per brgnd. Pladen
blev centrifugeret ved 3700 rpm i 5 min ved 22 °C. Supernatanterne fijernet og bakterierne i
bunden genopslaammet i 200 ul fysiologisk saltvand. Centrifugeringen blev gentaget, super-
natanterne fiernet og 100 ul nyt BHI boullion tilsat. Pladerne blev inkuberet ved 37°C ON (20-
22 timer) og ved senere forsag yderligere 22 timer (2 x ON). Se figur 5.

1) Biocid ) ) llL AL \ — | e

3) Eksponeringstid = o
(f.eks. 10 min) 96 brendsplade 2) 10° bakterier/brend ON kultur

e

4) Neutralisering

\

5) Centrifugering 8) Nyt vaekstmedie

FIGUR 5. Undersggelse af biocidfglsomhed — basisforsggsopstilling. Se tekst for detaljer.

6.2.3.1 Screeningsforsgg

Screeningen blev foretaget pa hele stammesamlingen med en fast kontakttid pa 10 min og
hvert isolat blev undersggt i biologisk singletter eller duplikater, for duplikater blev et gennem-
snit beregnet. Slutkoncentrationerne af FAC Plus var fra 1000 ppm til 50 ppm (0.1 — 0.005%).
Udfaldet var bineert og blev registreret som veekst eller ikke-veekst i hver brgnd. Veekst indike-
rede overlevelse og opformering af mindst én af de ca. 10° E. faecium tilsat. Et isolate (VRE
2961) blev inkluderet i alle fors@g pa alle plader som en intern kontrol. De gvrige kontroller be-
stod af: a) en positiv kontrol per isolat uden biocid, b) en valideringskontrol af neutraliseringen,
hvor neutraliseringsblandingen (Nb) var tilsat biocidet inden bakterien bliver tilsat, c) negative
kontroller (HV med BHI; BHI alene; HV alene; Nb alene. Opsaetningen af en plade kan ses i
figur 5 og repreesentative resultater i figur 6.

6.2.3.2 Tidsdosisrespons

Tids-dosis-respons havde eksponeringstider pa 3 min, 5 min og 10 min og blev foretaget pa et
mindre udvalg af isolaterne. | alt 5 udbrudskloner, hvoraf 3 var VREfm (Strain ID: 1798, 2961,
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3473) og 2 VVEfm (Strain ID: 3171, 3978), samt én ATCC 19434 typestammen. Slutkoncen-
trationerne af FAC Plus var fra 1400 ppm til 200 ppm (0.14 — 0.02%). Der blev undersggt for
veekst/ikke-vaekst efter bade 1XON og 2xON. Der blev foretaget tekniske duplikater og biologi-
ske triplikater for hver isolat. VRE 2961 var inkulderet med 10 min eksponeringstid, som intern
kontrol, hvor udfaldet skulle ligge pa 400 ppm (+ 100 ppm). Opsaetningen af en plade, samt
repraesentative resultater kan ses i figur 8.

6.2.4 Statistik

Data blev analyseret vha. binzer logistisk regression med den kategoriske afhaengige variable
vaerende vaekst/ikke-vaekst og de uathaengige variable veerende: FAC koncentration, hospi-
talsassocierede isolater, humane isolater, VRE/VVE isolater, VRE udbrud, VVE udbrud. Den
generaliseret estimationsligning (GEE) blev integreret | analysen for at justere for de afhaenge
malinger af den samme isolat i samme forsgg, men under pavirkning af forskellige koncentrati-
oner. Disse observation er ikke komplet uafthaengige og skal derfor korrigeres i modellen. Stati-
stik software Rstudio blev anvendt med "geepack” og "geeglm” funktionen [26,27]. For at sam-
menligne de sammenligne de uafhaengige variables indvirken pa FAC koncentrationen, og sa-
ledes analysere for forskelle i falsomhed, blev en Tukey’s multiple comparison test foretaget i
softwaren GraphPad Prism 9.0. P < 0,05 blev betragtet som signifikant forskel.

6.3 Test af overlevelse pa overflade

VREfm spredning i hospitalsmiljget involverer overlevelse pa overflader og medicinsk udstyr,
som ikke er engangsudstyr. Her undersggte vi overlevelsen pa en lamineret overflade, samt
evaluerede effektiviteten af svabering og sammenholdt vores resultater med resultaterne fra
BactoBox® (SBT instruments), som kan male totalt antal intakte celler. BactoBox® teknologien
baseres pa flowimpedanscytometri, hvor vaesken der anskes undersagt ledes over en flow-
celle, som med et seet af mikroelektroder, med samme stgrrelse som bakterier. Mikroelektro-
derne detekterer bakterierne nar de sammen med vaesken streammer forbi. Fordelen er maling
af enkelt celler uden behov for dyrkning (intakte celler/ml), hvilket dels er hurtigt, dels en for-
del, hvis man vil male pa stressede bakterier, som kan veere sveere at fa til at gro pa medier.
BactoBox® kan diskriminere mellem andre typer partikler og dgde bakterier, s& kun intakte
bakterieceller males. Tanken med at inkludere BactoBox® var et gnske om at estimere den
generelle rengering- og desinfektionseffektivitet ved undersggelse af overflader ude pa hospi-
talerne i efterfglgende projekter.

Den interne kontrol stamme VRE2961 blev udvalgt til disse forsgg. Pa tersteriliserede laminat-
plader blev omrader af 25 cm? markeret. ON kultur blev fortyndet 100-fold og spredt pa 25 cm?
omrader med 50 ul per omrade. | en 24-brgds bakke (TPP® tissue culture plates, Sigma) blev
50 ul deponeret i brgde. Inokulum blev efterladt til at terre pa overfladerne. Den initiale inoku-
lumstarrelse blev unders@gt ved udpladning af passende fortyndinger pa BHI ager plader. Det
gennemshnitlige inokulum var ~ 10% CFU per testareal (25 cm?).

Der blev udtaget praver efter 3, 24 og 48 timer og 8 og 27 dage. Overfladen blev svabret 1
min (+ 10 sek.) med en fugtig skumsvaber (TX761 swab, IW Biomedical Tech) og opsleemmet
i 1,5 ml transportmedie (sterilt 0,45% saltvand) og vortexet i 2 min. Passende fortynder blev
dyrket pa BHI agar plader for bestemmelse af total antal CFU som blevet fundet overlevne og
dyrkningsbare fra overfladen. Fra transportmediet blev 300 ul fortyndet i 2,7 ml sterilt vand
(MilliQ, VWR) og malt pa BactoBox®, som gav antal intakte celler/ml.

Til brgnden blev der tilsat 1,5 ml transportmedie og mixet grundigt. CFU blev estimeret pa lig-
nende vis pa BHI ager og vha. BactoBox®.

BHI agar plader blev talt efter 44-48 timers inkubering ved 37°C.

Tidspunkterne 3, 24 og 48 timer blev foretaget i tekniske og biologiske duplikater, 8 og 27
dage kun i tekniske duplikater.

Overfladen blev svabret farst med fugtig svaber og herefter med tgrsvaber og begge opslaem-
met i transportmedie. Et tidligere studie har vist at svabring af overfladen med to svabere a@ger
sensitiviteten [28], hvorfor vi gnskede at undersgge om det ville veere tilfeeldet.
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6.4 Test af praeimpragneret klude til overfladedesinfektion
Praeimpraegnerede desinfektionsklude bliver i stigende grad anvendt pa hospitalerne. Vi gn-
skede at vurdere effektiviteten af de klorklude som bliver anvendt i praksis.

Den interne kontrol isolat VRE2961, samt VVEfm isolat 3978 blev udvalgt. Metoden anvendt
tog udgangspunkt i standarden EN 16615:2015 med modifikationer. Pa tarsteriliserede lami-
natplader blev omrader af 25 cm? markeret. Kolonier fra BHI plader blev opslaemmet i fysiolo-
gisk saltvand til en optisk densitet pa 1,0 (OD 600 nm). Inokulum blev blandet 9:1 med bovin
serum albumin til en koncentration af 3 g/l, hvilket simulerer beskidte forhold. Inokulum blev
spredt pa 2 x 25 cm? testfelter med 50 ul per areal. Et positiv kontrol omrade per stamme blev
inokuleret. | en 24-brgndsplade (TPP® tissue culture plates, Sigma) blev 50 ul deponeret i
brande som kontrol. Den initiale inokulumstarrelse blev mailt.

Efter 24 timer blev overfladen desinficeret med en klorklud med aktivstoffet NaOCI med pH
8,5-9,5 og en koncentration af aktivt klor (HOCI) p& minimum 1000 ppm (1000 — 7500 ppm),
CAS nr. 7681-52-9 (WipeClean Chlorine Disinfection, small, Plum, Danmark) [22]. Denne blev
trukket én gang frem og tilbage péafert en uniform vaegt pa 1,5 kg. Efter 2 min kontakttid blev
de inokulerede overflader svabret med fugtig svaber og overfgrt til 1,5 ml transportmedie inklu-
siv natrium thiosulfate i slutkoncentration pa 5 g/l (Merck) til neutralisering. Herfra blev 200 ul
spredt pa BHI agar. Fra transportmediet blev 300 ul fortyndet i 2,7 ml sterilt vand (MilliQ,
VWR) og malt pa BactoBox®. Den positive kontrol, som ikke var desinficeret blev prgvetaget
pa lignende vis.

Til kontrolbrgnden blev der tilsat 1,5 ml transportmedie og mixet grundigt. CFU blev estimeret
pa lignende vis pa BHI ager og vha. BactoBox®.

Til den resterende maengde transportmedie inkl. svaber blev der tilsat 1:1 to gange koncentre-
ret selektivt BHI vaekstmedie tilsat vancomycin og aztreonam for VREfm og cefoxitin og aztre-
onam for VVEfm. Inkuberet i 48 timer ved 37°C, hvis positiv blev medie strgget ud pa BHI
blodagar, samt pa selektiv VRE agar (chromid® VRE, Biomerieux).

Forsgget blev udfert i tekniske duplikater. Forud gik en reekke pilotforsgg (data ikke vist).

6.5 Effluksaktivitet

E. faeciums evne til at overleve i miljget kan blandt andet veere pavirket af evnen til at skille sig
af med skadelige substrater ved hjzelp af efflukspumper som sidder i cellemembranen. | disse
forseg blev det unders@gt, om der var forskelle pa de forskellige isolaters evne til at udskille
substartet ethidum bromid (EthBr), som et udtryk for effluksaktivitet.

6.5.1 Akkumuleringsforsgg — screening

Screeningen blev foretaget pa hele stammesamlingen. ON kulturer blev fortyndet til optisk
densitiet 0,07 (OD 600nm). Seriefortyndet (103, 104, 10-5) for at fa enkelt kolonier og 10 ul per
fortynding blev inokuleret pa BHI agar indeholdende 2 mg/I ethidium bromid (EthBr) og pa kon-
trolplader (0 mg/I EthBr) og inkuberet ON ved 37°C. P4 alle plader blev en stamme med lav
effluksaktivitet inkluderet som en positiv kontrol (ID: VS5). Bakterier der har akkumuleret EthBr
vil fluorescere ved eksitation i UV omradet. Flourescensen blev afleest i en scanner (Che-
miDoc XSR+, Biorad). Billederne blev efterfglgende analyseret i et program, som blev traenet
til at genkende enkelt bakteriekolonier og male koloniernes fluorescensintensitet (ZenBlue, Ze-
iss). Agarpladerne blev holdt mgrkt bade fgr og efter inkubering for at modvirke blegning af
EthBr. Screeningen blev foretaget én gang.

6.5.2 Efflukshamning og aktivt effluks

Isolaterne inkluderet i dette studie var udvalgt ud fra data fra foregaende studie. Der blev valgt
lav-effluks stammer (ID: VS5; V2683; V2815) og hgj-effluks stammer (VRE2583; VRE3190;
VRE3234; VRE3336).

ON kulturer blev centrifugeret ned ved 5000 g, 10 min og bakterie pellet vasket i 5 ml 80 nM
HEPES buffer og processen gentaget to gange mere, hvorefter bakterierne blev genopslaem-
met i 10 ml HEPES buffer.
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En blanding af efflukspumpe haemmeren CCCP (40 uM), EthBr (5 uM), HEPES buffer og bak-
terier blev lavet til et total volumen pa 1 ml i eppendorf rgr. Positive kontroller var bakterier i
HEPES buffer uden EthBr og uden CCCP. Alle rgr blev inkuberet 1 time ved 37 °C.

Herefter blev bakterierne centrifugeret ned og vasket tre gange med 1 ml HEPES buffer med
EthBr (5 uM) og til slut genopslaemmet i 1 ml af samme blanding.

Dette blev fordelt ud i 96 brgnds mikrotiterplader med 184 ul/brgnd i tekniske triplikater og til-
sat 16 pl 2 x koncentreret BHI bouillon. Negative kontroller: EthBr plus CCCP i HEPES; EthBr i
HEPES; CCCP i HEPES; kun HEPES.

Pladen blev placeret i en Fluorescence Microplate Reader, som afleeser optisk densitet og flu-
orescens (BioTek Instruments) og inkuberer ved 37 °C. Malinger blev foretaget hver 10 min i 6
timer. Eksitations-bglgeleengden sat til 500 nm og emission til 590 nm.
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7. Resultater

71 Biocid felsomhed

Hovedformalet var at undersgge om en nedsat felsomhed overfor klorfrigivende biocider kunne
veere en forklarende faktor for den ggede forekomst af VREfm og VVEfm infektioner og om
udbrudsklonerne havde seerlig hgj tolerance og saledes potentielt en fordel i hospitalsmiljget.
Hertil blev udviklet en metode hvor bakteriernes respons til en forskellige koncentrationer af
biocid. Efter endt eksponering blev biocidet neutraliseret og fiernet, hvorefter bakterierne fik til-
fort friskt veekstmedie. Efter inkubering i ét dggn blev hver enkelt brand aflaest for vaekst eller
Ikke-vaekst. En skematisk oversigt over forsggsopstillingen ses i figur 5, sektion 6.2.3.

711 Screening

Bestemmelsen af E. faeciums fglsomhed overfor klorfrigivende biocider blev foretaget ved at
screene 59 E. faecium isolater inkl. typestammen ATCC 19343. | 96-brgndsplader blev inokulum
af ensartet starrelse (~10° CFU/brand = ~ 108 CFU/ml biocid) eksponeret i 10 min for en kon-
centrationsgradient af aktivt klor frigivet fra NaDCC Plus, hvorefter biocidet blev neutraliseret.
Efter en vaskeprocedure blev der tilsat nyt veekstmedie til brendene og pladerne blev inkuberet
for at give overlevne bakterier mulighed for at vokse op som beskrevet i metodeafsnit 6.2.3 og
illustreret i figur 5. Resultaterne havde et binzert udfald med enten veekst eller ikke-veekst i hver
brend, som fremgar af figur 6, der viser opsaetningen af en plade, samt repreesentative resulta-
ter.
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FIGUR 6. Opseetningen af 96-brgndsplade for screening og repraesentative resultater for seks
isolater (3 hospitals-associerede VRE’er og 3 hospitals-associerede VSE’er). Grgn indikerer
overlevelse og vaekst efter 10 min eksponering, neutralisering og inkubering over natten. Hvid
indikerer ingen vaekst/drab af inoculum (~ 10° CFU/brand). PPM = koncentration af aktivt klor i
milliontedele, farste raekke. Minutter = eksponeringstid. Kontrol = internt kontrol isolat VRE2961.
NC = negative kontroller. PC = positive kontroller. 1000+Nb = neutraliseringsblanding tilsat bio-
cidet fgr inokulering med bakterier (validering). HV = hardt vand. BHI = veekstmedie, brain hearth
infusion boullion. Nb = neutraliseringsblanding.

For at kunne analysere pa fglsomheden overfor NaDCC Plus blev den subinhibitorisk bakteri-
cide biocidkoncentration (sub-BBC) aflaest for hvert isolat som den hgjeste koncentration, hvor
der stadig var bakterier der havde overlevet og groet op. Den estimerede baktericide biocid
koncentration (est.-BBC), som beskriver den koncentration der farte til eliminering af inokulum,
var generelt 100 ppm hgjere, da koncentrationerne undersggt var diskret numeriske med 100
ppm intervaller i stgrstedelen af tilfaeldene (figur 6). Den sande BBC vil ligget et sted mellem
sub-BBC og est.-BBC.

Den gennemsnitlige sub-BBC som resulterede i overlevelse og vaekst for de 59 E. faecium iso-
later undersggt var 415 ppm (SD + 78 ppm).
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Isolaterne blev inddelt i forskellige grupper for at adressere hypotesen om, at visse genetiske
baggrunde eller miljger gav anledning til forskelle i felsomhed. Grupperne var: udbruds-VRE
(ST203/CT859; ST203/CT1051; ST203/CT1507); ikke-udbruds VRE (alle andre isolater); ud-
bruds-VVE (ST1421/CT1134); ikke-udbruds VVE (alle andre isolater); VRE/VVE hospitals-as-
socierede isolater; alle hospitals-associerede isolater (VRE/VVE/VSE); alle human isolater; alle
samfunds-associerede isolater og alle dyreisolater (figur 3). Et VREfm isolat (VRE2961) blev
inkluderet i alle pladerne som en intern kontrol, for at give et mal for variationen imellem forseg.
Den gennemsnitlige sub-BBC for grupperne varierede mellem 320-455 ppm med hgjeste og
laveste standardafvigelse pa henholdsvis 107 og 69 ppm. Udbruds-VVE havde den hgjeste
standardafvigelse (SD 107 ppm) sammenlignet med de @vrige grupper, hvilket skyldes to
VVEfm (3384 og 4045) med lav tolerance (gennemsnitlig sub-BBC pa 250 ppm), som gav en
@get spredning i denne gruppe (figur 7).
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FIGUR 7. Gennemsnitlige subinhibitorisk baktericide biocid koncentration (sub-BBC) med 95%
konfidensintervaller. Sub-BBC for de enkelte grupper, som viser fglsomheden overfor 10 min
eksponering for aktivt klor. FAC Plus (ppm) = koncentrationen af aktivt klor i milliontedele (ppm).
UdbrudsVRE = VREfm ST203/CT859, CT1051, CT1507; Ikke-udbrudsVRE = alle andre isola-
ter; UdbrudsVVE = VVEfm ST1421/CT1134; Ikke-udbrudsVVE = alle andre isolater; VRE/VVE
= hospitals-associerede isolater; Hospital = alle hospitals-associerede isolater (VRE/VVE/VSE);
Human = alle human isolater; Samfund = alle samfunds-associerede isolater; Dyr = alle dyre-
isolater; 2961 = intern kontrol stamme VRE2961

En multipel logistisk regression pa data viste som forventet at koncentrationen var en staerkt
signifikant negativ beskrivende variabel for sandsynligheden for vaekst (p = 3.5 x 108). Odds
ratio for vaekst for hver gang aktivt klor steg med 1 ppm var 0,98, mens odds ratio blev reduceret
til 0,15 hver gang aktiv klor koncentrationen stiger med 100 ppm, hvilket svarer til en 6,7 gange
(1/0,15) mindre sandsynlighed for vaekst hver gang koncentrationen stiger med 100 ppm (tabel
1). Udbruds-VVE var den anden signifikant negative beskrivende variabel for sandsynligheden
for vaekst (p = 0,03) med odds ratio for vaekst pa 0,18, sa VVEfm isolater havde 5,6 gange
mindre sandsynlighed for veekst sammenlignet med andre isolater. Ingen af de andre grup-
per/variabler, beskrevet ovenfor og i figur 6 og tabel 1, havde signifikant indflydelse pa sandsyn-
ligheden for veekst, hvilket indikerer at der ikke er signifikante forskelle i falsomheden (tabel 1).
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TABEL 1. Multipel logistisk regression (geeglm) koefficienter pa screenings data, hvor den af-
haengige variabel er vaekst.

Variable Estimat Std.  Odds Ratio Cl 95% Wald Test Pr (>|W]|) Signifikans
(B)e Error
Intercept 8.64 2,15 5667 [84; 382659] 16,2 6E-05 i
FAC (1 ppm)? -0,02 3E-03 0,98 [0,97; 0,99] 30,4 4E-08 i
FAC (100 ppm) -1,91 3E-03 0,15 [0,15; 0,15] 30,4 4E-08 i
Hosp. assoc.? 1,38 0,78 3,99 [0,86; 18,55] 3,1 0,08
Human® -0,80 1,08 0,45 [0,05; 3,74] 0,6 0,46
VRE/VVE“ -0,57 0,46 0,57 [0,23; 1,39] 1,5 0,22
Udbruds VRE® 0,99 0,56 2,69 [0,90; 7,98] 3,2 0,08
Udbruds VVEf -1,74 0,81 0,18 [0,04; 0,86] 4,6 0,03 *
a8 FAC = koncentration aktivt klor i milliontedele. ® Hosp. assoc. = hospitalsassocierede isolater

(VRE/VVE/VSE). ¢ Human = isolater fra mennekser. ¢ VRE/VVE = vancomycin resistente og variable isola-
ter. © UdbrudsVRE = isolater med sekvens type og klonal kompleks ST 203/ CT 859/ CT1051/ CT1507.
UdbrudsVVE = isolater med ST1421/CT1134. 9 B-koefficienten beskriver aendringen i den afhaengige varia-
bel (vaekst) for hver unit den beskrivende variabel eendres (f.eks. + 1 ppm). Er koefficienten negativ nedseet-
ter variablen sandsynligheden for veekst med koefficients veerdi, mens en positiv koefficient viser det mod-
satte, hvilket ogsa afspejles i odds ratio.

7.1.2 Kortere eksponeringstider og leengere inkubering

Der blev foretaget dosis-tids-respons forsgg for at vurdere effekten af kortere biocid ekspone-
ringstider pa overlevelsen. Et udvalg af stammer blev inkluderet. Tre udbruds-VRE (Stamme ID:
1798, 2961, 3473) og to udbruds-VVE (Strain ID: 3171, 3978), samt typestammen ATCC 19434.
Kontakttiderne var 3 min, 5 min og 10 min og slutkoncentrationen af aktivt klor i spaendet fra
1400 — 200 ppm. Pladerne blev afleest for vaekst/ikke-veekst efter én overnatsinkubering (20-22
timer) og igen efter to overnatsinkuberinger (44-46 timer). Hvert isolat blev undersggt i tekniske
duplikater og biologisk triplikater. Den interne kontrol stamme VRE2961 blev inkluderet med 10
min kontakttid i alle pladerne for at verificere at forsaget havde et forventet udfald med sub-BBC
for kontrollen pa 400 ppm (+ 100 ppm). Repraesentative resultater er vist i figur 8.
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FIGUR 8. Opsaetningen af 96-brgndsplade for tids-dosis-respons og repraesentative resultater
for isolat VRE1798. Gragn indikerer overlevelse og vaekst efter eksponering, neutralisering og
inkubering over natten. Lysegren indikerer vaekst efter to overnatsinkuberinger. Hvid indikerer
ingen veekst/drab af inoculum (~ 10° CFU/brend). PPM = koncentration af aktivt klor i millionte-
dele, farste raekke. Minutter = eksponeringstid, farste kolonne. Kontrol = internt kontrol isolat
VRE2961. NC = negative kontroller. PC = positive kontroller. 1000+Nb = neutraliseringsblanding
tilsat biocidet feor inokulering med bakterier (validering). HV = hardt vand. BHI = vaekstmedie,
brain hearth infusion bouillon.

En multipel logistisk regression pa data viste at bade koncentrationen og kontakttiden var staerkt
signifikante negative beskrivende variabler for sandsynligheden for vaekst, mens laengere inku-
beringstid havde en signifikant positiv effekt pa sandsynligheden for veekst (tabel 2). Forleenget
inkuberingstid ggede sandsynligheden for vaekst 7,8 gange. Nedseetning af eksponeringstiden
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til 3 min og @gning af inkuberingstiden resulterede i gennemsnitlige sub-BBC over den anbefa-
lede brugskoncentration pa 1000 ppm (figur 9a og b).

Sammenligningstesten af de gennemsnitlige sub-BBC’s for de forskellige kontakttider og inku-
beringslaengder viste signifikante forskelle med p-veerdier fra 0,4- <0,0001 (tabel 3). Sammen-
fattende kan det konkluderes at bade kontakttiden og tiden tilladt til genveekst signifikant pavirker
overlevelsen i positiv retning, saledes at hgjere koncentrationer af aktivt klor er ngdvendige for
at opna sammen drabseffekt. Dette indikerer vigtigheden af at overholde den anbefalede brugs-
koncentration, samt kontakttid. Intervallerne mellem desinfektioner kan ogsa spille en rolle for
eliminering af de ugnskede bakterier i hospitalsmiljget.

TABEL 2. Multipel logistisk regression (geeglm) koefficienter pa data — forskellige ekspone-
rings- og inkuberingstider. Den afhaengige variable er vaekst.

Variable Estimat (3)° Std. Error  Odds Ratio Cl 95% Wald Test  Pr (>|W|) Signifikans
Intercept 8,35 1,21 4230 [391; 45324] 47,7 6E-12 i
FAC (1 ppm)? -0,008 1.3E-03 0,99 [0,99; 0,99] 457 1E-11 ***
Eksponeringstid® -0,39 0,07 0,67 [0,59; 0,77] 35,2 3E-09  ***
2xON° 2,06 0,42 7,85 [3,41; 17,93] 23,6 1E-6 o

@ FAC = koncentration aktivt klor i milliontedele. ® Eksponeringstid = eksponering for aktivt klor i minutter. °
ONx2 = to gange overnatsinkubering. 9B-koefficienten beskriver aendringen i den afhaengige variabel
(veekst) for hver unit den beskrivende variabel eendres (f.eks. + 1 ppm). Er koefficienten negativ nedsastter
variablen sandsynligheden for veekst med koefficients vaerdi, mens en positiv koefficient viser det modsatte,
hvilket ogsa afspejles i odds ratio.

TABEL 3. Sammenligningstest pa de gennemsnitlige sub-BBC for de forskellige kontakttider og
inkuberingsleengder.

Sammenligningstest Mean Mean P Signifikans®
(Tukey's multiple comparisons test) sub-BBC® sub-BBCP

10 min (ON) vs. 5 min (ON)? 437 575 0,04 *
10 min (ON) vs. 3 min (ON) 437 739 <1E-04 ***
5 min (ON) vs. 3 min (ON) 575 739 0,01 *
10 min (2xON) vs. 5 min (2xON) 617 805 2E-03  **
10 min (2xON) vs. 3 min (2xON) 617 1058 <1E-04  ***
5 min (2xON) vs. 3 min (2xON) 805 1058 <1E-04 ***
10 min (ON) vs. 10 min (2xON) 437 617 2E-03  **
5 min (ON) vs. 5 min (2xON) 575 805 3E-04  ***
3 min (ON) vs. 3 min (2xON) 739 1058 <1E-04  ***

@ Minutter = eksponering for aktivt klor i minutter (3, 5 or 10 min). ® Gens. sub-BBC = hgjest gennemsnitlige
koncentration der gav overlevelse og genvaekst for hver respektiv kontakttid efter én overnatsinkubering
(ON) eller to overnatsinkuberinger (2xON) udtrykt i koncentration aktivt klor i milliontedele. ¢ P < 0.05 be-
tragtes som statistisk signifikant forskel mellem gennemsnit.
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FIGUR 9. Logistisk regressionskurver for overlevelsen/vaeksten ved forskellige kontakttider
som funktion af koncentrationen af aktivt klor i milliontedele (ppm) (FAC Plus, x aksen). Kurver
repraesenterer eksponeringstiderne 10, 5 and 3 min. Y-aksen viser den afhaengige variable,
vaekst, hvor 0 er ikke-veekst og 1 er vaekst. Sorte punkter er datapunkter. Regressionen forud-
siger/modellerer sandsynligheden for vaekst pa baggrund af data. a) resultater for én over-
natsinkubering b) resultater for to overnatsinkuberinger. Vertikal blagren linje = anbefalet
brugskoncentration, 1000 ppm.

7.1.3 Effekt af bakterieantallet pa biocideffektiviteten

Det blev undersagt hvilken betydning antallet af bakterier, inokulum stgrrelsen, havde pa effek-
tiviteten af NaDCC Plus i et dosis-tids-respons forsgg lignende det der er vist i figur 8, men med
en koncentrationsgradient fra 400 — 8000 ppm aktivt klor, samt dyrkning pa BHI agar plader fra
500 ppm brgndene for kvantificering af overlevelsen. Den interne kontrolstamme VRE2961, blev
udvalgt til fors@get, som blev udfart i biologiske triplikater med en inokulumstarrelse pa ~107
CFU/brgnd (korresponderende til 108 CFU/ml biocid).

Resultaterne viste overlevelse og vaekst helt op til de 8000 ppm aktivt klor for alle tre kontakttider
(3, 5, 10 min), hvilket indikerer kompromitteret desinfektionseffektivitet ved denne 100 fold hg-
jere inokulumstarrelse sammenlignet med de gvrige studier gennemgaet ovenfor (sektion 7.1.1
og 7.1.2). Ved udpladning af bakterierne eksponeret for brugskoncentrationen pa 1000 ppm
voksede der dog ikke bakterier frem, hvilket tyder pa at antallet af overlevne bakterier var under
detektionsgraensen for udpladning pa fast medie. Brendene eksponeret for 500 ppm blev derfor
undersggt, og i disse blev bakterierne reduceret i starrelsesordenen 4,0 — 4,3 log reduktion for
brendene eksponeret i 5 min, mens log reduktionen kun var 2,5 — 2,6 for brendene eksponeret
i 3 min. | den europeeiske standard, Standard EN 13727, skal et biocid bevirke en log reduktion
pa 2 5 log for at blive godkendt [19] Dette forsgg viste at brugskoncentrationen formaede dette,
hvis udpladning pa fastmedie blev anvendt som metode, mens der synes at veaere overlevelse
af en lille population af de initialt 107 CFU/brend, som viste sig efter inkubering overnatten i
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flydende medie. Forsgget viste desuden at 5 min eksponering for 500 ppm var utilstraekkeligt il
at give 2 5 log og bekraefter, at det er vigtigt at den anbefalede brugskoncentration og kontakttid
overholdes for at sikre adaekvat desinfektion, isser hvis der forventes et hgjt antal bakterier til-
stede.

7.2 E. faecium pa overflader

En forudsaetning for at VREfm kan overferes fra patient til patient uden direkte fysisk kontakt er
at bakterien skal veere i stand til at overleve i miljget i kortere eller leengere tid. Det var derfor
vigtigt at undersage, hvor laenge E. faecium kunne overleve og genfindes fra en relevant over-
flade. Desuden var det gnskeligt at estimere genfindingsprocenten for vadsvabermetoden, alts&
hvor mange bakterier man kan forvente at kunne opsamle fra overfladerne vha. svaber. Basis-
opstillingen er vist i Figur 10.

Herudover blev effektiviteten af klordesinfektion pa overfladen unders@gt, nar denne blev kom-
bineret med en mekanisk aftgrring, som er tilfeelde ved brug af de preeimpraegnerede klorklude.
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FIGUR 10. Basisfors@gsopseetning for undersggelse af E. faecium overlevelsen pa overflade.
Inokulum bliver spredt ud pa testfelterne (25 cm?/felt), samt deponeret i en brgnde i en 24-
brgndsplade, som kontrol. Bakterierne terrer ind pa overfladerne. Efterfalgende provetages test-
felterne vha. vadsvaber ved angivne tidspunkter, og undersages pa BactoBox (intakte celler/ml)
og ved udpladning for traditionel kvantificering. Kontrollen (brenden) far tilfart veeske pa sam-
men tidspunkter og bliver undersegt pa lignende vis.

7.2.1 Udterring pa laminat

| dette fors@g blev det undersggt om VREfm stamme (VRE2961) kunne detekteres i svaberprg-
ver fra laminatoverflader, hvorpa der var spredt i gennemsnit 105 CFU per testareal (25 cm?).
Resultaterne viste veekst ved alle prgvetagningstilfaeldene (3, 24 og 48 timer, 8 og 27 dage).
Efter de 3, 24 og 38 timer var reduktionen i bakterieantallet < 1 log, mens reduktionen efter 8
dage var gennemsnitligt 1,3 log og efter de 27 dage 3 log. Der kunne séledes stadig findes og
fremdyrkes ca. 102 CFU fra overflader, hvor der var spredt ca. 10° CFU 27 dage forinden.

Miljgstyrelsen / Enterokokkers falsomhed overfor klorfrigivende biocider 29



30

Resultaterne fra BactoBox®, hvis metode bestar af en flowcelle, som med et saet af mikroelek-
troder kan detektere intakte bakterier, nar de ledes forbi i en vaeske, viste initialt en lille vaekst,
hvorefter maleresultaterne for intakte bakterier forblev pA sammen niveau over de 27 dage (figur
11). En mulig forklaring kunne veere at VREfm bibeholder intakt cellemembran trods udterring,
samt at en andel af bakterierne gar ind i et levende, men ikke dyrkningsbart stadie "viable but
non-culturable state” (VBNC), hvorfor dyrkningsresultaterne ligger ca. 1 log under antallet af
bakterier med cellemembran integriteten intakt [29,30]. Det virker dog mindre sandsynligt at E.
faecium cellemembran integriteten skulle vaere uanfeegtet efter 27 dage. Man kunne undersgge
andelen af bakterier med intakt membran f.eks. vha. farvning med propidium iodid, som passe-
rer beskadigede cellemembraner og afgiver rgdt fluorescerende signal ved emission [30]. Det
er dog ikke sikkert at cellen kollapser helt trods skader i membranen, og kunne stadigvaek blive
registreret som intakt af et instrument som BactoBox.

Nar en overflade aftgrres er det vanskeligt at fa alle bakterier med pa svaberen og efterfglgende
fa dem frigivet til vaesken eller mediet man detekterer pa. For at estimere hvor effektiv svaberen
var i disse forsgg, blev CFU fra svaberingen sat i forhold til CFU fundet i kontrolbrgndene, hvor
samme inokulum var udsat for udtgrring, men kunne samles op fra braden uden brug af svaber
ved at tilsaette transportmedie direkte og male pa dette.

Genfindingsprocenten blev estimeret som:
Genfindings% = (CFUsvaber / CFUkontrolbrand) * 100 (ligning 2)

Den gennemsnitlige genfindingsprocent nar der blev anvendt én svaber var 71% (SD 28%), og
for 2 svabre 75% (SD 32%).
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FIGUR 11. Overlevelse af E. faecium (VRE2961) pa laminatoverfladen som funktion af tid i timer
bestemt som CFU fra dyrkning af svaberprgve. Kvantificering dels vha. Bactobox og vha. ud-
pladning pa agarplader. Swab x 2 = overfladen blev svabret med to svabre. Bactobox control
og Control, wells = prgver fra kontrolbrende med samme inokulumstgrrelse, med prgvetagning
uden brug af svaber.
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7.2.2 Klorklude

| dette forseg blev det undersagt om E. faecium kunne genfindes pa laminatoverflader efter 24
timers udterring samt overterring med klorklude. En VREfm (VRE2961) og en VVEfm (3978)
var inkluderet. Der var i gennemsnit 2 x 107 CFU pa overfladerne 24 timer efter udtgrring esti-
meret ud fra den positive kontrol. Efter overtgrring med klorkluden og 2 min kontakttid blev test-
omraderne svabret. Resultaterne viste positiv dyrkning fra den ene af de fire VVEfm testfelter
med 2,5 x 102 CFU/ 50 cm?, mens de @vrige var negative. For VREfm var ingen af testfelterne
positive ved dyrkning direkte fra svaberprgven. Efter berigelse med selektivt vakstmedie og
overnatsinkubering blev den ene VREfm positiv og kunne efterfelgende dyrkes pa VRE selektivt
medie for at bekraefte at det var VREfm der var isoleret fra overfladen.

Effekten af selve den mekaniske aftgrring blev undersggt ved at overtgrre testfelter med en
klorklud, hvor kloren var blevet inaktiveret og skyllet ud. Fra disse testfelter kunne der dyrkes 2
x 103 og 7 x 102/ 50 cm? af henholdsvis VREfm og VVEfm, saledes en log reduktion pa 4,1 —
4,6. Ikke langt fra den log reduktion pa > 5 log man gnsker for et biocid til overfladedesinfektion
[19]. Kloren bidrog til at reduktionen blev > 5 log for 4 af de 4 testfelter undersegt.

7.3 Effluksaktivitet

E. faeciums evne til at overleve i miljget kan blandt andet veere pavirket af evnen til at skille sig
af med skadelige substrater ved hjeaelp af efflukspumper som sidder i cellemembranen. | disse
forsgg blev det undersagt, om der var forskelle pa de forskellige isolaters evne til at udskille
substartet ethidum bromid (EthBr), som et udtryk for effluksaktivitet.

7.3.1 Effluksscreening — agar assay

Den samme samling af 59 isolater som screenet for felsomhed overfor klorfrigivende stoffer
(bilag 1 og sektion 7.1.1) blev undersggt for evnen til at udskille EthBr. Overnatskulturer blev
spottet i 10 ul spots i passende fortyndinger til at fa enkeltstdende kolonier pa BHI agarplader
indeholdende 2 mg/l EthBr. Efter inkubering overnatten blev pladerne fotograferet under ekspo-
nering for UV lys. EthBr er en fluorofor. Ved inkorporering og binding til DNA (eller RNA) gges
fluorescensintensiteten signifikant, og derved kan der males en signifikant forskel alt efter hvor
meget af EthBr der er inde i bakterien og hvor meget der er uden for cellen. Et kraftigt fluore-
scenssignal vil betyde akkumulering af EthBr inde i cellen, og sandsynligvis mindre effluksakti-
vitet, mens et lavt signal tyder pa at bakterien har pumpet EthBr ud, og saledes har mere effluk-
saktivitet. Et isolat (VS 5), som ved pilotforseg havde vist kraftig fluorescensaktivitet og derfor
lav effluksaktivitet, blev inkluderet i alle forsgg som en positivkontrol. Negativ kontrol bestod af
at alle isolater ogsé blev spottet pa almindelige agarplader uden EthBr. Hver isolat blev under-
s@gt én gang. Fluorscensintensiteterne blev kvantificeret vha. software programmet Zen Blue.

Pa baggrund af disse tal kunne den gennemsnitlige fluorescensintensitet som skyldes EthBr
akkumulering for hvert isolat udregnes:

Gns. Ethbr fluorescens = (2 mg intensitet — 0 mg intensitet) / 2 mg intensitet (ligning 3)
Herefter kunne EthBr fluorescens normaliseres til den positive kontrol:

Norm. gns. EthBr fluorescens =
(Gns. EthBr fluorescensprove / Gns. EthBr fluorescenskontror)

Denne normalisering betyder at den positive kontrol far vaerdien 1, mens de @vrige isolater fik
veerdier fra O til 1. Et isolat (VRE3336) havde sa lav EthBr fluorescensintensitet at det endte
med at komme i minus (-0,02), og i teorien var der hgjere autofluorescens (0 mg EthBr) end
fluorescens fra EthBr akkumuleringen (2 mg EthBr). Dette er hgjst sandsynligt et udtryk for va-
riationen og usikkerheden i metoden end reel negativ fluorescens (figur 12).
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Ved at markere de forskellige isolater i forhold til deres vancomycin resistensprofil blev det syn-
ligt at den hgjeste EthBr fluorescens for VREfm isolaterne (n = 20) var 0,5 og at 10 af isolaterne
havde intensiteter under 0,2. VVEfm isolaterne 1a midt i (0,5 > EthBr fluorescens > 0,3). For
VSEfm (n = 33) havde 13 af isolaterne EthBr fluorescens > 0,5 og kun ét isolat havde < 0,2
(figure 12a).

Ved i stedet at markere bakterierne efter hvor de var isolateret, viste resultaterne, at 2/3 dele
afsamfunds- og dyreisolaterne havde EthBr fluorescens > 0,5 (12 ud af 18), og ingen havde
under 0,3. Mens de hospitalsassocierede isolater (n = 40) havde EthBr fluorescens fra 0,5 og
nedefter, pa neer et enkelt isolat (VSE 2815 med 0,7) (figur 12b). Sammenfattende kan det siges
at de hospitalsassocierede isolater synes at have en hgjere evne til at udskille EthBr (lavere
fluorescens) og af disse er VREfm mest effektive til udskilles, hvilket tyder pa en aget effluksak-
tivitet hos disse isolater sammenlignet med samfunds- og dyreisolaterne.
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FIGUR 12. Normaliseret gennemsnitlig fluorescens som fglge af EthBr akkumulering og effluks.
Isolatet med hgjeste fluoresensintenstitet (VS 5) var positiv kontrol med veerdien 1,0 (y-aksen),
da alle isolater er normaliseret til dette isolat. Hver sgjle repraesenterer et isolat. A). viser isola-
terne inddelt efter vancomycin resistensprofil (VSE-rad /VVE-gren /VRE-bla). B) viser isolaterne
inddelt efter isoleringssted (dyr-rad, samfund-gren, hospital-bla).

7.3.2 Efflukshamning og -aktivitet over tid

En mere detaljeret undersagelse af effluks blev efterfglgende foretaget pa 7 isolater valgt ud
fra resultaterne fra screeningen (sektion 7.3.1). Der blev udvalgt 2 isolater som havde givet hgj
EthBr fluorescens (VS5 og V2815), begge VSEfm. Herudover 2 isolater med middel hgj EthBr
fluorescens (VRE 3234 og VSE 2683) og 3 VREfm isolater der havde vist meget lav EthBr flu-
orescens (VRE2583, VRE3190, VRE3336). Bakterier fra overnatskulturer blev hgstet og gen-
opslaeemmet i buffer uden veekstmedie og med EthBr og efflukspumpehaemmeren Carbonyl cy-
anide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP). Sulten af cellerne forhindrer de ATP drevne effluks-
pumper i at virke, mens CCCP haemmer elektron-transport-kaeden, hvilket driver den anden
klasse af efflukspumper. Heemning af effluks ggr at EthBr akkumuleres inde i bakterierne uden
at blive pumpet ud. Efter en preeinkubering blev cellerne vasket fri for CCCP, og fik tilsat BHI
vaekstmedie samt EthBr, hvorefter EthBr fluorescensintensiteten blev fulgt over 6 timer med
maling hver 10 min. Tilfersel af veekstmedie aktiverer bakterierne og pumperne ved tilfgrsel af
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energi. Kontroller var bakterier der havde vaeret gennem samme behandling, men som ikke
blev aktiveret med vaekstmedie, samt en raekke andre relevante kontroller (materialer og meto-
der sektion 6.5.2). Forsgget blev foretaget i tekniske triplikater.

Fluorescensintensiteten blev normaliseret ved at traekke fluorescenssignalet fra kontrollen
"EthBr/CCCP uden bakterier” fra fluorescensaktiviteten for de aktiverede prever, som korrige-
ring af baggrundssignal. Herefter blev de aktiverede praver taget som procent af de ikke akti-
verede kontroller. Prgverne er aktiverede, hvis der er tilfart veekstmedie, som aktiverer potenti-
elle efflukspumper, der behgver energi for at virke.

Normaliseret fluorescens = (fluorescensaxiveret / fluorescenskontro) (ligning 4)

Derefter normaliseres prgverne en yderligere gang ved at beregne hver normaliseret maling
som en procent af udgangspunktet (tid O min) for lettere at kunne sammenligne isolaterne.

Den normaliserede fluorescens % faldt for alle stammer, men aldrig under 70% for lav-effluks
stammen VS5, hvor intensiteten steg igen samtidigt som EthBr formentlig fortsatte med at ak-
kumulere, samt akkumulerede i nye bakterier der kom til som felge af vaekst efter aktiveringen
med BHI veekstmedie. Isolatet med naesthgjest fluorescensintensitet var V2815, som ikke kom-
mer under 60%. De gvrige isolater, som var henholdsvis middel og lav fluorescens ved scree-
ningen er svaerere at differentiere i denne forsggsopstilling, men falder alle brat i Igbet af de
farste 100 min og ned til omkring 40% ved 200 min, hvorefter de stiger lidt igen, men holder sig
omkring de 50% som udtryk for en aktiv effluks (figur 13a). Veekstkurverne folges ad for alle
stammerne, dog ses mere variation i veeksten for VRE2583 og VRE3336 (figur 13b).
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FIGUR 13. Aktiv effluks, samt vaekstkurver for 7 udvalgte E. faecium isolater. Gennemsnit af
tekniske triplikater med angivelse af Cl 95%. A) Normaliseret fluorescens i procent beregnet
som fluorescenssignalet fra bakterier aktiveret med vaekstmedie i forhold til tiden O min for bak-
terier der ikke er aktiveret (kontroller). B) veekst af bakterierne vist som optisk densitet (OD 600
nm) som funktion af tid i minutter. Til hajre ses isolaternes 1D, samme ID er gaeldende for figur
a.ogb.
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8. Diskussion

8.1 Effektiviteten af klorfrigivende stoffer

Metoden, som er udviklet og tilpasset til screening for biocidfalsomhed i forbindelse med dette
projekt ved at udfere forsegene i 96-brendsplader, ogsa kaldet mikrotiterplader, viser sig at give
et bade fleksibelt og tidsbesparende setup, som tillader evaluering af effekten af eksponeringstid
og koncentration samtidigt. Metoden kan bruges til at evaluere andre biocider, og desuden go-
res high-throughput, hvis man har adgang til en vaeskehandteringsrobot [18]. Screeningen af de
59 E. faecium isolater viste overlevelse af mindst én ud af de 10° E. faecium efter 10 min ek-
sponering over for en gennemsnitlig koncentration af aktivt klor pa 415 ppm, altsa kun 2,4 gange
under den anbefalede brugskoncentration (1000 ppm). Det er interessant, da man typisk anven-
der biocider i koncentrationer der mange gange overstiger den baktericidale effekt. Det kan dog
veere et udtryk for at brugskoncentrationer traditionelt set er blevet ekstrapoleret fra minimal
inhibitoriske koncentrationer (MIC-bestemmelser), hvor eksponeringstiden er 18-22 timer [11].

Koncentrationen hvor E. faecium kunne overleve steg signifikant, nar eksponeringstiderne blev
kortere og inkuberingstiden laengere, hvilket resulterede i overlevelse og veekst ved koncentra-
tioner der oversteg den anbefalede brugskoncentration. Et tidligere studie fandt at den gennem-
snitlige baktericidale koncentration (BBC) af natrium hypoklorit (NaOCI) var 500 ppm, nar et
klinisk hospitalsassocieret E. faecium isolate blev eksponeret i 10 min [31]. Dette stemmer
overens med naerveerende studie eftersom den gennemsnitlige estimerede BBC er 100 ppm
hgjere end sub-BBC veerdien, altsd omkring 515 ppm (sektion 7.1.1).

Et nyere studie, som sammenligninger forskellige enterokarters fglsomhed, fandt en lille reduk-
tion (1.2 — 1.25 log fold) for E. faecium efter eksponering i 1 min, 5 min og 15 min overfor 3 %
NaOCI af en brugskoncentration pa 6 — 14% frit klor svarende til 1800 — 4200 ppm frit klor,
hvilket forfatterne finder bekymrende [32]. For at undersgge om den lave effektivitet vist i det
pageeldende studie af Suchomel et al. (2019) kunne skyldes det hgje inokulum (1.5 — 5.0 x 108
CFU/mI NaOCl) anvendt i deres modificerede metode af suspensionsteststandarden EN 13272,
valgte vi at undersgge effekten af at @ge inokulum med ca. 100 fold til 1 x 108 CFU/ml aktivt klor
for den interne kontrolstamme VRE2961 (sektion 3.3). Denne ggning i inokulumstgrrelse havde
en tydelig effekt pa overlevelsen, saledes at 8000 ppm ikke var tilstraekkelig til at udrydde alle
bakterier uagtet kontakttid (3, 5, 10 min), hvilket indikerer kompromitteret desinfektionseffektivi-
tet ved denne hgje byrde af E. faecium. Ved direkte udpladning pa BHI ager kunne der ikke
dyrkes bakterier frem fra hverken 8000 eller 1000 ppm brgndene, hvilket indikerer at antallet af
overlevede bakterier har vaeret lavt og under detektionsgraensen for udpladning, men dog til-
straekkeligt til overlevelse og veekst ved berigelse med flydende vaekstmedie. Den lave log re-
duktion demonstreret i studiet af Suchomel et al. kunne derfor ikke bekreeftes her, men der er
en begreensning i og med at frit klor angivet i deres studie ikke ngdvendigvis er sammenligneligt
med den koncentration af det mere baktericide aktive klor (HOCI) anvendt i vores studie, da
denne ligevaegt vil afheenge af pH, som ikke bliver oplyst [32]. Uagtet viser resultaterne at inoku-
lumstgrrelsen har betydning ved undersggelser af biocideffektivitet [5,33].

Et af formalene for projektet var at unders@ge om udbrudskloner af VREfm og VVEfm havde
seerlig hgj tolerance i forhold til den anbefalede brugskoncentration, og sammenlignet med an-
dre E. faecium isolater. En sddan gget tolerance kunne vaere en fordel i hospitalsmiljget. Resul-
taterne viste ikke signifikante forskelle i overlevelse og veekst mellem VREfm og VSEfm eller
andre hospitalsassocierede E. faecium, sammenlignet med de samfundsassocierede isolater,
om end den multiple logistiske regression viste tendenser imod at netop hospitalsassocierede
isolater og udbrudsVRE kunne have en positiv indvirkning pa sandsynligheden for veekst med
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respektive odds ratioer pa 4 og 2,7 (p = 0,08) (tabel 1). En koncentrationsgradient med mindre
afstande mellem koncentrationerne kunne gge forsggets diskriminatoriske kapacitet, hvilket mu-
ligvis ville ggre denne forskel signifikant, men pa bekostning af effektiviteten ved screeningen
og ikke med den store forskel for konklusionen i forhold til klinisk anvendelse. Resultaterne, for
den klon af VVEfm som hyppigst isoleres pa danske hospitaler, viste at disse pavirkede sand-
synligheden for vaekst negativt, sammenlignet med andre E. faecium isolater, altsa indikation
for mere folsomhed over for det klorfrigivende biocid. Dog skal det bemaerkes at prgvestarrelse
var relativt lille (n = 5), derfor ber flere VVEfm isolater undersgges, hvis man gnsker mere sik-
kerhed for denne indikation.

Virkningsmekanismerne for frit klor involverer flere angrebspunkter bade ekstra- og intracelluzert
med inhibition af enzymaktivitet ved oxidation af sulfphydrylgrupper, samt skadelig effekt pa
DNA syntesen og der bliver formentlig ogsé dannet frie radikaler som yderligere skader cellen
[5-8]. Vores hypotese om at udbrudskloner kunne veere mere tolerante bygger pa E. faeciums
hgje genom plasticitet, hvilket betyder at den gerne optager, samt deler gener med andre bak-
terier af samme art eller relaterede arter [34]. Mange virulens og resistensgener spredes via
plasmider, herunder vancomycin resistensen for stgrstedelens vedkommende. Sammen med
mobile genetisk elementer, der giver resistens overfor antibiotika, kan der blive overfart gener
der ligeledes gger bakteriernes tolerance overfor visse biocider [16], eller efflukspumpegener,
som kan udskille flere typer antimikrobielle stoffer, som set for qac gener [13], og for klorhexidin
i populationer af E. faecium [35]. Vi kunne dog ikke pavise sadanne forskelle i klorfglsomhed,
og vi spekulerer, at en forklaring kan vaere klors mange forskellige cellulzere angrebspunkter
som ger at sendret tolerance over for et af angrebspunkterne ikke ngdvendigvis giver udslag pa
den samlede overlevelse.

Ved sammenligning med aeldre studier af enterokokkers overlevelse ved eksponering overfor
NaOCI kunne det tyde pa, at E. faecium fglsomheden overfor frit klor kan veere blevet mindre i
Igbet af de seneste artier fra 150 ppm ved 5 min eksponering til 500 ppm eller hgjere som vist i
neerveerende studie [32,36]. To studier fra 1985 pa Staphylococcus aureus stetter at NaDCC
syntes at have veeret mere effektiv farhen, med > 5 log reduktion ved 10 min kontakt til 12,5
ppm NaDCC, mens det andet studie finder 5 min kontakt til 5 ppm nok til at udrydde endnu
hgjere inokulum [7,9]. For VREfm er der indikationer pa at felsomheden overfor alkohol er afta-
get for nyere hospitalsassocierede E. faecium sammenlignet med 10 ar zeldre isolater [14], og
en sadan adaptation over tid kunne adresseres ved at screene &ldre E. faecium isolater vha.
metoden praesentret i denne rapport og/eller ved at undersgge E. faeciums evne til at adaptere
til sub-inhibitoriske koncentrationer af aktivt klor over gentagne passager og saledes leengere
pavirkning.

8.2 Overlevelse pa overflader

Ved analyser af overlevelsen péa overflader viste resultaterne, at VREfm klarer udtarring pa over-
flader og at reduktionen i antallet af bakterier var begraenset inden for de forste 8 dage (1,3 log
reduktion), og at efter 27 dage var det stadig muligt at dyrke VREfm fra overfladen (3 log reduk-
tion). Resultaterne er ikke som sadan overraskende, da andre studier viser overlevelse fra uger
og helt op til > 46 maneder pa overflader for total eliminering af E. faecium, og ogsa i disse
tilfeelde var der ikke statistisk signifikant forskel mellem VRE og VSE [37-39]. Overlevelsen pa
overfladerne udger en reel smitterisiko, og der er en signifikant sammenhaeng mellem patient-
stuer konstateret kontamineret med VRE via miljgprever, samt stuer tidligere beboet af en VRE
koloniseret patient og efterfglgende erhvervelse af VRE infektion for den naeste patient [40,41].
Vi foretog ogsa analyser pa antallet af intakte bakterieceller med BactoBox®, hvis teknologi
bestar af en flowcelle, som med et saet af mikroelektroder kan detekterer bakterier, nar de ledes
forbi i en veeske. Det er, som spekuleret i resultaterne, sveert at sige, hvorfor antallet af intakte
celler ikke faldt over tid. En mulig spekulation kunne vaere hvis enterokkernes cellemembran
ikke brister, trods mindre huller i membranen, og derfor bliver registreret som intakte af Bacto-
Box® trods de formentlig er dade. Herudover er det meget muligt at en fraktion af populationen

Miljgstyrelsen / Enterokokkers falsomhed overfor klorfrigivende biocider 35



36

udgeres af "variable but non culturable, VBNC” bakterieceller, som er i dette stadie efter stress-
pavirkningen med udtgrring og som ikke er dede og derfor teelles som intakte celler [30]. VBNC
vil ikke umiddelbart kunne vokse pa fast agarmedie, og kan derfor ikke kvantificeres pa traditio-
nel vis.

| forhold til genfindingsprocenten pa i gennemsnit 71% (SD 28%) for én svaber og 75% (SD
32%) for 2 svabre har flere andre studier fundet lignende resultater [28,42,43]. Den relativt hgje
SD skyldes en lav genfindingsprocent pa 22 % ved den ferste prevetagning efter 3 timer, da
inokulum tgrrede langsommer ud i kontrolbrendene og derfor overlevede bedre, og tilmed gro-
ede en anelse (figur 11). Generelt er en vad skumsvaber, som anvendt her, at foretraekke til at
opsamle bakterier der er indtarret pa overflader [43]. Vi fandt ikke statistisk signifikant forskel pa
at svabre overfladen med én eller med to svabre.

8.3 Effekt af mekanisk rengering og klordesinfektion

Resultaterne for klorkludenes effektivitet indikerer god effekt at den mekaniske overtarring i
kombination med klor med > 5 log reduktion pa testarealerne. Ved svabring af overfalder skal
man vaere opmaerksom pa risikoen for falsk negative resultater. Genfindingsprocenten vil veere
en begraensning i forsggsopsaetningen, nar der er fa bakterier tilbbage pa overfladen. Pa bag-
grund af den gennemsnitlige genfindingsprocent pa 71% og det tab man har pga. fortyndings-
faktorer, estimerer vi at der skal veere > 100 CFU pa testarealet, for at undga falsk negative
resultater, og da inokulum i gennemsnit var 2 x 107 og klorkluden synes at reducerer > 5 log er
der en risiko for falsk negative. Denne risiko blev dog veesentligt nedsat af den efterfalgende
berigelse af svaberen inkl. transportmediet med selektivt vaekstmedie og dyrkning over natten,
som vil give i teorien en enkelt bakterie mulighed for at vokse igen, ogsd dem som sidder fast
pa svaberen og ikke er komme ud i veesken.

Der er naturligvis flere begraensninger i et studie gennemfart under laboratorieforhold, sa som
at kluden blev anvendt pa et lille areal (< 0,5 m?), som var sterilt, pa naer de 4 x 25 cm? inficerede
testarealer. Desuden var overfladen relativt ny og glat, uden kanter og hjgrner, hvilket ogséa
fremmer muligheden for desinfektion. Om end foranstaltninger er taget for at efterligne forhol-
dende i hospitalsmiljget, sa er det en sveer opgave. Det er veerd at notere at overtgrring med
klud uden klor gav godt 4 log reduktion i antallet af bakterier, og at proceduren pa hospitalerne
er rengering med detergent fgr desinfektion med klorklude [4], hvilket ville bringe bakterieantallet
ydereligere ned. Renggring med klude med detergent er vist i praksis at reducere det samlede
bakterieantal og bevare det under 5 CFU/cm? op til 24 timer (undtaget sengebord) [44], og ef-
tersom dette kombineres med en efterfalgende desinfektion med klorklud, vil vi formode at dette
vil veere tilstraekkelig pa de omrader der bliver rengjort og desinficeret.

Undersggelsen af klorkludenes effektivitet er kun foretaget 2 gange, og yderligere forseg bgr
foretages for at eftervise disse indikationer.

Data fra fabrikanten Wipeclean pa effektiviteten af deres klorklude, som anvendt i dette forsgg,
er blevet gennemgaet og godkendte af Statens Serum Institut [45], herudover har det ikke veeret
muligt at finde sammenlinelige studier for desinfektion af E. faecium med praeimpraegnerede
klorklude.

8.4 Effluksaktivitet

Resultaterne af screeningen for effluksaktivitet pa hele stammesamlingen inkluderet i dette pro-
jekt viste spaendende resultater. De hospitalsassocierede isolater fordelte sig alle i hgj- eller
middeleffluks, men ingen i laveffluksgruppen. Yderligere var udbrudsVRE overrepraesenteret
blandt hgjeffluks isolaterne. Fundet kan veekke bekymring, da overekspression af efflukspumper
er blevet associeret med gget mutations rater, hvilket kan fremme udvikling af resistente stam-
mer [46,47].

Miljgstyrelsen / Enterokokkers falsomhed overfor klorfrigivende biocider



E. faecium som art er divers og med hgj grad af plasticitet i genomet, hvilket bevirker at de kan
inddeles i forskellige klynger/grupper, og der er identificeret en klar separation mellem kliniske
isolater og kommensaler [48,49]. Herudover er det blevet klart at plasmiderne, som de forskel-
lige isolater indeholder, i endnu hgjere grad definerer klyngerne/grupperne, séledes at de hos-
pitalsassocierede isolater identificeres med flere plasmider og med gener specifikke for disse
[50]. Det er muligt at forskellene set pa effluks i dette studie netop relaterer sig til gener baret pa
plasmider, som er specifikke for hospitalsassocierede stammer, hvilket vi vil undersgge neer-
mere i et kommende projekt.

Effluksaktiviteten kvantificeret over tid giver flere nuancer pa den aktive effluks, og akkumulering
kan adskilles fra effluks. Desuden giver det mulighed for at undersgge efflukshaemmere, samt
lave knock-out mutanter af forskellige formodede effluksgener og monitorere effekten pa effluk-
sen for at identificere gener af betydning for effluksaktiviteten [51,52]. Resultaterne viste at hgj-
og lav effluksstammer kunne adskilles, men yderligere optimering af opstillingen forventes at
give endnu bedre diskrimination mellem isolaterne.

8.5 Sammenfattende diskussion

Resultaterne fra dette projekt pointerer vigtigheden af overholdelse af de anbefalede guidelines
i forhold til koncentration og kontakttid, saerligt med tanke pa at disse forsag er foretaget under
rene forhold, dog for overtgrringsforsgget sammenblandet med bovin serum albumin, for at ind-
drage organisk materiale. Men overordnet set ma der forventes mere organiske materiale, over-
flader med slitage og ujaevnheder, samt mulighed for biofiimdannelse i det virkelig miljg, hvilket
ydereligere stiller krav til biocidet under anvendelse. Forekomsten af organisk materiale kan
beskytte E. faecium og herved ggre biocidet mindre effektivt [32]. Pa den positive side var der
indikation pa at den mekaniske effekt ved overtgrring bidrog til en vaesentlig reduktion i bakte-
rieantal, saledes at kombinationen af biocid og klud gav > 5 log reduktion, om end ikke konse-
kvent fiernelse af alle E. faecium. Da instruksen i forhold til isolationsstuer hedder rengaring
med detergent og desinfektion i to arbejdsgange, ma der formodes en yderligere positiv effekt
af to mekaniske aftgrringer af de overflader der bliver behandlet. Overlevelsen pa overfladerne
og den hgjere overlevelse ved leengere tids inkubering indikerer desuden at intervallerne mellem
renggring og desinfektion er vigtige, og at VREfm i miljget ikke forsvinder uden intervention. En
risiko i forhold til gentagen eksponering overfor biocider, hvis koncentrationen ikke er tilstraek-
kelig til at dreebe bakterierne, kan dels vaere adaptation af bakterien over tid. Ikke-letale skader
kan gge mutationsfrekvensen, fremme deling og optag af gener mellem bakterier og stimulerer
overekspression af visse gener associeret med resistens, sasom effluksgener. Det er derfor
vigtigt at biocider anvendes korrekt og ikke ungdigt og ekstensivt. Herudover skal der tages
miljghensyn ved brug af biocider, hvorfor begraensning i anvendelsen er at foretraekke.
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9. Konklusioner

| dette projektet er der blevet udviklet en suspensions-analysemetode, hvormed fglsomhed over
for biocider effektivt kan undersages i en reekke koncentrationer og med varierende ekspone-
ringstider simultant. Projektet har fokuseret pa E. faecium, som er en problematisk opportuni-
stisk patogen, som i stigende omfang er arsag til hospitalserhvervede infektioner. Isaer vanco-
mycin resistente E. faecium (VREfm) er problematiske, og visse kloner synes seerligt velegnede
til at overleve i hospitalsmiljget, og giver anledning til gentagne udbrud. Valget af klorfrigivende
biocider er truffet pa baggrund af relevans i forhold til sygehusvaesenet. En ngje udvalgt samling
af danske isolater blev undersggt for deres fglsomhed og overlevelsesevne overfor klorfrigi-
vende biocider, samt overlevelse pa overflader fgr og efter desinfektion. Isolaterne er udvalgt
for at kunne svare pa en af hovedhypoteserne nemlig om isolater associeret med hospitaler og
seerligt udbrudskloner fra hospitalerne skulle have udviklet tolerance overfor det anvendte bio-
cid. Herudover er bakteriernes evne til at pumpe potentielle skadelige stoffer ud over deres cel-
lemembran blevet undersggt, da evnen til effluks kan give bakterierne forskellige fordele og
ggede mutationsfrekvens.

P& baggrund af resultaterne fra dette projekt kan der drages felgende konklusioner:

1) Det klorfrigivende biocid NaDCC Plus, nar dette blandes med 10° E. faecium i suspen-
sion (10° E.faecium/ml biocid) til den anbefalede kontakttid og koncentration (10 min,
1000 ppm), var effektivt til at sla alle de 59 isolater ihjel. Koncentrationen var en signi-
fikant forklarende variabel for sandsynligheden for vaekst. Veerd at bemaerke var, at
den gennemsnitlige koncentration, som resulterede i overlevelse var 415 ppm, altsa
kun 2,4 gange under den anbefalede brugskoncentration pa 1000 ppm. Herudover vi-
ste forsgg med 100 fold hgjere antal bakterier (108 E.faecium/ml biocid) sig at pavirke
effektiviteten, saledes at der var overlevne bakterier efter eksponering for 8000 ppm.
Disse kunne dog ikke dyrkes frem pa fast medie, s& der har formenligt veeret fa.

2) Kontakttider og tid til at komme til live igen (inkuberingstiden) pavirker sandsynligheden
for vaekst signifikant, saledes at en kontakttid pa 3 min og 2 degns inkubering resulte-
rede i overlevelse over den anbefalede brugskoncentrationen, hvilket pointerer vigtig-
heden af korrekt anvendelse af biocidet.

3) Udtarring pa overflader er ikke noget der forhindre overlevelse af E. faecium, og efter
8 dage var bakterieantallet kun faldet med i gennemsnit 1,3 log, hvilket pointerer ngd-
vendigheden af at nedbringe bakterieantallet pa overflader og medicinsk udstyr som
kommer i kontakt med patienterne og/eller personalet. Svabring af testarealer med vad
skumsvaber viste sig at vaere en god metode, som gav en tilfredsstillende genfindings-
procenten. Dog kan man stadig forvente falsk negative ved lavt antal bakterier pa test-
overfladen (estimat < 100 CFU/50 cm?).

4) Kilorklude viste sig effektive til at fierne > 5 log E. faecium fra testoverfladen. Der kunne
dog stadig genfindes E. faecium sporadisk ved direkte dyrkning eller berigelse af sva-
beren og transportmediet med veekstmedie. Den mekaniske pavirkning alene bevir-
kede ca. 4 log reduktion. Studiet er smat og bar gentages for der kan drages nogle
endelige konklusioner.

5) Screeningen for effluksaktivitet viste sig, med fa undtagelser, at adskille hospitalsas-
socierede isolater fra samfundsassocierede isolater. Det bliver spaendende at ga mere
i dybden med dette. Forsagsopstillingen der tillader maling af aktiv effluks over tid vil,
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sammen med undersggelser af forskelle i genomerne mellem hgj- og laveffluks stam-
mer, veere et redskab til at kigge efter efflukspumper og beskrive biologien bag effluk-
saktivitet naermere, med henblik pa at undersgge deres medvirken til overlevelse i hos-
pitalsmiljger.
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10. Perspektivering

| dette projekt er der blevet fokuseret pa at bestemme E. faeciums falsomheden overfor prak-
sisrelevante koncentrationer af klorfrigivende biocider. Det er saledes ikke blevet undersagt i
hvilken grad E. faecium er i stand til at adaptere ved eksponering for sub-inhibitoriske koncen-
trationer. Det kan veere relevant i forhold til at risikovurdere betydningen af inadaekvat ekspone-
ring, og dennes betydning for udvikling af tolerance ikke kun overfor biocidet, men ogsa overfor
andre antimikrobielle stoffer, f.eks. gennem overekspression af effluks pumper eller andre me-
kanismer aktiveret af stress respons.

Vi gnskede at undersgge falsomheden over for et stgrre antal isolater, hvilket bevirkede at vi
fokuserede pa én gruppe af biocider. Den udviklede metode kan dog bruges til at underage
felsomheden overfor andre relevante biocider, sdsom klorhexidin og alkohol. Hydrogenperoxid
vil vaere mere relevant at undersage i dampform, da det er saledes det bliver anvendt.

Det var vigtigt at inddrage undersggelser af overlevelse pa overflader far og efter desinfektion,
da det endnu bedre repraesenterer praksis end suspensionstest, og desuden inddrager den me-
kaniske del af processen. Det er dog stadig vanskeligt helt at efterligne forholdene pa hospita-
lerne, og flere typer overflader kunne veere relevante at undersgge. Denne form for studier er
ikke velegnede til screeningsformal, da de er arbejdskraevende og forbundet med mere varia-
tion, men kunne overvejes pa et mindre antal isolater fremadrettet. Det kunne ogsa veere inte-
ressant at vurdere, i hvilket omfang desinfektion bidrager til at eliminere VREfm i forhold til ren-
gering med detergent alene.

Et andet aspekt vi ikke har forhold os til er biofiimdannelse. | hvilket omfang de forskellige iso-
later bruger denne strategi til overlevelse i miljget, og hvordan det pavirker effektiviteten af des-
infektion.

Vores resultater tyder pa at hospitalsassocierede isolater har en fordel i form af gget effluksak-
tivitet, og yderligere studier skal afdeekke betydningen af dette for overlevelse i hospitalsmiljget,
og om nye eller kendte efflukspumpegener er tilstede i hgjeffluksstammerne. Forsggsopstillin-
gen der tillader maling af aktiv effluks over tid vil, sammen med undersggelser af forskelle i
genomerne mellem hgj- og laveffluks stammer, veere et redskaber til kigge efter efflukspumper
og beskrive biologien bag effluksaktivitet naermere.

Sidst har vi et gsnske om at finde nye strategier til bekeempelse af VREfm. Her teenker vi pa
identifikation af efflukspumpehaemmere og evaluering pa effekten af en sddan haemning. Des-
uden vil vi gerne undersgage fager (virus der angriber bakterier) fra hospitalsmiljget og/eller over-
koloniserede patienter for at lede efter fager med letal effekt pa VREfm (fagterapi).

Overordnet set indikerer resultaterne at klorfrigivende biocider stadig er effektive overfor E. fa-
ecium, safremt de anvendes korrekt. Vi spekulerer pa hvor leenge VREfm holdes nede efter
rengering og desinfektion? Hvor lang tid gar der fgr miljget er kontamineret igen i en grad hvor
VREfm kan transmitteres, samt hvad er forekomsten pa de omrader der ikke kan blive eller
sjeeldent bliver desinficeret? Vi formoder at disse punkter udggr den starste risiko for smitte fra
hospitalsmiljget. Herudover kan opretholdelse af isolation af raske smittebaerer veere en van-
skelig opgave (personlig kommunikation Jenny D. Knudsen), og disse patienter udgare en stor
risiko for kontaminering af hospitalsmiljget, trods indsatsen i form af rengering og desinfektion.
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Enterokokkers folsomhed overfor klorfrigivende biocider

Denne rapport omhandler udvikling af metoder til vurdering af biociders effektivitet.
Metoderne blev anvendt til at analysere en bakterierart, som er kendt for at veere
vanskelig at udrydde i hospitalsmiljger. | projektet er der udviklet en suspensions
analysemetode, hvormed fglsomhed over for biocider effektivt kan undersages i en
reekke koncentrationer og med varierende eksponeringstider. Problemstillingen bag
projektet er bakteriearten, Enterococcus faecium, og dennes falsomhed og overlevel-
sesevne overfor klorfrigivende biocider, samt overlevelse pa overflader fgr og efter
desinfektion. Herudover er bakteriernes evne til at pumpe potentielle skadelige stoffer
ud over deres cellemembran blevet undersagt.

Samlet kan det konkluderes at anbefalingerne til kontakttid og koncentration skal
overholdes for at sikre den baktericide effekt af klorfrigivende biocider over for E. fae-
cium, samtidigt viser overlevelsen pa overfladerne at renggring og desinfektion er es-
sentiel for at undga transmission af VREfm fra kontaktflader til patienter og perso-
nale. Det virker heldigvis til at de praeimpreegnerede klorkulde har meget god effekt
under de forhold de hér er undersagt.

Hgj effluksaktivitet kan veere medvirkende til bedre overlevelse for hospitalsassocieret
E. faecium, f.eks. hvis disse er i kontakt med subletale koncentrationer af antimikrobi-
elle stoffer.
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