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Salmonellabakterier som kvarstår på
kontaminerade ytor i form av bio-
film är svåra att avlägsna vid rengö-
ring och desinfektion. Förmåga att
bilda biofilm är därför av relevans
för bekämpning och kontroll såväl i
djurbesättningar som foderfabriker.
I denna studie undersöktes salmo-
nellastammar från utbrott i svenska
djurbesättningar avseende förmåga
att bilda biofilm.

BAKGRUND
Det svenska salmonellakontrollpro-
grammet innebär att bekämpningsåt -
gärder måste vidtas i besättningar där
salmonella påvisas. För att undvika åter -
infektion från miljön utförs rengöring
och desinfektion av utrymmen och ytor
som misstänks vara kontaminerade med
salmonellabakterier. Återfall av salmo-
nella i enskilda besättningar har ibland
hänförts till brister i dessa åtgärder
(Figur 1a och 1b). Biofilm försämrar
effekten av rengöring och desinfektion
av smutsiga ytor (2). Därför ville vi under-
 söka förmågan att bilda biofilm hos 
salmonellastammar som varit särskilt
besvärliga att bekämpa i besättningen,
eller där fodersmitta misstänkts.

BIOFILM
Biofilm består av ett hydrerat polymer-
matrix av bakterier som adhererar till
varandra och till en yta (3). Bakterier
kan tillväxa i den skyddande biofilmen
men också frisättas, börja föröka sig och
spridas i miljön (3). 

Det är svårt att fullständigt reprodu-
cera naturlig biofilm i laboratorieexperi-
ment och vanligen undersöks enskilda
bakteriestammars adhesion till olika
ytor. Förmåga till biofilmsbildning hos
Salmonella enterica har ofta undersökts

genom spektrofotometrisk mätning av
adhesion till mikrotiterplattor. Benägen-
het att bilda biofilm har associerats med
olika serotyper av salmonella (1), men
den enskilda bakteriestammen tycks ha
större betydelse än serotyp (6). Ett fler-
tal studier har undersökt sambandet
mellan biofilm och persistens av salmo-
nella i industriella miljöer för foderpro-
duktion (10) och livsmedelsproduktion
(4). Bara enstaka rapporter finns om
samband mellan biofilm och persistens i
djurbesättningar (7).

MATERIAL OCH METODER
20 stammar av Salmonella enterica subsp
enterica från stamkollektionen vid sta-
tens veterinärmedicinska anstalt (SVA)
användes i studien (se Tabell 1). Adhe-

sion till mikrotiterplattor mättes med
spektrofotometri. Efter odling på blod -
agar tillsattes en bakteriekoloni till tio
milliliter TSB (tryptic soy broth) och
inkuberades över natt i 37°C. Därefter
späddes fem mikroliter av buljongkultu-
ren i 300 mikroliter TSB och triplikat av
denna spädning applicerades i mikro -
titerplattor av plast som inkuberades vid
37°C under 24 timmar respektive rums -
temperatur (20°C) i 48 timmar. Efter
inkubering sköljdes plattorna tre gånger
med sterilt vatten för att avlägsna bakte-
rier som inte fastnat på ytan. Kvarvarande
adhererade bakterier fixerades med 100-
procentig metanol i 15 minuter och fär-
gades sedan med kristallviolett i fem
minuter, sköljdes med sterilt vatten och
avfärgades med 33-procentig acetonsyra.
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Tabell 1. SALMONELLASTAMMAR SOM UNDERSÖKTES AVSEENDE BILDANDE AV BIOFILM. OM INTE ANNAT

ANGES FÖRELIGGER INGET EPIDEMIOLOGISKT ELLER NÄRA GEOGRAFISKT SAMBAND MELLAN STAMMARNA.

Serotyp ID-nummer* Ursprung

1 S cubana 435/2003 Foderburet utbrott kopplat till foderfabrik1

2 S cubana 281/2008 Enstaka isolat, utan spridning, från grisbesättning
3 S dublin 187/2008 Utbrott i mjölkbesättning 
4 S dublin 707/2007 Utbrott i mjölkbesättning
5 S dublin 859/2012 Utbrott i mjölkbesättning
6 S mbandaka 219/2013 Foderburet utbrott kopplat till foderfabrik
7 S mbandaka 471/2011 Slaktkycklingbesättning
8 S mbandaka 63/2004 Utbrott i mjölkbesättning
9 S reading 477/2007 Utbrott i mjölkbesättning2

10 S reading 592/2007 Utbrott i mjölkbesättning2

11 S reading 340/2009 Utbrott i mjölkbesättning2

(samma region som 592/2007)
12 S thompson 592/2010 Utbrott i grisbesättning
13 S thompson 936/2005 Utbrott i mjölkbesättning3

14 S typhimurium DT104 84/2008 Utbrott i mjölkbesättning
15 S typhimurium 847/2008 Återkommande utbrott i slaktkycklingbesättning
16 S typhimurium 605/2008 Återkommande utbrott i värphönsbesättning
17 S typhimurium DT104 550/2004 Utbrott i mjölkbesättning
18 S typhimurium DT104 551/2004 Utbrott i mjölkbesättning (kopplat till 550/2004)
19 S typhimurium 767/2009 Grisbesättning, spårat till foderfabrik 
20 S typhimurium 651/2010 Mjölkbesättning

* ID-nummer slutar med årtalet då stammen isolerades.
1 Se referens nr 10
2 Se referens nr 4
3 Se referens nr 8
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Graden av infärgning (optisk densitet,
OD) mättes i en Wallac VICTOR2
spektrofotometer vid 570 nanometer våg-
 längd. Försöket upprepades tre gånger.

Resultaten beräknades som medel -
värdet av varje triplikat. För varje stam
beräknades även variationen inom och
mellan plattorna, som standardavvikel-
sen delat med medelvärdet. 

RESULTAT
Figur 2 och 3 visar OD-värden (medel-
värde och standardavvikelse) för varje
stam efter inkubering i 24 timmar vid
37°C (Figur 2) respektive 48 timmar vid
rumstemperatur (Figur 3). Inga tydliga
skillnader kunde ses mellan de olika
stammarna, utom för de tre S typhimu -
rium DT 104 (nummer 14, 17 och 18 i

Tabell 1). De senare uppvisade högre
OD-värden vid båda inkuberingstempe-
raturerna. Variationen inom plattorna
var 16 procent efter 37°C inkubering
och 14 procent efter inkubering i rums -
temperatur. Variationen mellan plattorna
var 24 procent efter inkubering vid
37°C och 18 procent vid rumstempe -
ratur. 
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FIGUR 1. Återfall av salmonella i enskilda besättningar har ibland hänförts till brister i rengöring och desinfektion av ytor som misstänks
vara kontaminerade med salmonellabakterier. Salmonella dublin, utstryk på blodagar (Figur 1a) och blåagar (Figur 1b).
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FIGUR 2. Biofilm hos stammar av Salmonella enterica uppmätt som optisk densitet (OD), efter inkubering vid 37°C i 24 tim (37C). X-axeln
visar stamnummer som angivet i Tabell 1. Y-axeln visar OD-värde, staplarna visar medelvärdet från tre plattor med triplikat, felstaplar in-
kluderar medelvärdet +/- en standardavvikelse.

FIGUR 3. Biofilm hos stammar av Salmonella enterica uppmätt som optisk densitet (OD), efter inkubering vid rumstemperatur i 48 tim (RT).
X-axeln visar stamnummer som angivet i Tabell 1. Y-axeln visar OD-värde, staplarna visar medelvärdet från tre plattor med triplikat, fel-
staplar inkluderar medelvärdet +/- en standardavvikelse.
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METODASPEKTER
Det har hävdats att mätning av bakte -
riers adhesion till polystyrenplattor inte
är en optimal metod för att bedöma bio-
filmsbildning och andra, mer realistiska
men resurskrävande modeller, har före-
språkats (1, 2). För syftet med denna
studie bedömdes dock den använda (och
vanligaste) modellen som tillräcklig.
Temperatur och odlingsmedium har
visats påverka biofilmsbildning (6, 10).
Den buljong som användes här har tidi-
gare visats gynna bildandet av biofilm
(8) och inkubering vid 20°C har fram-
hållits som det mest realistiska för att
bedöma naturlig biofilmsbildning (10).

DISKUSSION
Bildande av biofilm kunde, med den
metod som användes här, inte associeras
med vare sig foder som smittkälla eller
benägenhet till persistens i besättningen.
De tre stammarna av S typhimurium
DT104, som var de enda som uppvisade
ökad bildning av biofilm, hade inte
kopplats till några särskilda svårigheter
vid bekämpningen i besättningarna.
Ingen av de andra stammarna som hade
varit besvärliga att bekämpa och/eller
kopplats till foderburen smitta, uppvi -
sade någon särskild benägenhet att bilda
biofilm i den modell som användes här.
Sådana ”besvärliga” stammar inkluderade
en S thompson (nummer 13 i Tabell 1,
besättningsutbrott beskrivet i referens nr
9), tre S reading (nummer 9, 10 och 11
i Tabell 1, besättningsutbrott beskrivet 
i referens nr 5), en S cubana (nummer 1
i Tabell 1, foderutbrott beskrivet i refe-
rens nr 11) och två S typhimurium
(nummer 15 och 16 i Tabell 1). Där -
emot förväntades inte någon nämnvärd
biofilmsbildning hos S dublin, eftersom
persistens i besättningsmiljön anses vara
av mindre betydelse för denna serotyp
än anpassning till den huvudsakliga vär-
den (nötkreatur). 

Resultaten stödde alltså inte hypo -
tesen att olika benägenhet att bilda bio-
film eller adherera till ytor hänger sam-
man med svårigheter att bekämpa olika
salmonellastammar i enskilda besätt-
ningar. Detta överensstämmer med
resultaten från en annan studie (7) även
om det fortfarande är möjligt att andra
egenskaper som har att göra med bil dan-
det av biofilm kan skilja sig mellan olika

stammar. Biofilm är förmodligen av
mindre betydelse för skillnader mellan
olika salmonellautbrott. Ett antal olika
faktorer påverkar utfallet av salmonella-
introduktion och spridning av salmonella
inom en djurbesättning. Några som kan
nämnas är djurslag, produktionsform,
besättningsstorlek och olika miljöfakto-
rer i den enskilda djurbesättningen.

SUMMARY
Biofilm formation in salmonella
strains isolated from Swedish herds
The aim of the present study was to
compare the biofilm formation of 20
salmonella strains isolated from out -
breaks in Swedish farm animals, in order
to assess if this could be associated with
on-farm persistence or recurrence, or
spread via feed. Spectrophotometry was
used to assess the adhesion to microtiter
plates.

Biofilm formation could not be asso-
ciated with serotype or source of the
strain. Three S typhimurium DT 104
strains appeared to have a higher biofilm
formation capability. Except for these
strains, there was little variation in the
results for different strains.

TACK
Denna studie genomfördes med medel från
Jordbruksverket. Författarna vill också
tacka Lena Falkenäs på SVA för hjälp med
att ta fram salmonellastammarna. 
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