Salmonellabakterier som kvarstar pa
kontaminerade ytor i form av bio-
film &r svara att avlagsna vid rengo-
ring och desinfektion. Férmaga att
bilda biofilm &r darfor av relevans
for bekampning och kontroll saval i
djurbesattningar som foderfabriker.
| denna studie undersoktes salmo-
nellastammar fran utbrott i svenska
djurbesattningar avseende férmaga
att bilda biofilm.

BAKGRUND

Det svenska salmonellakontrollpro-
grammet innebir att bekidmpningsit-
girder miste vidtas i besittningar dir

SUSANNA STERNBERG LEWERIN, leg veterinar, VMD, professor och

genom spektrofotometrisk mitning av
adhesion till mikrotiterplattor. Benigen-
het att bilda biofilm har associerats med
olika serotyper av salmonella (1), men
den enskilda bakteriestammen tycks ha
storre betydelse dn serotyp (6). Ect fler-
tal studier har undersokt sambandet
mellan biofilm och persistens av salmo-
nella i industriella miljser f6r foderpro-
duktion (10) och livsmedelsproduktion
(4). Bara enstaka rapporter finns om
samband mellan biofilm och persistens i
djurbesiteningar (7).

MATERIAL OCH METODER

20 stammar av Salmonella enterica subsp
enterica frin stamkollektionen vid sta-
tens veterinirmedicinska anstalt (SVA)

LISE-LOTTE FERNSTROM, biomedicinsk analytiker*

sion till mikrotiterplattor mittes med
spektrofotometri. Efter odling pa blod-
agar tillsattes en bakteriekoloni till tio
milliliter TSB (tryptic soy broth) och
inkuberades over natt i 37°C. Direfter
spiddes fem mikroliter av buljongkultu-
ren i 300 mikroliter TSB och triplikat av
denna spidning applicerades i mikro-
titerplattor av plast som inkuberades vid
37°C under 24 timmar respektive rums-
temperatur (20°C) i 48 timmar. Efter
inkubering skéljdes plattorna tre génger
med sterilt vatten for att avligsna bakte-
rier som inte fastnat pa ytan. Kvarvarande
adhererade bakterier fixerades med 100-
procentig metanol i 15 minuter och fir-
gades sedan med kristallviolett i fem
minuter, skéljdes med sterilt vatten och

salmonella pavisas. For att undvika dcer- anvindes i studien (se Tabell 1). Adhe- avfirgades med 33-procentig acetonsyra. »
infektion frin miljon utférs rengéring
och desinfektion av utrymmen och ytor
som misstinks vara kontaminerade med
salmonellabakeerier. Aterfall av salmo-

nella i enskilda besittningar har ibland

Tabell 1. SALMONELLASTAMMAR SOM UNDERSOKTES AVSEENDE BILDANDE AV BIOFILM. OM INTE ANNAT
ANGES FORELIGGER INGET EPIDEMIOLOGISKT ELLER NARA GEOGRAFISKT SAMBAND MELLAN STAMMARNA.

Serotyp ID-nummer* Ursprung
hinféres dll brister i dessa &tgirder
(Figur la och 1b). Biofilm forsimrar 1 Scubana 435/2003 Foderburet utbrott kopplat till foderfabrik’
fFekt o h desinfekti 2 Scubana 281/2008 Enstaka isolat, utan spridning, fran grisbesattning
ctiekten av rengoring och desintektion 3 Sdublin 187/2008  Utbrott i mj¢lkbeséttning
av smutsiga ytor (2). Dirfor ville vi under- 4 Sdublin 707/2007 Utbrott i mjslkbesattning
soka formdgan att bilda biofilm hos 5 Sdublin 859/2012 Utbrott i mjolkbesattning
salmonellastammar som varit sirskilt 6 S mbandaka 219/2013 Foderburet utbrott kopplat till foderfabrik
o . . . 7 S mbandaka 471/2011 Slaktkycklingbesattning

besvarhga ate bekamp al besattmngen, 8 S mbandaka 63/2004 Utbrott i mj6lkbesattning
eller dir fodersmitta misstinkts. 9 S reading 477/2007 Utbrott i mjolkbesattning?

10 Sreading 592/2007 Utbrott i mjélkbesattning?
BIOFILM 11 Sreading 340/2009 Utbrott i mjélkbesattning?

. o (samma region som 592/2007)
Biofilm bestdr av ett hydrerat polymer— 12 S thompson 592/2010 Utbrott i grisbesattning
matrix av bakterier som adhererar till 13 S thompson 936/2005 Utbrott i mj6lkbesattning3
varandra och till en yta (3). Bakterier 14 S typhimurium DT104  84/2008 Utbrott | mjélkbesattning
kan tillvixa i den skyddande biofilmen 15 S typhimurium 847/2008 Aterkommande utbrott i slaktkycklingbesattning
P o R 16 S typhimurium 605/2008 Aterkommande utbrott i varphdnsbesattning
men ocksa frisittas, borja foroka sig och 17 S typhimurium DT104  550/2004 Utbrott i mjslkbesattning
spridas i miljon (3). 18 S typhimurium DT104  551/2004 Utbrott i mj6lkbesattning (kopplat till 550/2004)
Det ir svirt att fullstéindigt reprodu— 19 S typhimurium 767/2009 Grisbesattning, sparat till foderfabrik
20 S typhimurium 651/2010 Mijolkbesattning

cera naturlig biofilm i laboratorieexperi-

ment och vanligen undersdks enskilda
bakteriestammars adhesion till olika
ytor. Férméga till biofilmsbildning hos
Salmonella enterica har ofta undersokts

* ID-nummer slutar med artalet da stammen isolerades.
! Se referens nr 10

2 Se referens nr 4

3 Se referens nr 8
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FiGUR 1. Aterfall av salmonella i enskilda beséttningar har ibland hénférts till brister i rengéring och desinfektion av ytor som misstanks
vara kontaminerade med salmonellabakterier. Salmonella dublin, utstryk pa blodagar (Figur 1a) och blaagar (Figur 1b).

Graden av infirgning (optisk densitet,
OD) mittes i en Wallac VICTOR2
spektrofotometer vid 570 nanometer vég-
lingd. Forsoket upprepades tre ginger.

Resultaten beriknades som medel-
virdet av varje triplikat. For varje stam
beriknades dven variationen inom och
mellan plattorna, som standardavvikel-
sen delat med medelvirdet.
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RESULTAT

Figur 2 och 3 visar OD-virden (medel-
virde och standardavvikelse) for 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 for de tre S gphimu-
rium DT 104 (nummer 14, 17 och 181
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Tabell 1). De senare uppvisade hogre
OD-virden vid b&da 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 2. Biofilm hos stammar av Salmonella enterica uppmétt 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-vérde, staplarna visar medelvardet fran tre plattor med triplikat, felstaplar in-

kluderar medelvardet +/- en standardavvikelse.
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FiGur 3. Biofilm hos stammar av Salmonella enterica uppmétt 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-vérde, staplarna visar medelvérdet fran tre plattor med triplikat, fel-
staplar inkluderar medelvérdet +/- en standardavvikelse.
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» METODASPEKTER

Det har hivdats att mitning av bakte-
riers adhesion dill polystyrenplattor inte
dr en optimal metod fér att bedéma bio-
filmsbildning och andra, mer realistiska
men resurskrivande modeller, har fore-
sprakats (1, 2). For syftet med denna
studie bedomdes dock den anvinda (och
vanligaste) modellen som tillricklig.
Temperatur och odlingsmedium har
visats paverka biofilmsbildning (6, 10).
Den buljong som anvindes hir har ddi-
gare visats gynna bildandet av biofilm
(8) och inkubering vid 20°C har fram-
hillits som det mest realistiska for att
bedéma naturlig biofilmsbildning (10).

DISKUSSION

Bildande av biofilm kunde, med den
metod som anvindes hir, inte associeras
med vare sig foder som smittkilla eller
benigenhet till persistens i besdttningen.
De tre stammarna av S #yphimurium
DT104, som var de enda som uppvisade
okad bildning av biofilm, hade inte
kopplats till ndgra sirskilda svirigheter
vid bekidmpningen i besittningarna.
Ingen av de andra stammarna som hade
varit besvirliga att bekdmpa och/eller
kopplats till foderburen smitta, uppvi-
sade ndgon sirskild benigenhet att bilda
biofilm i den modell som anvindes hir.
S&dana "besvirliga” stammar inkluderade
en S thompson (nummer 13 i Tabell 1,
besittningsutbrott beskrivet i referens nr
9), tre S reading (nummer 9, 10 och 11
i Tabell 1, besittningsutbrott beskrivet
i referens nr 5), en S cubana (nummer 1
i Tabell 1, foderutbrott beskrivet i refe-
rens nr 11) och & S pphimurium
(nummer 15 och 16 i Tabell 1). Dir-
emot forvintades inte ndgon nimnvird
biofilmsbildning hos S dublin, eftersom
persistens i besittningsmiljon anses vara
av mindre betydelse fér denna serotyp
4n anpassning till den huvudsakliga vir-
den (notkreatur).

Resultaten stédde alltsd inte hypo-
tesen att olika benigenhet att bilda bio-
film eller adherera dll ytor hinger sam-
man med svérigheter att bekimpa olika
salmonellastammar i enskilda besitt-
ningar. Detta 6verensstimmer med
resultaten frin en annan studie (7) dven
om det fortfarande dr mgjligt att andra
egenskaper som har att géra med bildan-
det av biofilm kan skilja sig mellan olika
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stammar. Biofilm #r foérmodligen av
mindre betydelse for skillnader mellan
olika salmonellautbrott. Ett antal olika
faktorer paverkar utfallet av salmonella-
introduktion och spridning av salmonella
inom en djurbesittning. Nigra som kan
nimnas dr djurslag, produktionsform,
besittningsstorlek och olika miljofakto-
rer i den enskilda djurbesittningen.

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 gphimurium 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 genomfordes med medel frin
Jordbruksverket. Forfattarna vill ocksd
tacka Lena Falkends pd SVA for hjilp med

att ta fram salmonellastammarna.
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