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Sammendrag

Bakgrunn: Formélet med studien er & undersgke eksisterende resistens og risiko for videre
resistensutvikling forbundet med bruk av klorheksidin og natriumhypokloritt. Dette i relasjon

til bakterier i odontologisk praksis.

Metode: Vi har laget en systematisk oversikt over forskning som omhandler mikrobiell
resistens knyttet til desinfeksjonsmidler relevante i odontologisk praksis. Pa bakgrunn av
forhandsbestemte kriterier ble det gjort systematiske sek innenfor tidsperioden 2000-2020, og
en litteraturgjennomgang omhandlende resistensgener knyttet til natriumhypokloritt og
klorheksidin. Sekeresultatene ga oss 518 unike treff, hvor 365 var knyttet til klorheksidin og
155 til natriumhypokloritt. To av disse artiklene omhandlet begge desinfeksjonsmidlene. Etter
vurdering og ngye gjennomgang ble det plukket ut seks hovedartikler pd bakgrunn av

kriteriene for oppgaven.

Resultat: Studier viser at det i dag eksisterer resistensgener knyttet til bade klorheksidin og
natriumhypokloritt, men det er vanskelig & sammenligne resultater fra forskjellige studier da
det ikke finnes en felles definisjon av resistens. Flere studier viser til at gkt bruk gir okt sjanse

for resistensutvikling og at det kreves mer forskning pa omradet for & fa tydeligere svar.

Konklusjon: En utfordring med denne studien er at det er manglende konsensus rundt
grenseverdier og minste inhibitoriske konsentrasjon (MIC) til de spesifikke
bakteriestammene. Det blir dermed vanskelig & benytte MIC for & sammenligne de
forskjellige resultatene i hovedartiklene. For fremtidig forskning vil det vaere hensiktsmessig
a utvikle standardiserte metoder og konsensus rundt definisjonen av resistens for & fa

sammenlignbare resultater og kunne bringe forskningen fremover.
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Forord

Vi ensker a oke bevisstheten og fokuset rundt resistensproblematikken med sikte pa risiko for
resistensutvikling mot antimikrobielle midler som benyttes i odontologisk praksis. Ettersom
natriumhypokloritt og klorheksidin benyttes hyppig klinisk og i hjemmet er det viktig & folge
med pa utviklingen av mikrober med redusert folsomhet for desinfeksjonsmidlene (1). Videre
onsker vi & formidle hvor viktig det er & veere oppmerksom pa faren for kryssresistens mellom

disse midlene og andre antimikrobielle preparater samt effekten av biocider pa oral biofilm.

Veileder
Mohammed Al-Haroni, Instituttleder, Institutt for klinisk odontologi UiT.
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Ordliste

BHI:
CFU:
CHG:
CHX:
CoNS:
DNA:
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HOCI:
MBI:
MFS:
MIC:
MRSA:

FORGNB:

NaOCl:
NAOH:
PCM:
PCR:
SEM:
CLSM:

Brain-heart infusion (NO: Hjerneinfusjon medium)
(NO: Kolonidannende enhet)
(NO: Klorheksidinglukonat)

(NO: Klorheksidin)

Colony forming unit
Chorhexidine gluconate
Chlorhexidine
Koagulasenegativ Staphylococci
Deoksyribonukleinsyre
Helseassosierte infeksjoner / Nosokomielle infeksjoner
Hypoklorsyre

Minste baktericide konsentrasjon

Major faciliator superfamily

Minste inhibitoriske konsentrasjon
Meticillinresistent Staphylococcus aureus

stafylokokker)

(NO: Meticillinresitente gule

Fluorokinolon-resistente gramnegative bacilli
Natriumhypokloritt
Natriumhydroksid
Paramonoklorfenol
Polymerase Chain Reaction, (NO: Polymerasekjedereaksjon)
(NO: Skanningsmikroskopi)

(NO: Konfokal

Scanning electron microscopy
Confocal laser scanning microscopy

laserskanningsmikroskopi)
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Introduksjon masteroppgave

Det er i dag stort fokus pé & forhindre smittespredning innad i helsetjenesten. Innenfor
tannhelsetjenesten er smittevernsrutiner viktige ettersom utstyr og overflater kontamineres av
kroppsvasker som blod og saliva. Det genereres ogsa aerosoler ndr man arbeider med
vannkjeling. Disse forholdene gjor tannklinikken til et utsatt omrade med tanke pa
smittespredning. Med gode basale smittevernsrutiner er formalet & forhindre spredning av

patogene mikrober mellom pasientene og mellom personellet og pasientene (2).

Som en del av smittevernstiltakene er helsepersonell i Norge palagt & folge smittevernloven,
helsepersonelloven og internkontrollforskriften (3). I 2018 ble ogsa «Faglige anbefalinger for
smittevern i klinisk odontologisk praksis» utgitt etter enske fra Folkehelseinstituttet. Dette for
a lage en sammenfatning av infeksjonsprogram og prosedyrer knyttet til smittevern (4). Her
trekkes det frem at det finnes tre sentrale metoder for & dekontaminere utstyr. Dette inneberer
rengjoring med vaskemidler, bruk av desinfeksjonsmidler og sterilisering. Gullstandarden for
a fullstendig eliminere mikrober er sterilisering. P4 tannklinikker benytter man en
instrumentvaskemaskin for & desinfisere, etterfulgt av autoklavering som steriliserer
instrumentene (4, 5). For overflater eller utstyr som ikke téler behandling med fuktig varme
og autoklavering kan man benytte kjemiske desinfeksjonsmidler (4). Disse midlene méa brukes
pa riktig mate. Tilgrisede instrumenter med synlig kontaminering av organisk materiale mé
rengjeres forst for & oppna optimal effekt av desinfeksjonsmidlene. Virketid, konsentrasjon og

produktets holdbarhetsdato vil ogsa pavirke resultatet av bruk (6).

En utfordring med kjemisk sterilisering er mikroorganismenes evne til & kolonisere seg og
danne naringsnett kalt biofilm. En slik biofilm kan inneholde bakterier, protozooer, sopp og
bakteriofager. Ved 4 leve i slike nettverk ligger bakteriene bedre beskyttet, noe som gjor
eliminering ved bruk av desinfeksjonsmidler vanskeligere. Biofilmen gir ogséd mulighet for
horisontal genoverfering, noe som vil si at genmateriale fra en organisme kan overfores til en

annen (7).

Bakterier lever ikke naturlig enkeltvis, sakalt planktonisk, men nesten utelukkende som en del
av et storre nettverk i en biofilm. A vare en del av en biofilm endrer de fysiologiske

egenskapene og gir bakteriene mange fordeler som gker levedyktigheten. Dette er viktig for
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bakteriens toleranse ovenfor ulike antibakterielle midler (7, 8). I en biofilm ligger bakteriene i
en viskes ekstracellulaer polymerisk matriks som bestar av polysakkarider, proteiner og
nukleinsyrer (7). Biofilmens struktur, eksopolysakkarider og arkitektur vil pavirke stoffenes
evne til & trenge inn i biofilmen (9). Variasjoner i tilgangen pd naringsstoffer og mengden
avfallsstoffer som finnes lokalt i biofilmen er med pa & pavirke veksten og bakteriers
motstandsdyktighet. Mangel pd naringsstoffer kan nedjustere metabolismen til bakterier i
biofilmen, og gi en sterre motstand mot midler som vanligvis pavirker denne (7). Alder pa
biofilmen har ogsé innvirkning pa hvor utsatt bakteriene er. Modne biofilmer har en mer
kompleks struktur og er mer motstandsdyktige ovenfor antibakterielle midler sammenlignet

med umodne biofilmer (10).

Klorheksidin

Klorheksidin er blant de mest brukte desinfeksjonsmidlene globalt, og hyppig brukt av
pasienter innenfor odontologisk praksis (11, 12). Desinfeksjonsmiddelet er antimikrobielt
bredspektret og har effekt pa sopp, enkelte typer virus og badde grampositive- og gramnegative
bakterier. Middelet har ogsé effekt pd bakteriesporer ved temperaturer mellom 98-100 °C
(13). Effekten beskrives som bakteriostatisk ved lave konsentrasjoner og baktericid ved

heyere konsentrasjoner (14).

Klorheksidin har veert i bruk siden midten av 50-tallet (15). Det britiske laboratoriet for
biologi og forskning, Imperial Chemical Industries, syntetiserte middelet forst under navnet
Hibitane. Utviklerne av substansen beskrev i 1954 klorheksidin som et nytt potent
antibakterielt middel med enestdende bakteriostatiske egenskaper (1, 16). I tillegg til & virke
effektivt mot mange typer mikroorganismer er forbindelsen godt tolerert av hud og har lav
toksisitet hos mennesker (17). I 1957 ble det markedsfert i Storbritannia som
huddesinfeksjon, for middelet etter hvert har blitt brukt verden over i medisinsk praksis.
Innenfor odontologien ble middelet forst benyttet pa operasjonsomrader og som
irrigasjonsmiddel under endodontiske prosedyrer. Det var ikke for 1969 klorheksidin ble sett
pa i sammenheng med oralt plakk og inhibisjon av kariesutvikling og tannkjettsykdom (18,
19). Pa starten av 70-tallet ble det gjort en studie som undersekte effekten av klorheksidin pé
utviklingen av oralt plakk og gingivitt. Studien ble utfort ved The Royal Dental College i

Aarhus i Danmark. Forskerne konkluderte med at selv etter hgy sukroseeksponering vil bruk
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av 0,2 % klorheksidinmunnskyll i kombinasjon med god oral hygiene fore til signifikant

mindre plakkformasjon og dermed bidra til & hindre dannelse av gingivitt og karies (20).

Pa grunn av middelets antimikrobielle egenskaper brukes det i dag i stor grad som
desinfeksjonsmiddel. Det regnes na som et reseptfritt legemiddel innenfor medisinsk praksis

og brukes til desinfeksjon av hud og slimhinne, samt overflatedesinfeksjon av instrumenter
(21, 22).

Klorheksidin i odontologisk praksis

I odontologisk praksis brukes klorheksidin i ulike former, med flere bruksomréder og ulike
konsentrasjoner. Det benyttes blant annet til overflatedesinfeksjon og som preoperativ
slimhinnedesinfeksjon. Desinfeksjonsmiddelet har vist seg & effektivt redusere oralt plakk ved
en konsentrasjon pa 0,2 % (23). Oral administrering av klorheksidin pre- og perioperativt ved

oralkirurgiske inngrep har vist seg & senke risikoen for helsetjenesteassosierte infeksjoner
(HAI) (24).

Klorheksidin er blant de antiseptiske midlene som foreskrives aller hyppigst til pasienter i
odontologisk praksis (12). I orale produkter benyttes middelet stadig for & behandle gingivitt
og orale infeksjoner (25, 26). Munnskyll og gel er eksempler pa preparater som kan inneholde
klorheksidin og som benyttes bdde i klinikken og i hjemmet. Det er ogsa tilsatt i noen typer
tannkremer. | kommersielle produkter er de vanligste konsentrasjonene 0,06 %, 0,12 % og

0,2 % (27). Det benyttes ogsa som desinfeksjonsmiddel under endodontisk behandling (28).

Kjemisk oppbygging

Klorheksidin er et kationisk molekyl som inngar i den kjemiske gruppen bisbiguanider (26).
Den kjemiske formelen til molekylet er C22H30CIaN10 (29). Forbindelsen er symmetrisk
oppbygd med en sentral heksametylenkjede hvor det utgar to klorguanidkjeder. Klorheksidin
er 1 utgangspunktet en sterk base som grunnet heksametylenkjeden er uleselig i vann (26, 30).
Ved tilsetting av syre omdannes molekylet til et salt, noe som gjer forbindelsen vannleselig. I

dag benyttes forbindelsen mest i from av diglukonat-, hydroklorid eller diacetatsalter (26, 31).
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Alle saltformene reagerer med negativt ladde bakterieceller og er mest effektiv mot bakterier
ved pH 7 til 8 (13). I denne oppgaven brukes benevnelsen klorheksidin uavhengig av type

salt.

Cl

NH NH

Figur 1. Kjemisk struktur klorheksidin

Effekten av klorheksidin pa bakterier

Nér klorheksidinsalter lases opp frigis kationer som tiltrekkes de negativt ladde
bakteriecellene. Middelets effekt kan deles inn i primare og sekundare virkningsmekanismer.
Den primare mekanismen gér ut pd at middelet inhiberer bakteriens membranbundne
enzymer. Dette medforer adeleggelse i1 transportmekanismer og bakterien svekkes grunnet
hull 1 cytoplasmamembranen. Bakteriostatisk effekt oppnés selv ved lave konsentrasjoner
mellom 0,02-0,06 %. Sekundear, baktericid virkingseffekt oppnés ved hoyere konsentrasjoner
>0,12 %. Da trekkes klorheksidin inn i bakteriecellen, den indre cytoplasmamembranen
brytes ned som igjen forer til utfelling av bakteriens cytoplasma og intracellulart materiale (1,
11, 32, 33). I tillegg til at klorheksidin har en umiddelbar antimikrobiell effekt, binder det til
den orale slimhinnen, med forlenget virkning gjennom langsom frigjering (27).
Plakkretensjon, inflammasjon og bledning kan reduseres ved intraoral bruk av antiseptikumet

(12).

Generelt om klorheksidinresistens og resistensgener

Den utbredte bruken av klorheksidin vekker spersmal rundt fare for utvikling av ervervet
resistens. Det har lenge vart rettet mye oppmerksomhet mot antibiotikaresistens, mens det har
vart mindre fokus rundt resistens knyttet til andre antimikrobielle midler. Forskning viser til

at all bruk av klorheksidin er med pé & eke faren for utvikling av resistens. Nosokomielle

Cl
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infeksjoner har ogsé allerede blitt satt i ssmmenheng med resistensutvikling mot klorheksidin.
Det viser seg at bruk av bdde antibiotika og klorheksidin henger sammen med utviklingen av

resistens, inkludert kryssresistens og multiresistens (34, 35).

Qac er en gruppe gener som finnes pd mobile genetiske elementer, og av disse genene har
gacA og gacB vist seg a forarsake resistens mot enkelte antiseptiske midler, deriblant
klorheksidin (21). De mobile genetiske elementene kan enten veare plasmider eller integroner.
De plasmidbérne genene gacA4 og gacB koder for effluksproteiner, og danner efflukspumper
som har flere kationiske komponenter som substrater. Disse kan forarsake resistens mot flere
typer antimikrobielle midler (33). Mekanismene bak klorheksidinresistens omfatter endringer
i cellemembranens proteiner og lipopolysakkarider og efflukssystemer (1). QacA/B
efflukspumper er medlem av transportproteinfamilien «major faciliator superfamily» (MFS)
og kan pumpe klorheksidin og andre biocider ut av bakteriecellene (17, 36). De to
efflukspumpene er relativt like, men QacB efflukspumpen har darligere affinitet til
klorheksidin og har derfor mindre betydning for toleransen og virkningen av antiseptikumet.
Det er kun syv til ni basepar som skiller de to resistensgenene, og flere studier differensierer
ikke mellom disse genene nér de pavises in vitro, men betegner de gjerne som gacA/B (37).
Gener som er knyttet til gkt toleranse for klorheksidin har blitt pavist i multiresistente
bakterier som Meticillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA), og har vist seg & ha en

sammenheng med potensiell okning i spredningen av noen MRSA-stammer (21, 36).

Det har blitt pavist kryssresistens i enkelte studier hvor plasmidene som genene sitter pa kan
inneholde flere gener som fordrsaker resistens mot andre biocider (36). Det har blant annet
blitt pavist resistensgener knyttet til antibiotika pd samme plasmid som gacA/B.
Forskningslitteraturen viser derfor til at bruk av klorheksidin vil kunne pavirke spredningen

av flere typer resistensgener, ogsa de som fordrsaker antibiotikaresistens (37).

Tilstedeverelse av genene gacA og qacB er ikke ensbetydende med okt klorheksidintoleranse,
fordi uttrykk av genene pavirkes av flere faktorer. Uttrykk av fenotypisk resistens avhenger
blant annet av funksjon til ulike regulatorer for transkripsjon, type agens og mengden
bakterien utsettes for, samt tidligere ekstern pavirkning (17). Siden det er mange faktorer som
pavirker uttrykket av genene som er forbundet med resistens, er det vanskelig & fastsette en

tydelig sammenheng og forhold mellom tilstedevarelse av genene og okt toleranse (36).

10
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MIC brukes ofte nér effekten av midler som brukes mot bakterier underseokes, og
sammenlignes med grenseverdier for & vurdere resistens (35). Det har ikke blitt satt noen
absolutt grenseverdi for klorheksidinresistens, og ofte settes MIC og kliniske funn i

sammenheng med resistensgenene (38).

Natriumhypokloritt

Natriumhypokloritt er en klorforbindelse med sterke oksiderende egenskaper. Forbindelsen
korroderer de fleste former av metall, utenom titan. Bruksomrddene varierer fra klorering av
drikkevann og svemmebassenger til komponenter i klimaanlegg og kraftstasjoner. Forméalet
med bruk pa de ulike omrddene er & forhindre akkumulering av mikroorganismer.
Natriumhypokloritt er mest kjent for sine blekeegenskaper og som desinfeksjonsmiddel.
Middelet ble forst introdusert pd markedet i 1915. Det ble da benyttet for infeksjonskontroll

pa sarskader, blant annet under forste verdenskrig (39, 40).

Natriumhypokloritt i odontologisk praksis

I dag anvendes natriumhypokloritt globalt som et antiseptisk middel under endodontisk
behandling. Det har vaert pa markedet som irrigasjonsmiddel i mer enn 90 ér (39, 41).
Hovedgrunnen til at det benyttes under rotkanalbehandling er losningens evne til & fjerne
debris fra kanalene (42). Losningen fungerer som et kjemisk rensemiddel som sammen med
mekanisk rensing av kanalen er effektivt for & lose opp og fjerne nekrotisk vev, organisk
avfall og eksudat. Virkningen av natriumhypokloritt er bade bakteriocid og virucidal.
Losningen finnes pa markedet i ulike konsentrasjoner, samt med eller uten tilsatt

natriumhydrogenkarbonat som buffer (39, 41).

Antibakteriell effekt, vevsopplesende egenskaper og biologisk kompatibilitet avhenger av
konsentrasjon til natriumhypokloritt. Det er kjent at ekt konsentrasjon vil gi bedre
antibakteriell effekt, men samtidig vil den biologiske kompatibiliteten bli dérligere. Med en
okende konsentrasjon gker toksisiteten (43). Det er pavist at lesninger som inneholder 5,25 %
natriumhypokloritt er signifikant mer effektiv nir det gjelder a fjerne nekrotisk vev

sammenlignet med svakere losninger pa 1-3 % (44). For & oppna tilstrekkelig antibakteriell

11
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effekt og minske vevstoksisitet er bruk av 0,5-1 % natriumhypoklorittlesninger tilsatt buffer

det som viser seg 4 vaere ideelt (41).
Kjemisk oppbygging

Natriumhypokloritt er en uorganisk forbindelse som besér av natrium, oksygen og klor.

Losningen er en sterk base med pH>11 som kjennetegnes av klorlukt og sin svakt gule farge.

NK /CI

O

Figur 2. Kjemisk struktur natriumhypokloritt

Metoder som benyttes for fremstilling av natriumhypokloritt deles gjerne inn i kjemisk- og
elektrokjemisk. Kjemisk utviklet natriumhypokloritt dannes ved at klorgass slippes igjennom
en losning av natriumhydroksid hvor disse reagerer med hverandre. I reaksjonen dannes vann,
natriumklorid og natriumhypokloritt som produkter (45, 46). En alternativ metode benytter
natrium og kloridioner fra en mettet saltlasning ved hjelp av elektrolyse. Natriumioner
vandrer gjennom en membran, reagerer med vann og danner natriumhydroksid. Kloridioner
danner klorgass som oppleses i natriumhydroksid, og man far natriumhypokloritt, salt og

vann (39, 46).
Effekt av natriumhypokloritt pa bakterier

Hypokloritt er en sterkt oksiderende forbindelse, som i kombinasjon med natrium ogsa far
hydrolyserende egenskaper (39). Den antimikrobielle effekten skyldes at klorionet inhiberer
enzymer hos bakteriene. Dette skjer ved irreversibel oksidering av sulthydrylgrupper pa
essensielle enzymer i bakteriecellen (45). Natriumhypokloritt kan bindes til organisk
materiale, og selv om middelet er veldig aktivt synker den baktericide effekten nar organisk
materiale er til stede. I n@rver av syre danner natriumhypokloritt en toksisk klorgass, og man
oppnar da ikke god effekt av desinfeksjonsmiddelet (47). Natriumhypokloritt er veldig

reaktivt med sine oksiderende egenskaper. Nar stoffet reagerer med vann dannes reaktiv
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hypoklorsyre og mindre aktive hypoklorittioner. Konsentrasjonen av disse stoffene i
losningen bestemmes av pH-verdien, og pavirker dermed aktiviteten og stabiliteten. En lav
pH vil gjere at mengden hypoklorsyre gker og gir dermed et oppsving i oksidasjon-

reduksjonspotensialet, noe som igjen gjor at losningens stabilitet vil bli dérligere (46).

Natriumhypokloritt er godt egnet til & lose opp organisk materiale. Middelet degraderer
fettsyrer til fettsyresalter og glyserol. I tillegg neytraliseres aminosyrer og det dannes salt og
vann. Reduksjon i pH kommer av frigjering av hydroksylioner. Nar hypoklorsyre i
natriumhypokloritt kommer i kontakt med organisk vev, frigis klor som reagerer med
aminogrupper og danner kloraminer. Dette pavirker cellemetabolismen.
Aminosyredegenerasjon og hydrolyse forekommer videre under pavirkning av hypoklorsyre
og hypoklorittioner. Antimikrobiell virkning kommer ogsé av at enzymer inhiberes, og

irreversibel oksidering av sulthydrylgrupper fordi essensielle bakterieenzymer inhiberes (45).

Generelt om natriumhypoklorittresistens og resistensgener

12007 publiserte Tannlegetidende en artikkel knyttet til anbefalinger og praktisk bruk av
natriumhypokloritt i odontologisk praksis. Artikkelen tar opp at det finnes en okende
bekymring rundt resistens knyttet til bruk av desinfeksjonsmiddelet, men at det ikke er pévist

kjent resistensutvikling (41).

Bakterier som besitter genene poS og dps har vist seg a ha gkt toleranse mot
natriumhypokloritt. Stammer av Salmonella, Escherichia coli (E. coli) og Porphyrmonas
gingivalis (P. gingivalis) har fatt pavist en eller begge disse resistensgenene (48-50). Genet
rpoS koder for SigmaS faktor, som igjen kontrollerer mange genuttrykk (48). Disse inngar i et
system som pavirker deoksyribonukleinsyre (DNA) reparasjon. Lokale forhold i biofilmen,
slik som begrenset neringstilgang og oksidativt stress, er eksempler pa faktorer som pavirker
aktiviteten til 7poS og SigmasS og far denne til & eke. RpoS virker inn pé reguleringen av
proteiner i familien Dps (50). Dps enzymet er et uspesifikt DNA-bindende protein som har en
antioksiderende effekt og beskytter bakterier mot skader fra oksidering og inngar dermed 1

DNA reparasjon (48, 49).
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Metode og materiale

I denne masteroppgaven fremstiller vi en systematisk oversikt over forskningen knyttet til

mikrobiell resistensutvikling ved bruk av desinfeksjonsmidler relevant for odontologisk

praksis. Vi har benyttet PubMed som database for litteratursekene.

Kriterier satt for sek og valg av artikle r i PubMed

Forskning publisert fra januar 2000 til september 2020
Sprak satt til engelsk, norsk, dansk og svensk

"Human" som art

Tidsskifter fra Dental journal og MEDLINE

Forskning relevant for fagfeltene odontologi og medisin

Inkluderer bakteriell resistens eller resistensgener

Videre ble det gjort en rekke sek knyttet til desinfeksjonsmidlene klorheksidin og

natriumhypokloritt. I sekene ble navn pa resistensgener, bakterier og desinfeksjonsmidler

kombinert. Andre sekeord som «oral» og «dental» ble ogsé inkludert i sekene for & undersoke

hva som finnes av forskning knyttet til det odontologiske fagfeltet. Sokeresultatene gav 518

unike treff, hvor 365 var knyttet til klorheksidin og 155 til natriumhypokloritt. To av artiklene

inngikk 1 begge kategoriene.

Materialet ble vurdert individuelt i mastergruppen hvor vi ekskluderte artikler som ikke var

relevante for masteroppgaven. I felleskap diskuterte vi artiklene vurdert som relevante for

masteroppgaven. Videre ble 35 artikler lest 1 fulltekst, 26 knyttet til klorheksidin og 9 knyttet

til natriumhypokloritt. Etter neye gjennomlesning kom vi frem til 6 hovedartikler for hver av

desinfeksjonsmidlene.
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Litteratursek i Pubmed
n=>518

Klorheksidin Natnumhypoklontt
n =363 =155

Antall ekskluderte artikler grunnet ikke mztte kriterier

Klorheksidin Natnumhypoklorltt
n=325 =146

Antall artikler for gjennomgang av abstrakt

n=38 n=9

Antall artikler lest i fulltekst

E
|
E
E

Klorheksidin Natriumhypokloritt
n=26 n=9

Antall inkluderte artikler

Klorheksidin Natriumhypokloritt
n==6 n==~6

Klorheksidin Natriumhypokloritt J

Figur 3. Flytdiagram som viser seleksjon av artikler
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Resultater

Artiklene knyttet til klorheksidin

Artikkel 1:
Analysis of Multidrug-Resistant Organism Susceptibility to Chlorhexidine Under Usual
Clinical Care (51)

Hva var formilet med studien?

Formalet med denne studien var a se om vask med klorheksidinglukonat (CHG) som
forebygging av sykehusinfeksjoner kan fore til redusert bakteriefolsomhet for
desinfeksjonsmiddelet. Studien sé pa hvilken effekt dette har p4 MRSA og fluorokinolon-
resistente gramnegative bacilli (FQRGNB).

Hvilken metode ble brukt?

MIC ble bestemt ved hjelp av «broth microdilution test». Studien gikk over ni og en halv
maned og ble utfert ved 24 sengeposter ved medisinsk senter i Wiscosin. En pasientgruppe
benyttet prefabrikkerte 2 % CHG-impregnerte servietter, mens en gruppe ikke benyttet disse.
Det ble samlet inn prover fra nese, hud, munnhule og avferingsprever. Det ble totalt testet 137

bakterieisolater.

Hva var resultatet av studien?

MRSA var identifisert i hovedsak nasalt og FQRGNB fra munnhulen og huden. Resultatene
viste at MIC for bAde MRSA og FQRGNB varierte lite fra pre- og postimplementeringsfasen.
Det var ingen signifikant forskjell i MIC som viste til redusert mottakelighet av CHG.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?
I denne studien ble det ikke pdvist redusert mottakelighet for CHG for i MRSA eller
FQRGNB. Forfatterne konkluderer med at resultatet samsvarer med liknende studier som er

utfort tidligere.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Artikkelen viser ikke til assossiasjon mellom bruk av CHG og bakterieresistens hos MRSA og
FQRGNB.
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Artikkel 2:
Susceptibility of Some Oral Microorganisms to Chlorhexidine and Paramonochlorophenol

(52)

Hva var formilet med studien?

Malet med studien var & bestemme MIC for bruk av klorheksidindiglukonat og
paramonoklorfenol (PMC) mot mikroorganismer som ofte er assosiert med endodontiske
infeksjoner. De onsker & komme frem til konsentrasjoner som var vevskompatible, og
samtidig antiseptiske mot Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus aureus
(S. aureus), Enterococcus faecalis (E. faecalis), Escherichia coli (E. coli), Candida albicans
(C. albicans), Prevotella intermedia (P. intermedia), Porphyromonas gingivalis

(P. gingivalis), Porphyromonas endodontalis (P. endodontalis), Prevotella denticola

(P. denticola) og Prevotella melaninogenica (P. melaninogenica).

Hvilken metode ble brukt?

Mikroorganismene ble hentet fra nedfryste isolater. MIC ble bestemt ved «agar dilution test».
Seks agarplater ble benyttet for hver test. Plater uten antimikrobielle agens ble ogsé benyttet
som positiv kontroll. MIC ble bestemt ut fra laveste konsentrasjon av desinfeksjonsmiddelet

som forhindret synlig bakterievekst.

Hva var resultatet av studien?

Det var store variasjoner i MIC for de forskjellige stoffene mot de ulike bakteriene. For bruk
av PMC varierte MIC mellom 46,67-213,33 pg/ml. Verdiene ved testing av
klorheksidindiglukonat varierte fra 2,69-80 pg/ml. Medianen for MIC ved bruk av
klorheksidinpreparatet var 3,40 pum/ml. Alle mikroorganismene utenom P. aeruginosa ble
inhibert av konsentrasjoner mellom 2,67 til 4,00 um/ml. P. aeruginosa viste lavest

mottakelighet ovenfor desinfeksjonsmiddelet med MIC pa 80,00 um/ml.
Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Det ble ikke pavist ny resistens eller resistensgener i studien. Artikkelforfatterne viser til at

andre studier ogsa har pavist lav mottagelighet hos P. aeruginosa ved bruk av klorheksidin.
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Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Studien ser ikke pa hvorvidt langvarig bruk av klorheksidinglukonat og PMC pévirker

resistens hos bakteriene.

Artikkel 3:
Decreased Susceptibility to Chlorhexidine and Distribution of qacA/B Genes Among

Coagulase-negative Staphylococcus Clinical Samples (36)

Hva var formilet med studien?
Studiens formél var & undersgke mottakeligheten av klorheksidin og fordelingen av gacA/B

gener hos prover av koagulasenegativ Staphylococci (CoNS).

Hvilken metode ble brukt?

I perioden 2010 til 2015 ble det samlet inn 211 isolater av CoNS fra tolv sykehus i Brasil.
Kliniske prover ble hentet fra blod, avfering, kateter og andre biologiske vasker. For &
bestemme MIC ved bruk av klorheksidin ble «agar dilution» brukt som metode, og isolatene
ble regnet som resistente dersom verdien var >4 mg/L. Under deteksjon av gqacA/B ble 32
tilfeldig valgte prover med hoy MIC (4-8 mg/L) valgt og sammenliknet med 32 tilfeldige
prover med lav MIC (0,125-2 mg/L). DNA ble uthentet og PCR benyttet for a detektere
tilstedevaerelse av resistensgenene. Produktene av PCR ble analysert ved hjelp av agarose
gelelektroforese. En stamme av S. aureus ble brukt som positiv kontroll, og vaske uten

nuklease ble benyttet som negativ kontroll.

Hva var resultatet av studien?

Via de 211 kliniske prevene ble det totalt identifisert 14 ulike arter av CoNS. Blant disse ble
Staphylococcus epidermis (S. Epidermis), Staphylococcus hominis homis (S. hominis homis),
Staphylococcus auricularis (S. Auricularis) og Staphylococcus haemolyticus (S.
Haemolyticus) detektert oftest. Det var 28 prever som ikke kunne identifiseres spesifikt. MIC
varierte mellom 4-8 mg/L hos de totalt 65 pravene som viste minsket mottakelighet for
klorheksidin. Alle resistente prever var positive for gacA/B. Disse genene ble ogsa funneti 17
stammer som ikke var resistente mot klorheksidin. Det viste seg at 82 % av stammene som

inneholdt gacA/B ogsa var resistente mot enkelte typer antibiotika.
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Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Studien viste at bakterier med lav mottakelighet for klorheksidin ofte er barere av gacA/B. De
viser til at andre studier ogsa har pavist denne sammenhengen. I denne studien ble det ogsd
pavist at bakterier kan vare barere av disse resistensgenene uten 4 uttrykke okt grad av
resistens mot klorheksidin. Ifelge artikkelforfatterne skyldes dette at andre faktorer som
transkripsjonsregulatorer, grad av eksponering og tidligere kontakt med kationiske midler

ogsé spiller inn.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Artikkelforfatterne konkluderer med at enkelte stammer av CoNS utrykker koresistens mot
klorheksidin og enkelte typer antibiotika. Det antas derfor at spredning av resistensgener
knyttet til antibiotika kan skyldes det selektive trykket bakteriene utsettes for ved hyppig bruk
av klorheksidin.

Artikkel 4:
Recently Introduced qacA/B Genes in Staphylococcus Epidermis do not Increase

Chlorhexidine MIC/MBC (37)

Hva var formilet med studien?

Malet med studien var 4 evaluere om bruk av klorheksidin pa danske sykehus har bidratt til
resistensutvikling hos S. epidermis. Forskergruppen ensket a finne ut om bakterien har okt
toleranse mot desinfeksjonsmiddelet og om de kunne pavise tilstedeverelse av gacA/B gener.

Videre ognsket de & undersgke konsekvensene av langvarig klorheksidineksponering.

Hvilken metode ble brukt?

Det ble benyttet isolater med S. epidermis som ble samlet inn pa 60-tallet. Disse provene ble
samlet inn for klorheksidin ble introdusert for det danske markedet. Videre tok forskerne
prover av to grupper med ulikt forbruk av klorheksidin. Den ene gruppen besto av
operasjonssykepleiere som er hyppige brukere av desinfeksjonsmiddelet, mens den andre
gruppen var pasienter som normalt ikke bruker klorheksidin. Prgvene ble samlet fra dominant
hénd og begge nesebor hos gruppene. Provene ble inokulert pa en agarplate og inkubert.
Undersokelse ble gjort etter 24- og 48 timer. De som hadde gjennomgétt endringer ble isolert
og identifisert. Provene ble identifisert ved hjelp av massespektrometri. MIC ble satt til & vere

den laveste konsentrasjonen som inhiberte synlig bakterievekst etter 24 timer, mens minste
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baktericide konsentrasjon (MBC) ble satt som laveste konsentrasjon uten bakterievekst etter

48 timer. QacA/B geners tilstedeverelse ble bestemt ved PCR og elektroforese.

Hva var resultatet av studien?

Bruk av klorheksidin hos operasjonssykepleiere og tilstedevearelse av resistensgenene gacA/B
hadde ingen pévist sammenheng. Det ble heller ikke pavist skning 1 MIC eller MBC. I
provene tatt pa 60-tallet ble gacA/B ikke pavist. I de nye provene var 55 % av blodisolatene
qacA/B-positive. Dette kan indikere at langvarig bruk av klorheksidin eller lignende

forbindelser kan bidra til gkt tilstedeverelse av resistensgenene.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?
Artikkelforfatterne paviste ingen okt resistens hos S. epidermis knyttet til bruk av
klorheksidin.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Studien klarte ikke & finne korrelasjon mellom bruk av klorheksidin hos
operasjonssykepleiere og kolonisering av S. epidermis-isolater som var resistente mot
desinfeksjonsmiddelet. Det ble ikke pévist korrelasjon mellom sykepleierne og identifiserte
qacA/B gener. Studien konkluderer med at bruk av klorheksidin i sykehussettinger i Danmark
ikke har pafert mélbar endring i toleranse hos S. epidermis eller innholdet av gacA/B gener

nér bakterieisolater fra gruppen sammenlignes med isolater fra andre deler av samfunnet.

Artikkel 5:
Antimicrobial Efficacy of Chlorhexidine against Bacteria in Biofilms at Different Stages of

Development (53)

Hva var forméilet med studien?

Hovedmalet med studien var & underseke hvordan biofilmer bestdende av mange bakteriearter
responderer pa bruk av klorheksidin som irrigasjonsmiddel ved rotkanalbehandling. De
onsket & f4 en detaljert oversikt over hvordan biofilmer utvikler seg og hva som ma til for &

eliminere sykdomstilstander under endodontisk behandling.
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Hvilken metode ble brukt?

Forskerne hentet subgingivalt plakk fra en frivillig person. Bakterier fra plakket ble brukt for
a dyrke frem biofilm pa sterile plater med hydroksylapatitt dekket med kollagen 1 «brain-heart
infusion» (BHI). Platene ble inkubert ved 37 °C under anaerobe tilstander. I lopet av de forste
tre ukene ble det tilfort nering ukentlig. Etter dette fulgte en deprivasjonsfase hvor bakteriene
fikk BHI kun en gang i maneden. Etter to dager, samt etter en, to, tre, seks og tolv uker av
biofilmvekst ble prover av biofilmen eksponert for klorheksidin i ett-, tre- og ti minutter. Tre
plater med biofilm ble undersekt for & beregne antall dede bakterier via konfokalmikroskopi.
Ved hvert tidsintervall ble ogsé tykkelsen pa biofilmen malt. Dette ble gjort via
elektronmikroskopi. Antall drepte bakterier ble ogsé mélt etter eksponering av
desinfeksjonsmiddelet. Det ble benyttet to ulike klorheksidinprodukter, klorheksidinglukonat
fra Sigma Chamical Co og CHX-plus fra Vista Dental Products. Begge inneholdt 2 %
klorheksidin.

Hva var resultatet av studien?
Resultatene vise at tykkelsen pd biofilmen vokste fra 57um etter to dager til 155um etter tre
uker med inkubasjon. I deprivasjonsfasen gikk biofilmen over til et stabilt stadium hvor

tykkelsen av biofilmen var 190um etter seks uker og 201pum etter tolv uker.

Andelen drepte bakterier var avhengig av irrigasjonsveske, eksponeringstid av
desinfeksjonsmiddel, alder og naringstilfersel til biofilmen. Det var signifikante forskjeller i
"killing ratio" mellom irrigasjonsmiddel ved ulik alder pa biofilmen. Antall drepte bakterier 1a
pa et relativt konstant niva fra dag to til andre og tredje uke. Etter tre uker ble biofilmen mye
mer resistent mot klorheksidin, og andelen drepte bakterier sank betraktelig. CHX-plus (Vista
Dental products) hadde sterre baktericid virkning enn 2 % klorheksidinglukonat (Sigma
Chemical Co) ved alle eksponeringsintervaller. CHX-plus var mye mer effektiv mot bakterier
1 moden biofilm og biofilm i naringsfattige faser enn klorheksidinglukonatlesningen den ble

sammenliknet med.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?
Studien tar ikke for seg tilstedevarelse av resistensgener. Forskerne har valgt & fokusere pa
hvordan modenhetsgrad og ulike faser i biofilmen pévirker mottakeligheten av klorheksidin.

De konkluderer med at moden biofilm samt biofilm som har begrenset tilgang pa nearing viser
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storre grad av resistens mot klorheksidin enn yngre biofilmer, og biofilm som har normal

tilgang pd naering.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
I denne artikkelen blir det ikke undersekt om desinfeksjonsmiddelet over tid kan fore til okt
resistens grunnet resistensutvikling. Resistensforskningen baserer seg pa hvorvidt bakterier i

biofilm blir mer resistente pd grunn av det beskyttende miljeet biofilmen skaper.

Artikkel 6:
Reduced Susceptibility to Chlorhexidine in Staphylococci: is it Increasing and Does it Matter?

(17)

Hva var forméilet med studien?

Artikkelforfatterne ensket 4 underseke hva forskning viser knyttet til bakteriell mottakelighet
ved bruk av klorheksidin pé Staphylococci. De onsket ogsa & underseke tilstedeverelse av
effluksmedierte resistensgener. Formalet med studien var 4 kartlegge den kliniske

signifikansen av denne utviklingen.

Hyvilken metode ble brukt?

Dette er en oversiktsstudie.

Hva var resultatet av studien?

Det legges frem at vi allerede kjenner til at bakteriesporer og Mycobacterium har iboende
resistens mot klorheksidin da disse har en ikke-permeabel membran for
desinfeksjonsmiddelet. Arter av Providencia og Proteus viser ogsa resistens mot klorheksidin
innenfor normale brukskonsentrasjoner. Studien sier videre at effluks er den mest kjente
mekanismen ved redusert mottakelighet for klorheksidin hos S. aureus. Det er ogsé vist at
bade grampositive- og gramnegative bakterier kan tilegne seg gener som gir bakterien

effluksegenskaper da disse genenes tilstedevarelse ofte finnes pd mobile genelementer.

Forskning viser at det finnes over elleve kjente gener som koder for effluksmediert resistens
hos klorheksidin. Disse genene er gacA, qacB, qacE, qacEAI, qacF, qacG, qacH, qacJ, qacZ,

smr og norA. Av dem er gacA det genet som oftest ses i ssammenheng med redusert
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mottakelighet av klorheksidin hos Staphylococci. Assosiasjon mellom resistensgener mot

klorheksidin og antibiotikaresistens er ogséd funnet.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?
Artikkelen oppsummerer hva som finnes av kjent resistens og resistensgener 1 litteraturen

frem til 2012.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Artikkelforfatterne skriver at det kreves mer forskning knyttet til bruk, og type bruk av
klorheksidin for & kunne si om dette har fort til gkt bakterietoleranse av

desinfeksjonsmiddelet.

Artikler knyttet til natriumhypokloritt

Artikkel 1:
Biofilm Formation Capability of Enterococcus faecalis Cells in Starvation Phase and Its

Susceptibility to Sodium Hypochlorite (9)

Hva var forméilet med studien?
I denne studien ensket man & undersoke naeringsfattige bakterier av arten Enterococcus
faecalis sin evne til & danne biofilmer pd dentin og bakterienes mottakelighet for 5,25 %

natriumhypokloritt.

Hvilken metode ble brukt?

Det ble benyttet E. faecalis 1 tre forskjellige faser, eksponentiell, stasjoner og
naringsdeprivert. Bakteriene ble blandet med BHI og lagret i anaerobe forhold ved 37 °C i 48
timer. Det ble framstilt dentinsnitt av ekstraherte visdomstenner fra friske individer i en alder
av 19-25 ar. E. faecalis 1 de forskjellige fasene ble lagt pa dentinsnitt og tilsatt en ny lesning
av 5,25 % natriumhypokloritt. Eksponeringstidene var 30 sekunder, 10 minutter og 30
minutter. Etter fullfert behandling ble dentinsnittene skannet med elektronmikroskop pa tre

tilfeldige omrader for & kontrollere mengden gjenvarende bakterier.
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Hva var resultatet av studien?

Vekst av cellenivaet gkte de forste 6 timene og holdt seg stabil mellom 6- og 24 timer, men
sank noe fra 24 timer til 48 timer og stabiliserte seg s igjen. E. faecalis i
naringsdeprivasjonsfase viste progresjon gjennom alle de forskjellige fasene (6-, 24- og 48
timer) og dannet en biofilm med kompleks arkitektur etter 24 timer. E. faecalis i den
eksponentielle og stasjonare fasen kunne forst danne en biofilm etter 24 timer. Det viste seg
at over en periode pd 30 minutter var det en signifikant forskjell i mengde tilgjengelige celler
fra den stasjonare fasen, men ingen signifikant forskjell fra de gjenstdende to fasene etter

eksponering for 5,25 % natriumhypokloritt.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?
Det ble ikke pavist noen ny resistens, men studien viste at en mer moden biofilm utviklet fra
naringsdepriverte celler av E. faecalis hadde redusert mottakelighet for 5,25 %

natriumhypokloritt, og den reduserte mottakeligheten gkte med biofilmmodningen.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Denne studien viser ikke til dette, men den forklarer at det er mulig at redusert mottakelighet
for natriumhypokloritt skyldes det fysiologiske stadiet til cellene og grad av modenhet til

biofilmen.

Artikkel 2:
Evaluation of the Susceptibility of Multispecies Biofilms in Dentinal Tubules to Disinfecting

Solutions (10)

Hva var forméilet med studien?
Forskerne ensket & vurdere hvilken betydning lokalisasjon av biofilmen har for effekten av

desinfeksjonsmiddel pd bakterier som sentrifugeres ned i dentinkanalene.

Hvilken metode ble brukt?
Det ble samlet inn 30 ekstraherte tenner. Alle tennene var intakte, kariesfrie og med en rot.
Av disse tennene ble det laget 60 dentinsnitt som ble infisert av innhestet E. faecalis fra
persisterende apikal periodontitt eller sub- og supragingival plakk fra 3 frivillige voksne
individer. Bade innhgstet plakk og E. faecalis ble dyrket pa BHI. De forskjellige provene ble
tilfeldig fordelt og inkubert i en eller tre uker. Nér preparatene var ferdig inkubert ble de
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fordelt i tilfeldige grupper og tilsatt enten 2 % klorheksidin eller 2 % natriumhypokloritt samt
en kontrollgruppe med sterilt vann. For & kontrollere effekten av de antibakterielle midlene

ble det benyttet konfokal laserskanningsmikroskopi.

Hva var resultatet av studien?

Det var ingen signifikant forskjell i bakterier drept i ensartet- og flerartet biofilm. Det var
heller ingen forskjell i modenhet pé biofilmene. I eksperimentgruppene var det derimot
variasjoner, hvor variasjonene i antall drepte bakterier var avhengig av hvor moden, den

ensartede- og flerartede biofilmen var og hvilket antibakterielt middel som ble benyttet.

Det var signifikant lavere antall bakterier drept i tre uker gamle biofilmer sammenlignet med
de som var modnet en uke. E. faecalis VP3-81 var mer sensitiv ovenfor CHX og
natriumhypokloritt ssmmenlignet med E. faecalis Gel 31 og plakk-biofilmer. Det var ingen
forskjell pé antall bakterier drept med natriumhypokloritt i . faecalis Gel 31 og de
forskjellige gruppene med plakk. Effektiviteten av 2 % natriumhypokloritt var mye bedre enn

2 % klorheksidin mot flerartede biofilmer i1 dentin.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Det ble i denne studien ikke pévist resistensgener eller utviklet resistens.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Det kommer ikke frem i denne studien at det er sammenheng mellom bruk av
desinfeksjonsmidlene og okt resistens eller redusert mottakelighet. Derimot viser studien at
bakteriene ikke kan bli totalt fjernet fra dentinkanalene i lopet av en periode pa tre minutter
ved bruk av 2 % klorheksidin eller 2 % natriumhypokloritt, uavhengig av modenhet pa
biofilmen. Etter en periode pa tre minutter ble den antimikrobielle effekten mot bakteriene

redusert, og etter ti minutter var effekten nesten ikke-eksisterende.
Forskerne opplyser om at de ikke har sammenlignet nok stammer av E. faecalis til &

konkludere noe helt sikkert, men resultatene av studien indikerer at ekt modning av biofilmen

reduserer mottakeligheten for ytre pakjenninger.
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Artikkel 3:
The Effect of Sodium Hypochlorite on Enterococcus faecalis When Grown on Dentine as a

Single- and Multi-species Biofilm (7)

Hva var forméilet med studien?
Formalet var & underseke om bakterien E. faecalis 1 en biofilm bestdende av flere arter hadde
okt resistens mot natriumhypokloritt, og deretter kontrollere om organismen har gkt resistens

for natriumhypokloritt ssmmenlignet med en aksenisk biofilm.

Hvilken metode ble brukt?

Det ble laget proveplater av dentin fra friske ekstraherte tenner innsamlet fra mennesker.
Bakteriene som ble brukt var E. faecalis, Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) og
Streptococcus sanguinis (S. sanguinis). Biofilmen ble dyrket over 28 dager, bade for den

flerkulturelle biofilmen og den akseniske biofilmen.

Det ble i alt utfert tre eksperimenter og det ble benyttet kontroller av dentinsnitt med saltvann,
dentinsnitt med biofilm og ett dentinsnitt uten saltvann eller natriumhypokloritt. Det ble s&
sammenlignet vekst av biofilm over 28 dager i alle tre eksperimentene. I alt ble det valgt ut
itte kontrollsnitt som ble tilsatt saltvann og lagret i romtemperatur. Atte plater ble tatt bort og
tilsatt 0,9 % natriumhypokloritt og lagret i romtemperatur tilsatt sterilt saltvann. En plate ble
valgt ut for & kontrollere tilstedevearelsen av bakteriene. Provene med saltvann og
natriumhypokloritt ble fordelt i to ulike grupper og analysert av enten

skanningelektronmikroskop eller konfokalmikroskopi.

Hva var resultatet av studien?
Resultatet av studien viste at E. faecalis ikke har en fordel av & vaere del av en flerartet

biofilm nér det gjelder okt natriumhypoklorittresistens, sammenlignet med en aksenisk

biofilm.
Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Studien nevner ikke noe om resistensgener eller MIC. Den tar kun opp péavirkningen av type

biofilm og forholdene i biofilmen hos E. faecalis.
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Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Det blir ikke pévist assosiasjon mellom bruk av natriumhypokloritt og bakterieresistens i

denne studien.

Artikkel 4:
Effect of the Source of Biofilm Bacteria, Level of Biofilm Maturation, and Type of
Disinfecting Agent on the Susceptibility of Biofilm Bacteria to Antibacterial Agents (8)

Hva var formilet med studien?

Formalet med studien var & undersgke om modenheten, biofilmens bakteriekilde og ulike
agens som bakterien utsettes for pavirker sensitiviteten for desinfeksjonsmidler. Forskerne
onsket & vurdere effekten av 1 % natriumhypokloritt, 2 % klorheksidin, 0,2 og 0,4 % jod-
kaliumjodid.

Hvilken metode ble brukt?

Biofilm bestédende av flere typer bakterier som inngér i oral plakk ble hentet fra seks
individer. Biofilmen fikk vokse i inntil atte uker i kollagendekte hydroksylapatittskiver. Etter
en, to, tre, fire og dtte uker med vekst og modning ble biofilmen eksponert for 1 %
natriumhypokloritt og 2 % klorheksidin i ett og tre minutter. Mengden dede bakterier i

biofilmen ble bestemt ved hjelp av konfokal laserskanningsmikroskopi.

Hva var resultatet av studien?

Resultatet viste at biofilmen gikk fra sensitiv til mindre mottakelig mot desinfeksjonsmidler
etter to til tre uker av modning. Denne utviklingen skjedde samtidig i alle biofilmene som ble
hostet fra seks donorer og var uavhengig av hvilken type desinfeksjonsmiddel som ble

benyttet.

Resultatene fra denne studien viste at dersom man bruker en ny, umoden biofilm til & male
effektiviteten av irrigasjonsmidler fir man feilaktige resultater, da den vil virke bedre enn det
som er tilfellet in vivo. Bakterier i moden biofilm er mer tolerant mot desinfeksjonsmidler enn
planktoniske bakterier. Dette er pa grunn av den fysiske barrieren til biofilmmatrisen,

fysiologisk stadium i sultfase samt subpopulasjoner av persisterende bakterier. Etter to uker
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eliminerte 2 % natriumhypokloritt ca. 100 % bakteriene i biofilmene, mens etter tre uker

hadde effektiviteten sunket til ca. 10-30 %.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Studien viser at biofilmens modenhet spiller en stor rolle ndr det gjelder effektiviteten av
irrigasjonsmiddelet. Denne studien viser at i umoden biofilm elimineres 20-100 % av
bakteriene, avhengig av konsentrasjon og eksponeringstid. Etter tre uker var resultatet

signifikant darligere og kun 10-30 % av bakteriene ble drept.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Bakteriene i en til to uker gammel biofilm var svert falsomme for natriumhypokloritt 1 %.
Etter tre uker viste biofilmen redusert mottakelighet til desinfeksjonsmiddelet. Forskningen
viser at dette skyldes det fordelaktige miljoet biofilmen skaper. Denne artikkelen tar ikke for

seg om ervervet resistens kan bidra til effekten.

Artikkel 5:
Investigation of rpoS and dps Genes in Sodium Hypochlorite Resistance of Salmonella

Enteritidis SE86 Isolated from Foodborne Illness Outbreaks in Southern Brazil (48)

Hva var forméilet med studien?

Malet med studien var & sammenligne utviklingen av resistens knyttet til bruk av
natriumhypokloritt mot Salmonella enteritidis (S. enteritidis). De ensket ogsé a finne ut
hvordan tilstedevarelse av rpoS- og dps gener pavirker bakteriens resistens mot
desinfeksjonsmiddelet. S. enteritidis har vaert knyttet opp til flere utbrudd av matforgiftning 1
Brasil, hvor den spesifikke stammen S. enteritidis SE86 1 flere tilfeller har vist seg & vaere
arsaken. Forskerne gnsket & sammenligne SE86 med andre klonegrupper av salmonella fra
andre steder i verden, for & undersegke om denne bakteriestammen hadde hoyre grad av

toleranse mot natriumhypokloritt.

Hvilken metode ble brukt?

Forskergruppen benyttet stammer av villtypen S. enteritidis fra Albania, Pakistan, Marokko
og Zimbabwe. Felles for disse er at alle har forarsaket matforgiftning i de ulike landene. Disse
fem stammene av salmonella ble sammenlignet med to muterte stammer av S. enteritidis

SE86 og to taggede (3XFLAG) stammer av SE86. Bakteriestammenes toleranse ovenfor 200
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ppm natriumhypokloritt ble malt. Grad av overlevelse blant bakteriene ble bestemt ved hjelp
av bakterietellinger og de taggede proteinene Dps og RpoS ble detektert ved hjelp av natrium
dodecyl sulfat-polyakrylamid gel elektroforese og immunoblotting med anti-FLAG

antistoffer.

Hva var resultatet av studien?

Etter 20 minutter var det ingen av bakteriestammene som var fullstendig inaktiverte etter
eksponering med 200 ppm natriumhypokloritt. Mengden mikroorganismer var omtrent pa 105
«colony forming unit» (CFU) hos alle stammer da eksponeringen startet. I lapet av det forste
minuttet med natriumhypokloritteksponering ble alle redusert med ca. 1 log CFU. Likevel
holdt antallet levende organismer seg nesten uendret under eksponeringen. S. enteritidis SE86
uten dps var mer sensitiv for natriumhypokloritt (P < 0,05) enn villtypen SE86. RpoS og dps
viste seg derfor a vaere viktige for bakteriens overlevelse ndr den utsettes for

natriumhypokloritt. Aktiveringen av disse genene beskytter bakterien mot oksidativt stress.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Denne studien refererer til tidligere forskning gjort av Malheiros et al. hvor SE86-stammen av
S. enteritidis har vist seg & vere mer resistent mot natriumhypokloritt enn andre stammer av
bakterien. I denne studien viste ikke SE§6-stammen heyere grad av resistens enn stammene
hentet fra andre land. Andre studier har pekt pé at S. enteritidis er en bakterie hvor det
foreligger lav grad av genetisk ulikhet mellom stammene. Forskning har vist at en klone av S.
enteritidis har spredt seg over hele verden og forarsaket salmonellose i flere land.
Forskergruppen tror at dette kan vaere en av arsakene til at de ulike bakteriestammene hadde

sa lik grad av resistens.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?
Studien sier ikke noe om det finnes en direkte assosiasjon mellom bruk av
desinfeksjonsmiddelet og resistensutvikling. Den paviser likevel at dersom resistensgenene
rpoS og dps er fravaerende, har bakteriene signifikant lavere toleranse for natriumhypokloritt,

og tilstedeverelsen pavirker resistens mot desinfeksjonsmiddelet.
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Artikkel 6:
Purification, Gene Cloning, Gene Expression, and Mutants of Dps from the Obligate

Anaerobe Porphyromonas gingivalis (50)

Hva var formilet med studien?

Studiens formél var & demonstrere at Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) er barer av
resistensgenet dps som gir bakterien hgyere toleranse for oksidativt stress, samt avdekke
struktur ved hjelp av kloning og sekvensering for & sammenligne strukturen av genet med

samme gen i andre bakteriearter.

Hvilken metode ble brukt?

Forskerne sd pa syv ulike stammer av P. gingivalis og tre stammer med E. coli. De benyttet
seg av t-test som en del av den statistiske metoden for & sammenlignede CFU tall mellom
bakteriestammene. De isolerte en dps-homolog fra P. gingivialis og klonet genet i

P. gingivalis. Genmateriale fra P. gingivalis, som beskytter mot peroksid, ble satt inn i oxyR
positive E. coli-bakterier ved konstruksjon og rekombinasjon. Et derivat av genet ble
konstruert for & bekrefte om dps forte til beskyttelse mot oksidering. For & finne mer ut om
uttrykket av dps, ble et plasmid med en promoter for dps konstruert. Plasmidet ble deretter

satt inn i en villtype P. gingivalis-stamme.

For & se pa betydningen av dps i P. gingivalis for overlevelse, ble det framstilt en mutant med
manglende eller forstyrret dps. Egenskapene til denne P. gingivalis-mutanten ble undersokt pa
flere mater. Her ble vekstkarakteristikken ved lite jerntilgang undersekt for & se om genet
bidrar til lagring av jern. Mutanten ble ogsa undersekt for pavirkningen av blant annet
hydrogenperoksid. I tillegg ble folsomheten for oksygen i lufta undersokt, bade med og uten
hydrogenperoksideksponering. Til slutt ble dps i1 P. gingivalis som invaderer endotelceller og
overlevelsen av disse cellene undersokt. Dette ved & se pa den intracellulere
overlevelsesevnen til P. gingivalis dps mutanten, sammenlignet med villtypen av P.

Gingivalis.

Hva var resultatet av studien?
Det blir lagt frem flere resultater i studien. Et er at Dps i P. gingivalis hadde store likheter
med aminosyresekvensene til Dps i andre arter. Dps fra P. gingivalis synes videre 4 kunne gi

resistens mot peroksid i £. Coli-mutanter med OxyR, og uttrykket av dps reguleres blant annet
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av oxyR. Dps viste seg ikke 4 ha noen innvirkning pa lagring av jern intracellulert, men det
ser ut til & beskytte mot peroksid i P. gingivalis og har en viktig rolle 1 beskyttelsen mot
hydrogenperoksid. Til slutt indikerer studiens resultater at tilstedeverelse av Dps forer til at

P. gingivalis lettere overlever i en type endotelceller.

Ble det pavist ny eller kjent resistens og/eller resistensgener i studien?

Dette er den forste studien som har funnet bevis som indikerer tilstedevaerelse av en Dps
homolog i P. gingivalis. Det ble ogsa laget nye mutasjoner av bakterien som ikke inneholdt
Dps for 4 analysere funksjonen til dette proteinet hos organismen. Forskerne fant ut at P.
gingivalis inneholdt ferritinlignende partikler. Det er ogsa forste gang det blir pavist at dps

hos P. gingivalis har evnen til & gi resistens hos E. coli.

Finnes det assosiasjon mellom bruk av desinfeksjonsmiddelet og okt bakterieresistens?

Det beskrives en assosiasjon mellom ekt uttrykk av dps, som ofte forarsaker okt beskyttelse
mot oksidativt stress etter eksponering for hydrogenperoksid. Natriumhypokloritt er i likhet
med hydrogenperoksid et oksiderende middel, og toleranse mot dette kan ogsé settes i

sammenheng med resistensfunnene i studien.
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Diskusjon og konklusjon

Det primere malet med studien var & undersgke resistensgener og antimikrobiell resistens mot
antimikrobielle agens relatert til odontologisk praksis. Under planlegging av prosjektet og i
utformingen av prosjektbeskrivelsen ble det tatt sikte pa & gjore en systematisk gjennomgang
av litteratur innenfor temaet fra de siste ti ar. Vi ensket i utgangspunktet & vurdere risiko og
grunn til bekymring rundt antimikrobiell resistens i Skandinavia. Grunnet lite litteratur
publisert innen dette emnet i lopet av forrige desennium, fi studier og funn i Skandinavia, ble

det besluttet 4 utvide soket med hensyn til tidsperiode og geografisk utstrekning.

Vi satte noen kriterier basert pd publikasjonsér, sprik, art og typer tidsskrifter pa treff i
sokemotoren PubMed. Dette er en viktig kilde til forskningsartikler knyttet til helsevitenskap,
som stiller strenge krav til tidsskriftene som inkluderes. I lopet av de siste arene har PubMed
inkludert artikler fra PubMed Central, som er et arkiv med &pen tilgang, uten de samme
strenge kravene som PubMed har. Dette dpner opp for at artikler fra mindre serigse

tidsskrifter kan dukke opp i PubMed via PubMed Central.

Av hovedartiklene benyttet er forste, tredje og femte artikkel pd klorheksidin og sjette artikkel
pa natriumhypokloritt tilgjengelig gratis i PubMed Central. Alle artiklene inkludert som
hovedartikler og tilherende tidsskrift er vurdert og kvalitetskontrollert da de aktuelle
tidsskriftene er inkludert i PubMed, og tatt med i MEDLINE. Artiklene er dermed
fagfellevurdert, og samtlige tidsskrifter som artiklene er hentet fra har jevnlige publikasjoner.
Som folge av oppgavens metodologi og sekemotoren benyttet i litteraturseket, vil endel
litteratur og vitenskapelige artikler automatisk kunne bli ekskludert. Samme litteratursek kan
gi forskjellige treff dersom andre sekemotorer benyttes. Bruken av PubMed alene vil derfor

tenkes 4 kunne begrense antallet resultater 1 litteraturseket.

I litteraturen og forskningen som er gjennomgétt i denne oppgaven fremkommer det
svakheter. Det finnes blant annet store variasjoner i konsentrasjonen av antimikrobielle agens
som benyttes i forskningen. Videre er det ulikheter i hvordan resistens undersokes, og om
resistensgener involveres i studiene. En utfordring er manglende konsensus, samt
internasjonal og nasjonal enighet om grenseverdier. Dette gjor at bruk av MIC for & si noe om
resistens mot desinfeksjonsmidler ikke er velegnet, da resultatene blir vanskelig &

sammenligne. Signifikansen er vanskelig & tolke fordi det varierer hvordan resistens defineres
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(17). Videre arbeid for & utvikle standardiserte metoder og konsensus rundt definisjon av

resistens vil vare viktig for & kunne bringe forskningen fremover.

Geografiske variasjoner i prevalensen av resistens forekommer, og kan pavirkes av mange
faktorer som spredning av kloner, bakteriepopulasjonen som studeres, forskjeller i
infeksjonskontrollprosedyrer, og mengden biocider som benyttes i samfunnet. Geografisk
distribusjon av gener er ikke godt kartlagt i litteraturen. Andre faktorer som péavirker
genuttrykk av resistensgener vil vere nyttig for & forsta resistens og bedre kunne forebygge

nosokomielle infeksjoner.

Det er kjent at kommersielle produkter som inneholder varierende konsentrasjoner av
antiseptiske midler vil uteve selektivt trykk péd bakterier som inneholder resistensgener. Det

kreves mer forskning pa faktorer som selekterer for resistensgener, sammenhengen mellom

disse og flere undersokelser pd om enkeltgener kan gi resistens mot flere ulike biocider (37).

Mye er fremdeles ukjent nar det gjelder risikoen og utviklingen av resistens mot
desinfeksjonsmidler i orale bakterier, mekanismene og kryssresistens mot andre
antimikrobielle midler. For & fa en bedre forstielse av temaet trengs tydelige retningslinjer

samt videre forskning pa omradet (37).
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