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1. Sammendrag

Introduksjon. 1 juni 2022 presenterte masterstudenter ved Det odontologiske fakultet,
Universitet i Oslo (UiO) masteroppgaven Bakteriell kontaminasjon av hansker under
endodontisk behandling (1). Behandlingene var utfgrt av studenter og spesialistkandidater ved
fakultetet. Studien rapporterte bakteriell kontaminasjon i 27,5% av prgvene tatt fra hansker

under behandlingen. Etter denne oppgaven var det et gnske om & studere temaet i mer detalj.

Mal med studien. Malet med studien var & identifisere bakteriene som ble detektert etter
dyrkning av hanskepraver, og kartlegge forekomst av antibiotikaresistens hos disse

bakteriene.

Materiale og metode. Bakteriestammer fra 18 prgver ble rendyrket. Bakterieartene ble
identifisert og testet for antibiotikaresistens mot de antibiotika som vanligvis benyttes i
odontologisk praksis; clindamycin (CC 2 pg), penicillin (P 21U) og amoxicillin (AMX 25 ug).
Resistens ble ogsa testet overfor et bredspektret antibiotikum ofte benyttet innen medisin,
ciprofloxacin (CIP 5 ug). Dette ble utfert ved hjelp av lappediffusjonsteknikk. I tillegg ble
vekst av vankomycinresistente enterokokker (VRE) og ekstendert spektrum betalaktamase
(ESBL)-produserende bakterier undersgkt. Dette ble kartlagt ved dyrking pA CHROMAGAR-
spesialskaler som inneholder B-glucuronidase, en fargemarker for a skille vekst av ulike

bakteriegrupper.

Resultater. Dyrking av bakteriestammene viste 23 prever med vekst; 15 grampositive, 7
gramnegative og én uidentifisert koloni. Artsidentifisering ved hjelp av analyseverktoyet
Vitek2 paviste en rekke bakteriearter, med overvekt av Pantoea spp. og Staphylococcus
epidermidis. Alle bakteriestammene med unntak av én prgve viste resistens mot ett eller flere
antibiotika. Det ble registrert at mange enkeltkolonier var resistente mot flere antibiotika.
Testing av vekst av ESBL-produserende bakterier og VRE viste at 20 av 23 stammer viste

vekst pa enten én eller begge spesialskaler.

Konklusjon. Kontaminasjon av hanskene besto i hovedsak av bakterier ofte funnet i
menneskets normalflora, serlig pa hud og slimhinner. Det ble ogsa identifisert flere infeksigse
bakerier kjent fra mage-tarmkanalen og omgivelser. Forekomsten av resistente bakterier er

hay i det undersgkte materialet. Graden av multiresistens var ogsa hgyere enn forventet.



2. Introduksjon

2.1 Hanskebruk i endodontisk behandling

Bruk av hansker skal hindre at det overfgres smitte fra pasient til behandler og omvendt. Det
er tidligere vist at det finnes bakterier pa hansker fra udpnede hanskebokser (2). Andre
faktorer som hanskemerke og - type, er ogsa vist & ha betydning for kontaminasjon med
lekkasje og overfgring av mikroorganismer fra behandlers hender (3). For a holde
forurensingen av bakterier pa et minimalt niva er det derfor utarbeidet standardiserte
prosedyrer for hanskebruk (4). Riktig hanskebruk under endodontisk behandling er viktig
for & hindre tilfarsel av bakterier til rotkanalen. Ved Avdeling for endodonti, Universitetet i
Oslo (UiO), har flere studier undersgkt mikrobiell kontaminasjon under endodontisk
behandling, blant annet av guttaperka, kofferdam og hansker (1,5,6).

2.2 Foregaende studie

Denne studien bygger videre pa “Bakteriell kontaminasjon av hansker under endodontisk
behandling” av Freyvoll, Gjerstad og Lundgaard (1), en masteroppgave ved Det
odontologiske fakultet, UiO.

Masteroppgaven (1) undersgkte mikrobiell kontaminasjon pa hansker underveis i
endodontisk behandling ved a ta praver av hanskene til 20 behandlere, 10 studenter og 10
spesialistkandidater, pa to ulike tidspunkt. Kontaminerte hansker ble pavist hos ni av de 20
behandlerne. Grampositive kokker dominerte, men ogsa gramnegative staver, kokker og
kokkoide staver ble funnet. Resultatene indikerer at operasjonsfeltet kan ha veert
kontaminert, noe som kan gi gkt risiko for tilfersel av eksogene mikroorganismer til

rotkanalen under endodontisk behandling.

2.3 Endodontiske infeksjoner

Endodontiske infeksjoner er polymikrobielle, og mikroorganismene er hovedsakelig lokalisert

intraradikulart, men kan ogsa spre seg ekstraradikuleert.



Det er identifisert ca. 700 ulike bakteriearter i endodontiske infeksjoner (7). Rundt 45% av

disse antas a ikke la seg dyrke.

Det skilles mellom primare og sekundare eller persisterende endodontiske infeksjoner.
Primeerinfeksjon vil si at det er fgrste gang pulpa er infisert, og tannen ikke tidligere har blitt
endodontisk behandlet. Prgvene analysert i denne studien er samlet under behandling av bade

primeere og sekundeere/persisterende infeksjoner.

Bakterier som hyppig identifiseres ved primere infeksjoner er anaerobe gramnegative slekter
som Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter, Treponema, Tannerella,
Pseudoramibacter, Olsenella, Dialister, Filifactor, Cyanobacteria, Chloroflexi eller
Acidobacteria (8).

Flere studier viser ogsa en assosiasjon mellom symptomatiske periapikale infeksjoner og

forekomst av Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium og Peptostreptococcus. (9,10)

Det finnes en rekke faktorer som avgjar hvilke arter som dominerer i infeksjonen, som for
eksempel mikrobielle interaksjoner og tilgang pa naring og oksygen. Det er vist at
rotkanalfloraen endres dersom den primeere infeksjonen far std ubehandlet. Anaerobe
gramnegative bakterier vil gke i antall, samtidig som andelen fakultative bakterier reduseres
(12).

Ved sekundare eller persisterende endodontiske infeksjoner er bakteriefloraen ofte dominert
av bakterier som ikke like hyppig er til stede ved primare infeksjoner. Her ser man en ofte
overvekt av grampositive fakultative bakterier. Man finner ofte bakteriearter som
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa og slektene Streptococcus,

Staphylococcus, i tillegg til Candida arter. (12)

Man antar at en arsak til persisterende endodontiske infeksjoner er brudd pa de aseptiske
rutinene (13). Kontamineringen kommer da fra orale og ikke-orale mikroorganismer. Disse
kan stamme fra blant annet spytt, slimhinner, hud eller omgivelsene. Hyppig identifiserte arter

er Staphylococcus spp. fra hud, E. faecalis fra mat eller E. coli fra mage-tarmkanalen (14).

Bakterieartene som oftest er identifisert i ekstraradikulere apikale lesjoner er Actinomyces

israelii, Actinomyces viscous og Propionibacterium spp. Disse artene kan danne sveert



motstandsdyktige kolonier i vevet rundt roten, noe som gir en betydelig darligere

behandlingsrespons og prognose pa behandlingen (15).

Malet med endodontisk behandling er & forhindre utviklingen av apikal periodontitt og/eller
bidra til tilheling av lesjonen gjennom behandling. Ved en infeksjon i pulpa vil det veere
bakterier i kanalen bade som biofilm og planktoniske bakterieceller (16). De farste bakteriene
som kommer inn i kanalsystemet er sarbare planktoniske bakterier. Endodontisk behandling
av pulpitt der pulpa ikke har veert direkte eksponert for munnhulens mikroflora, har derfor
bedre prognose enn behandling av pulpa som har veert eksponert for disse mikroorganismene
over tid (13). Etter hvert som infeksjonen blir etablert, dannes det biofilm som “modnes” med
gkende alder. Bakteriene blir gradvis sveert motstandsdyktige bade mot vertens eget
immunforsvar og mot forsgk pa a eliminere infeksjonen ved hjelp av kjemomekanisk fjerning.
I biofilmen er det gkt uttrykk av virulensfaktorer og utveksling av genetisk materiale mellom

mikroorganismene (17,18).

2.4 Antibiotikaresistens — mekanismer, utfordringer og gkning i verden

Av det nasjonale forbruket av antibiotika sto tannleger for 5,3 % i 2014, mot 4,5 % i 2004
(19) men forbruket gikk noe ned igjen under gjennomfaringen av regjeringens Handlingsplan
mot antibiotikaresistens i helsetjenesten fra 2015-2020 (19). Tross dette er det en gkende
tendens til forskrivning av mer bredspektrede medikamenter (19). Resistensproblemet er
derfor aktuelt, ogsa for tannleger. Overforbruk av antibiotika er en av flere mekanismer som
bidrar til gkningen av resistente bakterier. Det er serlig observert gkende antibiotikaresistens
hos gule stafylokokker og enterobakterier (20), men de siste arene er det registrert en gkning

av antibiotikaresistens i alle miljger, ogsa i munnhulefloraen (21,22).

Resistens er en egenskap som kan forekomme naturlig, men stadig flere bakteriearter erverver
na ogsa resistens mot forskjellige typer antibiotika. Dette betyr at risiko for utvikling av
multiresistens er stor. Mekanismene bakterier bruker for & oppna resistens, er variert, men

angrepsvinklene kan vare fglgende (20):

e Nedbryting av det aktuelle antibiotikum direkte ved hjelp av enzymer, produsert av

bakterien.



e Eliminering av antibiotikum ved a “pumpe” det ut av cellen.
e Hindre import av antibiotikum, ved a gjere membranen mindre gjennomtrengelig.
e Lage nye malmolekyler for det aktuelle antibiotikum, som konkurrerer med det

opprinnelige.

For & oppna disse nye egenskapene ma bakteriens DNA forandres, slik at det kan kodes for
nye enzymer og membranproteiner etc. Disse nye kodesekvensene kalles resistensgener og
kan overfgres mellom bakterier. Dette medfarer at resistensegenskapen(e) sprer seg raskt fra

resistente bakterier til andre bakterier i ngerheten.
Denne horisontale overfgringen av gener er studert i detalj og kan deles i tre typer:

e Transduksjon. Her hjelpes overfgringen av bakteriofager (bakterievirus).

e Transformasjon. Her tar bakterien opp fritt DNA fra omgivelsene, for eksempel fra
dgde bakterier.

e Konjugasjon. Her overfares genene fra celle til celle ved direkte kontakt. Genene

opptrer som plasmider, sma sirkulaere minikromosomer.

Meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) forarsaker alvorlige infeksjoner og er
etter hvert blitt vanlig i store deler av verden. Som fglge av restriktivt antibiotikaforbruk i
Norge, har vi vert relativt lite utsatt. Det er likevel sveert viktig a overvake forekomsten av
MRSA.

Ekstendert spektrum betalaktamaser (ESBL) er enzymer som bryter ned betalaktam-
antibiotika. Enzymene produseres av grampositive og gramnegative bakterier og har ulik
substratspesifisitet, noen er bredspektrede og noen er smalspektrede. De siste arene er ESBL
pavist i gkende grad i E. coli-bakterier og i enterokokker. Forekomsten er forelgpig lav i
Norge, men ogsa her rapporteres det om gkende forekomst. 1 2018 ble det meldt inn 83

tilfeller til Meldingssenteret for smittsomme sykdommer (MSIS) (23).

Vankomycin er et antibiotikum som virker ved 8 hemme syntesen av cellevegger i
grampositive bakterier. Bakterier som utvikler resistens mot vankomycin gjar dette ved a lage
alternative reaksjonsveier for syntese av celleveggen. Pa 1980-tallet ble de farste

vankomycinresistente enterokokker (VRE) oppdaget, og det er vist at denne type resistens gir



betydelig redusert effekt av antibiotikabehandling ved infeksjoner. Sykehjem og andre helse-
institusjoner er sa&rlig utsatt, og smitte skjer ved kontakt med kontaminert hud samt overflater
i behandlingsrom mm. | 2018 ble det meldt inn 254 tilfeller av VRE til MSIS (24).

Ciprofloxacin er et bredspektret antibiotikum av fluoroquinolon-typen som virker mot mange
forskjellige bakteriearter. Gjennom mange ar har det veert et overforbruk av denne typen
antibiotika, seerlig innen veterinaermedisin. Siden bruken har vart omfattende i mange ar, har

mange bakterier utviklet resistens, noe som reduserer effektiviteten (25).

“Norsk overvakingssystem for antibiotikaresistens hos mikrober” (NORM) utgir arlige
statusrapporter om antibiotikaresistens innen human medisin, veteringermedisin, landbruk og
matproduksjon (26). Rapportene viser gkende forekomst av antibiotikaresistens i alle disse

miljgene.

Pa verdensbasis er antibiotikaresistens en markant trussel mot moderne sykehusdrift. Det
globale omfanget er ikke kjent, men der man har overvakning er utviklingen alarmerende.
Man regner med at det dgr 25000 mennesker hver dag, som en direkte konsekvens av
antibiotikaresistens (27). Antall ekstra liggedagn pa sykehus i Europa, beregnes til 2,5
millioner per ar. Tilsvarende tall for Thailand er 38000 dgdsfall per ar og over 3 millioner
ekstra liggedagn (28). Dessuten kan en beregne at dgdsrisikoen etter infeksjon gker med 50
%, dersom bakterien er resistent, slik at de gkonomiske konsekvensene er store, bade for
samfunnet og pasienten. Prisen for behandlingen av en antibiotikaresistent infeksjon beregnes
til & veere opptil fire ganger hayere enn for en infeksjon med bakterier som responderer pa
standard antibiotikabehandling (29).

Fra et internasjonalt synspunkt, er forbruket av antibiotika relativt lavt innen odontologi i
Norge. Forbruket har likevel vert gkende og tannleger har skrevet ut mer bredspektrede

preparater som amoxicillin og clindamycin i 2021, ifglge NORM (26).

Handhygiene og hanskebruk i medisin og odontologi er med pa a hindre spredning av
resistente bakterier. Hanskebruk minimerer, men eliminerer ikke forurensing av bakterier fra
hud til hanske og omvendt. Hender med hansker overfarer saledes bakterier mellom personer
og utstyr pa lik linje med hender uten hansker. Studier har vist at helsepersonell kan ha

forurensede hansker, ogsa under tannbehandling (1, 3). Det har derimot ikke veert undersgkt



om bakterier pa hansker under tannbehandling ogsa kan vare en mulig kilde til spredning av

antibiotikaresistens.
Mal med studien

Malet med studien var a artsbestemme bakteriene som ble funnet i den foregaende
hanskestudien (1) og kartlegge forekomsten av antibiotikaresistens hos disse bakteriene. Vi

gnsket ogsa a undersgke hvorvidt ESBL-produserende bakterier og VRE var til stede.



3. Materiale og metode

3.1 Bakterieprover

Denne studien bestar av prevemateriale med pavist bakterievekst fra hansker benyttet under
endodontisk behandling pa Avdeling for endodonti, UiO. Prgvene stammer fra 5 ulike
omrader pa hanskene, tatt pa to ulike tidspunkter under behandlingen. Prgve ved tidspunkt én
(T1) ble tatt etter at kofferdam var pasatt, og prgve ved tidspunkt to (T2) ble tatt rett far
mellomseanse-innlegg eller permanent rotfylling. Det ble identifisert bakterievekst pa 24
prgver av totalt 40. Disse ble merket fra 1 til 24 og nedfrosset pa Todd-Hewitt frysemedium
pa-72°C.

3.2 Rendyrking og artsidentifisering

Fra fryser ble det tatt ut prever nummerert fra 1 til 24 og dyrket opp pa Brucella blodagar-
skaler (BD) (30) ved 37°C i 24 timer. Prevenummer 19-24 viste ingen klar vekst av
bakteriekolonier etter 24 t og ble dyrket opp igjen og inkubert i ytterligere 24 t. Prgver som
ikke ga vekst etter andre dyrkningsforsgk, prevenummer 19, 20, 21, 22, 23 og 24, ble
ekskludert (nullresultat).

Prgvene som antydet eller viste vekst av mer enn én type koloni, nr. 2, 3, 4, 11, 13, 15, 16 og
18, ble videre separert og rendyrket. Disse ble selektert ved hjelp av “Single cell colony
technique”, dyrket pa blodagar-skaler og inkubert i 24 t ved 37°C. Ved liten eller ingen vekst,
ble skalene inkubert ytterligere 24 t. Prgver med nullvekst etter 48 timer ble

dyrket opp pa nytt og ekskludert ved dobbelt nullresultat. Prgvene 2 og 4 ble likevel

kategorisert som rendyrkede etter to runder med inkubasjon, uten vekst av andre arter.

Alle prgvene ble dyrket pa MacConkey-skaler (31) for a identifisere gramnegative arter
(tarmbakterier). Disse skalene bestar av et medium som fremmer vekst av gramnegative arter.
Prgvene ble nummert med desimaltall der det ble funnet flere arter i praven, for eksempel ble
prave 3 delt i prave 3.1 og 3.2. Figur 1 viser dyrking pa MacConkey-skal.
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Figur 1: MacConkey — duoskal. Todelt med ett medium som
fremmer vekst av

gramnegative (GN) bakteriearter (t.h.) og Brucella blodagar
(BD) best egnet for dyrking

av grampositive (GP) arter (t.v.) Alle pragver ble dyrket pa
begge sider av skalen og ved

vekst pa medium for GN-arter ble prgven delt opp i to nye

prgvenummer.

Alle rendyrkede bakteriekolonier ble analysert i det fenotypiske analyseverktayet Vitek2 for
artsidentifisering (32). Bakteriepravene ble slemmet opp i en lgsning med 0,45% NaCl med
en celletetthet pa 0.48-0.55 McFarland, en standardisert skala for & beregne
density/celletetthet (referanselgsninger pa 0 — 0.37 — 0.67). Lasningen ble pipettert over i
kassetter for henholdsvis gramnegative (GN) og grampositive (GP)-stammer far de ble kjart
gjennom Vitek2 analyseverktay.

3.3 Antibiotikaresistenstesting ved hjelp av lappediffusjonsteknikk

Det ble testet for resistens mot de tre mest brukte antibiotika i odontologisk praksis:
clindamycin (2 pg), penicillin (2 1U), amoxicillin (25 ug) i tillegg til ciprofloxacin (5 pg).
Dette ble gjort ved hjelp av agar-lappediffusjonsteknikk med sma antibiotikalapper (Sensi-
Disc BD - BBL) (33), illustrert i figur 2. Ciprofloxacin ble valgt med ettersom dette er et

bredspektret antibiotikum som foreskrives ved persisterende infeksjoner (34,35).

Figur 2: Illustrasjonsfoto
lappediffusjonsteknikk. Hver lapp er
produsert med en bestemt antibiotika-
konsentrasjon, som er tilpasset etter

' “European committee on antimicrobial

‘ susceptibility testing ”, EUCAST-standard
(36).
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Ifelge prosedyren med Sensi-Disc BD — BBL ble hver rendyrket koloni slemmet ut med 0,85
% NaCl-lgsning til en celletetthet pa 0,5 McFarland. | generell mikrobiologi brukes
McFarland-standarder for & beskrive om turbiditeten er innenfor optimalt omrade. For &
standardisere den videre testingen, ble turbiditeten justert. En McFarland-enhet pa 0,5
tilsvarer en OD ved 600 nm pa 0,8-1,5. Dette tilsvarer en bakterietetthet pa 1,0-1,5 x108
CFU/ml. Bakterielgsningen ble overfart til agarskaler i et jevnt lag. Antibiotikalapper ble
pafert ved hjelp av en dispenser. Skalene sto i ro i 20 minutter far de ble overfort til
varmeskap og inkubert ved 37°C i 24t. Avlesning av diameter ble utfort med linjal og
skyvelare, dobbeltsjekket og deretter kryssjekket av ekstern medhjelper for & begrense
feilkilder.

Den avleste diameter viser resistens (R), intermediger (1) eller sensibilitet (S), avhengig av

sonediameter (Tabell 1).

Antibiotikum Sonediameter (mm)

R I S

P2 (Penicillin) 2 1U 14 15

CC (Clindamycin) 2 pg 14 | 15-20 21

AMX (Amoxicillin) 25 ug | <13 | 14-17 >18

CIP (Ciprofloxacin) 5 pg 15 16-20 21

Tabell 1. Referanseverdier for sonediameter for hvert antibiotikum. R = Resistent. | =
Intermedier. S = Susceptible ifalge EUCAST-standard (36).

3.4 ESBL/VRE

Pravematerialet ble ogsa testet for vekst av VRE og ESBL-produserende bakterier pa
CHROMID ESBL/CHROMID VRE skaler (Biomerieux) og inkubert i henholdsvis 24, 36 og
48 timer (37).

12



Ved hjelp av «single cell colony technique» ble 3 til 5 enkeltkolonier plukket fra
blodagarskaler med steril gse og sadd ut pa CHROMagar. Disse ble deretter inkubert ved
37°C 124 t. Skalene med tydelig vekst ble tatt ut og registrert, resterende skéler ble satt
tilbake pa 37°C i 24 t, inspisert og registrert. Prosessen ble gjentatt en tredje gang far skalene

uten vekst etter 72 t ble definert som negative (se tabell 4.)

De nevnte skaltypene er utviklet for & gi vekst av kolonier med resistensgener mot aktuelle
antibiotika. Vekst pa ESBL-skaler tyder pa resistens mot de fleste betalaktamantibiotika,

mens vekst pa VRE skal tyder pa deteksjon av resistens mot vankomycin.

CHROMID® ESBL er en agar som inneholder cefpodoxime. Dette er et antibiotikum som
fungerer som marker for denne typen resistens. Metoden er rask, har hgy spesifisitet og det er

lite behov for alternative kontrolltester.

Fargen pa bakterieveksten forteller noe om hvilken bakterieart som er til stede da ulike arter
gir ulike standardiserte fargeuttrykk (37). CHROMagar-skalene inneholder R-glucuronidase,

en fargemarker for a skille ulike bakteriegrupper, se figur 3.

e E. coli: rosa mot burgunder-farge indikerer “B-glucuronidase-producing” kolonier

e KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter): bla/grgnn til brun/grgnn farge

indikerer 3-glucosidase-producing kolonier.

e Proteae (Proteus, Providencia, Moraganella): mark til lys brun farge indikerer

“deaminase-expressing strains”.

Figur 3: lllustrasjonsfoto fra mikroskop av bakterievekst i ulike farger pd ESBL/VRE-skaler.
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4. Resultater

4.1 Behandler og pregvetakningstidspunkt

Den foregaende hanskestudien (1) bakterieprgvene er samlet fra innhentet info om diagnose
ved behandlingstidspunkt og prevetidspunkt. Tabell 5 i slutten av resultatkapittelet viser

oversikt over dette i sammenheng med resistensresultatene.

De 23 positive prevene er samlet inn fra totalt ti behandlere (Tabell 5, kolonne 3), fem
Spesialistkandidater og fem masterstudenter. Ni av prgvene var innsamlet ved forste
prevetakningstidspunkt (T1) og 14 fra andre (T2).

Behandler S (1) star for seks av de positive pravene, bade ved fgrste (T1) og andre (T2)
prgvetakningstidspunkt. Behandler K (2) star for tre av de positive prgvene, S (4) star for tre
positive prever. Behandlere S (3), K (5), K (7) og K (8) star for to positive praver hver.
Behandlere K (6), S (9) og S (10) star hver for én positiv prave. Utvalget er for lite til & kunne

si noe om sammenhengen mellom diagnose og positiv prave.

Totalt 21 av 23 praver som ble testet viste vekst pa spesialskaler for ESBL-produserende
bakterier og/eller VRE. 12 av 13 prgver fra studenter og 7 av 9 fra spesialistkandidater. 7 av 9
prover tatt ved T1 viste resistens mot én eller flere av antibiotika/ESBL/VRE og 14 av 14
prover tatt ved T2 viste resistens.

4.2 Rendyrkning av bakterieprgvene og gramfarging

Av de 24 prgvene mottatt ga 18 prever vekst, (nr. 1-18). Prave nr. 19-24 ga ingen vekst etter
24t inkubering og ble dyrket opp igjen og inkubert i ytterligere 24 timer for de ble kassert pga.

nullvekst.
Prgvene som var hgstet inn fra den foregaende hanskestudien var blitt frosset ned som antatt

rendyrkede. Ved dyrking pa Blodagar-skaler ble det imidlertid tydelig at flere av skalene,
prove 3, 11, 13, 16 og 18 hadde vekst av mer enn en type koloni.
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For & avgjere om bakteriekoloniene var bakteriearter av gramnegativ (GN) eller grampositiv
(GP) type, ble alle koloniene dyrket opp igjen pa MacConkey agar (MAC) — skaler. Skalene
hvor det sa ut til & vaere flere ulike kolonier ble rendyrket med single cell colony — technique.

Alle kolonier ble forsgkt dyrket pa medium for bade GN og GP-arter.

Pragvene 3, 11, 13, 16 og 18 viste vekst av bade GN og GP-arter. Disse pravene ble derfor gitt
nye navn. Pragve 3 ble delt i prgve 3.1 og 3.2. Prgve 11 ble delt i preve 11.1 og 11.2 etc.

Det ble konkludert med 15 grampositive (GP), 7 gramnegative (GN) og en uidentifisert
koloni, prgve 15. Denne viste dominerende GN bakterier ved gramfarging, men var ikke

mulig & identifisere definitivt.

4.3 Artsidentifisering

Etter & ha kategorisert pravene etter GN/GP ble de undersgkt ved hjelp av det fenotypiske
analyseverktgyet Vitek2 for artsidentifisering (32). Totalt antall av hver art identifisert er
samlet i tabell 2. Identifikasjonens ngyaktighet angis i prosentscore. Ved hgy prosentscore
(99-100%) og benevningen “excellent match” kan man forvente korrekt identifikasjon. Alle
resultater var 99% match eller mer, med unntak av preve 4, der resultatet var 50/50 mellom

Micrococcus luteus og Micrococcus lylae. Denne prgven ble benevnt Micrococcus ssp.

Prave 15 viste seg krevende a rendyrke og dermed ikke mulig & artshestemme. Etter gjentatte

gramfarginger og Vitek2-analyser ble denne prgven staende som uidentifisert gramnegativ art.

Prave 11 viste to typer kolonier. Den ene, kalt 11.1 lot seg identifisere, og det ble utfart
resistenstester. Prgve 11.2 var krevende a rendyrke. Etter analyse med Vitek2 og dyrking pa
MacConkey-, samt ESBL/VRE-skaler, var det ikke nok materiale til en ny oppdyrking. Det

ble derfor ikke utfart resistenstest pa denne praven.
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Bakteriearter identifisert Antall prgver med denne arten og
prgvenummer.

Brucella melitensis 1(3.2)

Methylobacterium spp. 2(11.2 09 13.2)

Micrococcaceae spp. 1(3.1)

Micrococcus spp. 1(4)

Pantoea spp. 4(2,9,16.20917)

Staphylococcus capitis 2 (6 0og 14)

Staphylococcus cohnii urealyticus 1(2)

Staphylococcus epidermidis 6(5,7,12,13.1,18.1 0g 18.2)

Staphylococcus haemolyticus 2 (10 0g 16.1)

Staphylococcus hominis 2 (80g1l1.1)

Uidentifisert 1(15)

Tabell 2: Kolonne 1 — identifiserte arter (Vitek2Compact), kolonne 2 — antall identifisert og

prgvenummer.

4.4 Antibiotikasensitivitets- og resistenstesting

22 av 23 prover ble testet for antibiotikaresistens ved hjelp ved hjelp av agar-
lappediffusjonsteknikk (Sensi-Disc BD — BBL) (33). Resistens mot 4 ulike antibiotikum ble

undersgkt.

Prgvene 2, 9, 16.2, og 17 (Pantoea spp.), pravene 7, 12, 18.1 (S.epidermidis), prave 10 og
16.1 (S.haemolyticus) samt prgve 11.1 (S. Hominis) viste resistens mot penicillin (2 1U).
Pravene 2, 9, 16.2 og 17 (Pantoea spp.) samt prave 10 (S. Haemolyticus) viste i tillegg
resistens mot amoxicillin (25 pg). Prgvene 2, 9, 16.2 og 17 (Pantoea spp.) viste 0gsa resistens

mot clindamycin (2 pug). Prevene 2 (Pantoea spp.) viste resistens mot alle fire antibiotika.

Ciprofloxacinresistens ble pavist i prgvene 2 (Pantoea spp.) og 18.1 (S. epidermidis).
Intermedier resistens mot clindamycin (2 pg) ble pavist i prevene 1 (S. Cohnii urealyticus),
3.2 (B. Melitensis), 10, 16.1 (S.haemolyticus) og 18.2 (S. epidermidis). Det ble pavist

intermediger resistens mot amoxicillin (25 pg) i prave 16.1 (S. haemolyticus).
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Figurene 4-7 viser hvordan lappediffusjon ble utfart.

Figur 6 og 7: Lappediffusjonteknikk prave 9 og 16.1

Resultatene av de avleste diametere for de ulike prgvene som viser resistens (R), intermediger
(1) eller sensibilitet (S) er oppgitt i Tabell 3.
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P2 AMX25 CC2 CIP5
Prgvenummer Sonediameter
2 (R)O (R)O (R)0O (R) 3
9 (R)O (R)O (R)O (S) 28
10 (R)7 (R) 13 ()18 (S) 25
16.1 (R)0O (1) 14 (1) 20 (S) 23
16.2 (R)O (R)O (R)O (S) 24
17 (R)O (R)O (R)0 (S) 26
3.1 (S) 30< (S) 30< (S) 28 (S) 25
3.2 (S) 30 (S) 30< (1) 18 (S) 22
15 (S) 23 (S) 28 (S) 28 (S) 22
6 (S) 30< (S) 30< (S) 25 (S) 28
7 (R) 13 (S) 23 (S) 28 (S) 28
8 (S) 30< (S) 30< (S) 26 (S) 26
11.1 (R) 13 (S) 22 (S) 25 (S) 25
11.2 Not done Not done Not done Not done
5 (S) 15 (S) 23 (S) 25 (S) 25
12 (R) 14 (S) 20 (S) 24 (S) 23
14 (S) 30 (S) 30< (S) 22 (S) 25
13.1 (S) 30 (S) 30< (S) 25 (S) 27
13.2 (S) 30 (S) 30< (S) 26 (S) 18
18.1 (R) 10 (S) 20 (S) 24 (R)9
18.2 (S) 30< (S) 30< (1) 20 (S) 26
1 (S) 19 (S) 30< (1) 16 (S) 25
4 (S) 21 (S) 30< (S) 25 (S) 25

Tabell 3. Kolonne 1 — Prgvenummer organisert etter behandler. Kolonne 2-4 — sonediametere
(mm) etter 24 t. CIP5 - ciprofloxacin (5 ug), P2 - penicillin (2 1U), AMX25 - amoxicillin (25

pg) og CC2 - clindamycin (2 pug).
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4.5 Testing av vekst av ESBL-produserende bakterier og VRE.

Etter opp til 48t inkubasjon viste 20 av 23 pragver vekst av enten VRE eller ESBL-
produserende bakterier, eller begge, pA CHROMID ESBL/CHROMID VRE skaler
(Biomerieux). Resultatene er organisert i Tabell 4.

Pravenr. GP/GN ESBL VRE Vitek2

2 GN Blank/gul Hvit/lilla Pantoea spp

9 GN Grgnn Lilla Pantoea spp

10 GP Hvit/matt Neg. S. haemolyticus
16.1 GP Gul/hvit Lilla S. haemolyticus
16.2 GN Neg. Lilla Pantoea spp.

17 GN Blank Lilla Pantoea spp.
3.1 GP Hvit Gronn Micrococcaceae
3.2 GN Neg. Grenn B. melitensis
15 Uidentifisert Neg. Gronn Uidentifisert

6 GP Hvit/blank Hvit S. capitis

7 GP Neg. Neg. S. epidermidis

8 GP Blank/hvit Neg. S. hominis
11.1 GP Neg. Lys rosa S. hominis
11.2 GN Neg. Hvit Methylobacterium spp.
5 GP Hvit/blank Lilla S. epidermidis
12 GP Neg. Neg. S. epidermidis
14 GP Neg. Neg. S. capitis
13.1 GP Neg. Rosa S. epidermidis
13.2 GN Neg. Hvit Methylobacterium spp.
18.1 GP Neg. Lilla S. epidermidis
18.2 GP Neg. Lilla S. epidermidis

1 GP Gronn Hvit S. cohnii urealyticus
4 GP Blank/gul Grenn Micrococcus spp.

Tabell 4: Kolonne 1 — Pravenummer organisert etter behandler, kolonne 2 — resultat
gramfarging, kolonne 3 — ESB - produserende bakterier, kolonne 4 — VRE , kolonne 5 —

identifisert art/slekt.

Fargekoden viser tiden for inkubering. Grgnn — inkubert i 24t, Bla — inkubert i 48t, Rgd —
inkubert i 72t.



Falgende praver viste vekst pa skaler for bade ESBL-produserende bakterier og VRE: Prgve 1
(S. cohnii urealyticus), prave 2, 9 og 17 (Pantoea spp.), prave 3.1 (Micrococcaceae spp.)
prave 4 (Micrococcus spp.), preve 5 (S. epidermidis), prave 6 (S. capitis), og prgve 16.1 (S.

haemolyticus).

Folgende praver viste vekst av bakterier med vankomycinresistens, men var negative for
betalaktamaseproduksjon: prgve 3.2 (B. melitensis), prgve 11.1 (S. hominis), preve 11.2 og
13.2 (Methylobacterium spp.), prevene 13,1, 18.1 og 18.2 (S. epidermidis), prave 16.2
(Pantoea spp.) og preve 15 (uidentifisert).

Folgende praver var viste vekst av ESBL-produserende bakterier, men var VRE-negative:

Prave 8 (S. hominis) og preve 10 (S. haemolyticus).

Skaler som hadde nullvekst etter 72 t ble registrert som negative. Preve 3.2, 7, 11.1, 11.2, 12,
13.1,13.2, 14, 15, 16.2, 18.1 og 18.2 var negative for ESBL-produserende bakterier. Pragve 7,
8, 10, 12 og 14 var negative for VRE. Praver registrert som negative for bade produksjon av

betalaktamaser og vankomycinresistens var 7, 12 (S. epidermidis) og 14 (S. capitis).
4.6 Oversikt resultater

Aktuelle resultater fra foregaende hanskestudie (1) satt i sammenheng med resultater i denne
studien er sammenfattet i tabell 5. Utvalget i denne studien er likevel for lite til & trekke noen

statistisk signifikante slutninger om sammenheng mellom diagnoser og resistensgrad.
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Resistens

. Intermedizr | vekst pa
Prove Bakterie Beh. Diagnose || rovetdspktl (R) |y o/amx/| EsBL/
nr. (TUT2) | (PIAMX/ CIP/ICC) VRE
CIP/CC)
. . PIAMX/
5 Pantoea spp S (1) | Irreversibel pulpitt T1 CIPICC Pos./pos.
. . PIAMX/
g Pantoea spp S (1) | Irreversibel pulpitt Tl ce Pos./pos.
10 S. haemolyticus S (1) | Irreversibel pulpitt Tl P/AMX CC Pos./neg.
16.1 S. haemolyticus S (1) | Irreversibel pulpitt T2 P AMX/CC | Pos./pos.
. . PIAMX/
16.2 Pantoea spp S (1) | Irreversibel pulpitt T2 ce Neg./pos.
. . P/IAMX
Pantoea spp S (1) | Irreversibel pulpitt T2 f / Pos./pos.
17 cC
) Nekrose, KAP,
31 Micrococcaceae spp | K (2) (endoperio) T2 Pos./pos.
S Nekrose, KAP,
3.9 B. melitensis K (2) (endoperio) T2 CcC Neg./pos
) ) Nekrose, KAP,
15 Uidentifisert K (2) (endoperio) T2 Neg./pos.
6 S. capitis S (3) |Revisjon pga karies T2 Pos./pos.
- S.epidermidis S (3) | Revisjon pga karies T1 P Neg./neg.
8 S. hominis S (4) | Irreversibel pulpitt T2 Pos./neg.
11.1 S. hominis S (4) | Irreversibel pulpitt T2 P Neg./pos
11.2 | Methylobacterium spp | S (4) | Irreversibel pulpitt T2 Notdone | Notdone |[Neg./pos.
5 S. epidermidis K (5) | Nekrose, KAP T1 Pos./pos.
12 S. epidermidis K (5) Nekrose, KAP T1 P Neg./neg.
14 S. capitis K (6) | Revisjon pga KAP T1 Neg./neg.
13.1 S. epidermidis K (7) | Revisjon pga KAP T1 Neg./pos.
13.2 | Methylobacterium spp | K (7) | Revisjon pga KAP T1 Neg./pos
18.1 S. epidermidis K (8) | Revisjon pga KAP T2 P/CIP Neg./pos.
18.2 S. epidermidis K (8) | Revisjon pga KAP T2 CcC Neg./pos
1 S. cohnii urealyticus | S (9) Nekrose T2 CC Pos./pos.
4 Micrococcus Spp  |S (10) Nekrose T2 Pos./pos.
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Tabell 5: Kolonne 1 — Pravenummer organisert etter behandler. Kolonne 2 - identifisert
art/slekt. Kolonne 3 — type behandler: K — Spesialistkandidat, S — Student. Kolonne 4 —
diagnose (KAP - Kronisk apikal periodontitt). Kolonne 5 - prevetakningstidspunkt: T1 —
farste prgvetakningstidspunkt, T2 — andre prgvetakningstidspunkt.

Kolonne 6 og 7 — antibiotikaresistens: AMX —amoxicillin (25 pg)., P — penicillin (2 1U), CC —
clindamycin (2 pg), CIP — ciprofloxacin (5 pg). Kolonne 8 — vekst pa CHROMagar-
spesialskaler.
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5. Diskusjon

| denne masteroppgaven ble det utfart arts- og resistenshestemmelse pa bakterier dyrket fra
hansker under endodontisk behandling. Det ble undersgkt i hvilken grad bakteriene var
resistente mot en eller flere ulike antibiotika som benyttes i tannlegepraksis. I en fersk
hanskestudie fra Avdeling for endodonti, UiO (1) ble det funnet bakterier pa 24 av 40 prgver
tatt av hansker brukt under endodontisk behandling. I denne studien ble det benyttet de
samme prgvene og pavist bakterier i 18 av disse, 15 grampositive arter, 7 gramnegative og en
uidentifisert bakterie. Totalt ble det pavist 23 stammer av 10 ulike arter. Identifisering med

analyseverktgyet Vitek2 viste stor variasjon, men med et stort innslag av stafylokokker.

Seks av pravene viste S. epidermidis, en bakterie som finnes i normalflora pa hud og
slimhinne. Arten er fakultativ anaerob, sjelden patogen og en vanlig kontaminant (38, 39, 40).
Fire av prgvene viste Pantoea Spp. Dette er en infeksjonsrelatert bakterie som hos mennesker
er funnet i infeksjoner i Gl-traktus, blod og urin. Den er ogsa identifisert i vann, planter, frg,
frukt og jord (41). To av prevene viste S. Capitis, en annen art funnet i normalflora pa hud, og
serlig ansikt, hals og grer. Bakterien er relativt ufarlig for friske personer, men kan danne
svaert motstandsdyktig biofilm og gi alvorlige infeksjoner hos immunsupprimerte. Den er
identifisert ved persisterende infeksjoner pa kunstige hjerteklaffer. To av pravene viste S.
hominis. Dette er en annen opportunistisk normalflorabakterie ofte funnet pa hud. Den er
forbundet med «kroppslukt» og kan danne multiresistente stammer, men dette skjer oftest hos
immunsupprimerte personer. To av prgvene viste S. haemolyticus, en annen bakterie ofte
funnet i normalflora pa hud. Dette er en sterkt opportunistisk bakterie. Ved infeksjon danner
den sveert motstandsdyktig biofilm, og er identifisert ved endokarditt, urinveisinfeksjoner,
leddinfeksjoner og i sar (38, 39). To av prgvene i studien viste Methylobakterium spp., som er
en stor familie av bakterier funnet i vann, jord og pa planter. Den er ofte identifisert i

nosokomiale infeksjoner (42).

En prgve viste S. cohnii urealyticus, en GP kokk ofte funnet pa hud. Bakterien er kjent for a
ha en hgy grad av resistens pa linje med S.aureus. En prgve viste Micrococcaceae spp. Dette
er en stor familie av bakterier funnet pa hud, mucosa, oropharynx og gvre respirasjonssystem

hos menneske, i tillegg i melkeprodukter, kjgtt og jord. Flere av underartene er
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absessdannende og sveert motstandsdyktige mot antibakteriell behandling. En preve viste B.
melitensis, en GN, infeksigs bakterie som kan gi sykdommen Brucellose. Infeksjonen skjer
gjennom inntak av kontaminerte melkeprodukter, inhalasjon eller ved direkte kontakt med
infiserte dyr (43). En prgve viste Micrococcus spp. Underarter av familien Micrococcaceae
spp. er opportunistiske arter som finnes i normalflora pa hud. Den er forbundet med alvorlige

infeksjoner som endokarditt, meningitt og sepsis.

Ut fra disse resultatene er det rimelig & anta at en stor andel av bakteriene identifisert stammer
fra kontaminasjon under behandling fra enten hud eller slimhinner, men det ble ogsa funnet
enkelte mer infeksigse arter, funnet bade i orale og andre infeksjoner. Sammenheng mellom
behandler, diagnose og resistens er organisert i tabell 5. Grunnet det lave antallet prgver i
denne studien er det behov for videre undersgkelser for & avgjere med statistisk signifikans
om disse artene stammer fra den endodontiske infeksjonen eller kontaminasjon fra

pasient/behandler.

Resistensbestemmelse med analyseverktgyet Sensi-Disc BD - BBL viste at 13 av 23 stammer
var resistente eller interceptiv mot ett eller flere antibiotika; clindamycin (2 pg), penicillin (2
IU), amoxicillin (25 pg) og ciprofloxacin (5 pg). Et annet viktig funn var vekst pa VRE-
skaler og pavisning av ESBL-produserende bakterier.

Flere av antibiotikatypene som ble undersgkt er relevante a forskrive for tannleger.
Ciprofloxacin er likevel spesielt interessant fordi det har resistensdrivende egenskaper. Dette
er et antibiotikum som sveert sjelden skrives ut av allmenntannleger. Indikasjoner er
luftveisinfeksjoner, urinveisinfeksjoner, gonoré, gastrointestinale infeksjoner, infeksjoner i
hud og blgtvev forarsaket av gramnegative bakterier, infeksjoner i ledd og skjelett, men ogsa
som profylakse i enkelte tilfeller (44). Allmenntannlegen vil derfor sjelden forskrive denne
typen antibiotikum, men vil med hgy sannsynlighet ha pasienter i stolen som har fatt

forskrevet medikamentet.

Forekomst av resistente bakterier er vist i en rekke studier gjennom tidene, for eksempel
Grundmann et al (45). Denne studien samlet inn prgver fra sykehus i 36 ulike Europeiske
land. Her ble det testet flere tusen prgver med E. coli og Klebsiella og deres resistens mot bl a.
amoxicillin og ciprofloxacin ble kartlagt. De viste at selv om forekomsten av resistens var

stor, var den lavere i Skandinavia enn ellers i Europa. | vare prgver var det stor forekomst av
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resistente bakterier. Dessuten viser flere studier at antibiotikaresistens gker over tid. Frading
et al kunne registrere en gkning av resistens mot kefalosporiner fra 4 % til 12 % pa atte ar,
spesielt i E. coli og Klebsiella (46). Det er allmenn enighet om at antibiotikaresistens gker i
helsevesenet, ogsa i Norge (47, 48). Derfor har Norsk Folkehelseinstitutt presentert en rekke

tiltaksomrader for & redusere bruken av antibiotika (19).

Resistens i oral flora har blitt undersgkt i flere studier fra Norge og utlandet. En
masteroppgave fra 2019 sa pa antibiotikaresistens hos GN stavbakterier samlet inn fra
pasienter med periodontitt (49). Her ble det blant annet detektert ESBL resistensmekanisme i
35 av 42 bakterieprgver. | en reviewartikkel fra 2022 (50) viser de til at 90 — 97% av
periodontale bakterier har ESBL- resistensmekanismer i tillegg til hgye nivaer av
erytromycinresistens med opp mot 65% hos normalflorabakterien Streptococcus Salivarius.

Jungerman et al. (51) fant i 2011 resistens hos 5 — 42% av alle bakterier i infiserte rotkanaler.

Denne studien fant resistente bakterier fra behandleres hansker under endodontisk behandling.
Den farste hanskeprgven ble tatt umiddelbart etter et hanskebytte eller rett etter desinfisering
av kofferdam. Det er usikkert om denne prgven er representativ for operaterens arbeid
gjennom hele behandlingen. En positiv prave pa dette tidspunktet kan bety at behandleren
ikke har valgt & bytte hansker og har veert i kontakt med hud eller saliva. En positiv
andreprgve er mer alvorlig. Kontaminasjon av hanskene rett fgr rotfylling/innlegg kan tilfare

eksogene bakterier til rotkanalen. Dette vil svekke prognosen (13, 52)

Nar det gjelder praktisering av kliniske rutiner og aseptiske arbeidsmetoder ved endodontisk
behandling, viste Myrhaug et al. at det er store forskjeller mellom spesialister og
allmennpraktiserende tannleger (53). Det er ogsa vist variasjoner i endodontisk behandling
mellom institusjoner og privat praksis (54). Slike forskjeller er ikke belyst i denne oppgaven.

Hudbakterier kan overfares fra behandler til pasient og vise versa (55, 56).

Det er ikke holdepunkter for & si noe om sammenhengen mellom diagnoser og forekomst av
resistente bakterier, men dette kan pavirke validiteten i undersgkelsen. Var studie har et lite
antall pasienter. Derfor kan den endodontiske diagnosen ha stor innvirkning pa resultatet uten

at det er noen statistisk signifikant sammenheng.

Vare resultater er basert pa tradisjonelle mikrobiologiske teknikker som dyrking pa

blodagarskaler med rikt naringsinnhold, identifikasjon pa Vitek2 analyseverktay,
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resistenstesting ved agar-lappediffusjonsteknikk og ESBL/VRE-resistent indikasjonsskaler
(CHROMagar). Dette er godt utprgvde og palitelige metoder, men inneholder likevel
usikkerhetsmomenter. Spesielt er manuell resistensbestemmelse basert pa visuell vurdering av
soner. For soner som ligger i grenseland mellom positiv og negativ test, kan dette veere en
usikkerhetsfaktor.

Resultatene av denne relativt begrensede studien viser stor grad av resistens blant bakterier
pavist pa hansker under endodontisk behandling. Dette bgr apne opp for diskusjon om det er
behov for oppdatering og innstramming av aseptiske rutiner for & begrense potensiell

spredning av resistens under endodontisk behandling.

6. Konklusjon

Hensikten med denne studien var a identifisere bakteriearter og kartlegge forekomst av
resistens i prgver tatt fra hansker benyttet under endodontisk behandling. Det ble pavist en
rekke bakterier, med overvekt av Pantoea spp. og S. Epidermidis. Alle bakteriestammene
unntatt én viste resistens mot ett eller flere antibiotika, der flest var resistente mot penicillin
(Pantoea spp., S. Epidermidis, S. Haemolyticus og S.hominis). Flere av bakteriene var i tillegg
multiresistente. Det ble pavist uventet hgy forekomst av ESBL-produserende bakterier og
flere bakterier var i tillegg resistente mot vankomycin. Resultatene indikerer at bakterier pa
hansker brukt under endodontisk behandling representerer et reservoar for overfering av
resistente bakterier. Studiens konklusjon burde derfor vaere en klar paminnelse om

viktigheten av korrekt handhygiene og hanskebruk.
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