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ABSTRACT

Forum for Biopreparedness Diagnostics (FBD) is a collaborative effort between four Swedish governmental institutes,
National Food Administration, National Veterinary Institute, Swedish Institute for Communicable Disease Control and
the Swedish Defence Research Agency. One of the main goals of this collaboration is harmonisation of methods and

equipment between the participating authorities to increase the level of biopreparedness in Sweden.

In 2011 a side by side tests were performed where different types of solid culture media were evaluated for growth of
the bacterial category A agents Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis and Burkholderia spp. The Horse
blood and Tul -agar were recommended as “FBD Choice Medium” for cultivation of the studied bacteria from clinical
samples. However, the recommendation was limited to relatively clean samples with low level of contamination due
to lack of selectivity. Therefore, during 2012, the project continued in order to further harmonize methods associated
to cultivation of bacterial agents from complex matrixes as food, environmental and degraded clinical samples. An
exercise was performed allowing for training of germination, enrichment and use of culture media associated to
selective culture from water and minced meat samples spiked with B. anthracis and B. cereus spores.

During the exercise, acid treatment effectively reduced contaminating bacteria from the water sample. However,

the same treatment did not reduce contamination from minced meat. The effect of selective methods i.e. heat
(germination) and acid treatment, mainly depend on the composition of the bacterial community in the specific matrix
used. Culturing of untreated samples (water and minced meat) on PLET-agar did result in clean cultures of Bacillus. Since
the PLET-agar contains Thallium acetat with severe environmental and health effects, substrate production facilities has
excluded the medium from production. Therefore, for cultivation of B. anthracis from complex matrixes we recommend
a combination of germination, enrichment and culture on Horse blood agar. Such a treatment generated culture plates
with enough reduction of contaminating flora for experienced technical personnel to identify Bacillus colonies.
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Forum for beredskapsdiagnostik (FBD) ér ett samarbete mellan fyra svenska myndigheter,
Livsmedelsverket, Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA), Smittskyddsinstitutet (SMI)
och Totalférsvarets forskningsinstitut (FOI). Ett av forumets huvudmal dr harmonisering

av metoder och utrustning mellan de deltagande myndigheterna for att 6ka beredskapen

i Sverige infor en eventuell biologisk hiandelse. Vid en avsiktlig eller naturlig spridning av
riskklass 3 bakterier och relevanta virus 4r en fungerande krisberedskap, med avseende pa
medicinska motatgirder och dekontaminationsférfaranden, beroende av snabba preliminara
laboratorieresultat.

Med en 6kad efterfragan av mer detaljerad kunskap om organismer till exempel for att
kunna utfora resistensbestimning, smittsparning, epidemiologi och fylogenetiska studier,
aktualiseras behovet av harmonisering av odlingsmetodik mellan myndigheter. Syftet med
detta projekt var att inom forumet 6ka kompetensen for odling av bakteriella riskklass

3 organismer. Under 2011 utfordes en forsta del av projektet dir respektive myndighets
metoder for odling av Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Burkholderia
mallei och B. pseudomallei utvarderades vid en 6vning. Under 2012 har verksamheten
fokuserats kring odling av Bacillus frin komplexa provmatriser med blandflora som révatten,
livsmedel och gamla kliniska prover. Detta stiller hoga krav pa selektivitet och anrikning. En
inventering av de medium och metoder som anvinds vid myndigheterna for germinering,
anrikning och odling av Bacillus anthracis 1ag till grund f6r en myndighetsgemensam 6vning.
Ovningen syftade till att jimfora utfallet vid odling fran prover innehallandes blandflora och
Bacillus sporer beroende pa vilka selektiva metoder, anrikningssteg och odlingsmedium som
anvants.

Projektet har resulterat i en sammanstillning 6ver de odlingsmedier och metoder for selektiv
odling av B. anthracis som anvinds vid myndigheterna. Vid den myndighetsgemensamma
ovningen framkom att effektiviteten hos de olika selektiva behandlingarna (virme och
syrabehandling) beror av sammansittningen av blandflora i provmatrisen. Under évningen
framstod syrabehandling som mycket effektiv i att reducera blandflora fran ravattenmatris
medan samma behandling inte alls paverkade blandfloran i kottfarsmatris. Selektiv PLET-
agar var mest effektivt i att reducerar kontaminerande blandflora fran komplexa matriser.
Dock innehéller PLET-agar det hilsovadliga och miljofarliga tallium acetat vilket gjort

att detta medium inte lingre bereds vid vissa substratavdelningar. Istillet reqkommenderas
har en kombination av germinering, anrikning och odling pd Hastblodagar, vilket vid
ovningen genererade odlingsplattor dér Bacillus morfologi kan avlasas av rutinerad
laboratoriepersonal. En sidan provbehandling liknar i mycket de metoder som idag anvinds
vid myndigheterna for odling pa prover med Bacillus fragestallning.
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Forum for beredskapsdiagnostik (FBD) utgér ett virdefullt nitverk for kunskapséverforing mellan
Totalférsvarets forskningsinstitut (FOI), Smittskyddsinstitutet (SMI), Livsmedelsverket och Statens
veterinirmedicinska anstalt (SVA); myndigheter som alla arbetar med fragestillningar gillande riskklass
3-bakterier. Arbete med riskklass 3-agens utfors vid sa kallade BSL 3-laboratorier, vilka finns vid FOI,
SMI och SVA. Livsmedelsverkets BSL 3-arbete sker vid SVAs sikerhetslaboratorium, dér dessa tvd myn-
digheter bygger upp ett gemensamt Resurslaboratorium for beredskapsdiagnostik (RUB).

Ett 6vergripande syfte med FBD dr att stirka laboratorieberedskapen och effektivt kunna utnyttja de
ingdende myndigheternas samlade kompetens och kapacitet i hindelse av storskalig spridning av allvar-
lig smitta. Inom FBD har PCR TagMan-metoder harmoniserats mellan myndigheterna f6r att kunna
analysera forekomst av riskklass 3-bakterier; Bacillus anthracis, Burkholderia mallei, Burkholderia
pseudomallei, Coxiella burnetii, Francisella tularensis och Yersinia pestis. En av de viktigaste aspekterna for
att mojliggora detektion dr provberedning vilken varierar beroende pé provtyp. Genom samverkan mel-
lan myndigheter som har stor erfarenhet inom skilda omraden ticker FBD in vildigt manga provtyper,
sdsom humanprover, djurprover, miljoprover och livsmedel.

Som ett led i utvecklingen av nya fenotypiska metoder f6r identifiering av bakterier inom FBD har detta
projekt fokuserat p4 att lingsiktigt harmonisera och bygga upp odlingskompetens for bakteriella risk-
klass 3 organismer. Ett forsta steg togs under 2010 da projektet "Detektion av Francisella tularensis”
arbetade med att harmonisera odlings- och infrysningsmetoder av Francisella tularensis (1). Ett andra
steg togs under 2011 da projektet "Harmonisering av metoder f6r odling av hogpatogena bakterier pa
BSL-3 laboratorium” inventerade och 6vade metoder for odling av Bacillus anthracis, Yersinia pestis,
Francisella tularensis, Burkholderia mallei och B. pseudomallei pa fasta odlingsmedier.

2012 ars projekt avser harmonisera myndigheternas beredskap for att analysera komplexa prover med
blandflora. Odling frén sadana prover stiller ytterligare krav pa odlingsmedium i form av selektivitet for
ett specifikt agens. Detta projekt har ssmmanstillt de medium och metoder som anvinds vid myndighe-
terna vid germinering, anrikning, odling och kontroll av avdédning av Bacillus anthracis sporer. Informa-
tionen har sedan legat till grund for en myndighetsgemensam 6vning. Vid 6vningen jamfordes utfallet
vid odling fran komplexa prover med en blandflora (ett miljoprov och ett kliniskt prov) som spikats
med B. anthracis och B. cereus sporer, da selektiva metoder, anrikningssteg och selektiva odlingsmedier
anvinds.
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2. SYFTE OCH MAL

Projektets 6vergripande maél var att genomféra en myndighetsgemensam 6vning i odlingsmetodik for
harmonisering av odling av riskklass 3 organism. Ovningen utformades for att mellan myndigheterna
harmonisera metoder for germinering, anrikning och selektivitet vid odling av B. anthracis fran olika
matriser. Bdde 6vningen och arbetet infor 6vningen syftade ocksa till att 6ka kompetensen inom
odling av bakteriella riskklass 3 organismer inom nitverket.

2.1 DELMAL

* Inventering av odlingsmetodiker vid de olika myndigheterna. Avser metoder for sporulering,
germinering, anrikning och selektivitet vid odling fran kliniska prover, livsmedelsmatriser,
och miljématriser. Med odlingsmetoder avses odling bade i syfte att isolera/amplifiera samt
kontrollera avdodning.

* Genomf6ra en myndighetsgemensam 6vning i odlingsmetodik med avseende pa germinering,
anrikning och selektivitet for odling av B. anthracis fran olika matriser.

Avgriansningar

Arbetet med ovanstiende punkter avgransades till att omfatta Bacillus anthracis.
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3. MATERIAL OCH METODER

3.1 INVENTERING AV METODER OCH MEDIUM VID RESPEKTIVE MYNDIGHET

Vid projektets inledning holls en workshop med stod av Joakim Agren fran SVA och Moa Lavander fran
Livsmedelsverket for att inom projektgruppen bredda agenskunskap om Bacillus men ocksa for att ta del
av den verksamhet vid Livsmedelsverket som ror identifiering av Bacillus i matmatriser. Information fran
workshopen togs till vara i inventeringen och vid utformning av odlingsévningen.

Projektgruppens medlemmar sammanstillde ocksa respektive myndighets metoder och medier for
sporulering, germinering, anrikning, odling och kontroll av avdédning av Bacillus anthracis (Figur 1).
Sammanstillningen genomfordes med fokus pa medium for anrikning och selektiv odling av bakterien
fran komplexa prover med blandflora. Som utgangspunkt fér ssmmanstillningen anvindes den
inventering av fasta medium for odling av prover med B. anthracis frigestillning som togs fram i
projektet FBD2012/9(7).

Befintliga metoder vid respektive myndighet

Verksamhet 2012

Bacillus anthracis

Germinering Anrikning [DdlfﬂI Avdodning Kontroll-avdodning

Figur 1. Upplégg av projektet "Harmonisering av metoder for odling av hdgpatogena bakterier pa BSL 3 laboratorium”,
fokusomraden for projektets verksamhet under 2011 och fér 2012.

3.2 MYNDIGHETSGEMENSAM OVNING
3.2.1 Urval av medier till 6vningen

Vid odlingsévningen som genomfordes 2011 inom FBD projekt 2012/9 identifierades en selektiv
PLET-agar som limplig for isolering av B. anthracis fran komplexa prover (6, 7). Aven Histblodagar
(MIK2742) rekommenderades d det ir det odlingsmedium som rutinmissigt anvinds vid SMI och
SVA’s BSL3 laboratorier vid odling fran prover med fragestillning om B. anthracis. Hastblodagar har
dock ingen tillsats av antibiotika eller andra dmnen som har negativ effekt pa kontaminerande flora.
Infér 6vningen bereddes odlingsmedium vid respektive substratberedning med grundrecept for PLET-
agar enligt Luna et al 2009 (6); for 1L medium Bacto agar (Difco) 25g, Heart infusion broth (BD) 25g,
EDTA 14 mg, tallium acetat (Sigma) 1.9 mg, sulfamethoxazole 38 pg/mL, trimethoprim 2 pg/mL,
polymyxin B 15 000 U/L, lysozym 150 000 U/L. Grundrecept for Histblodagar; for 1L medium Blod
agar bas 43 g och 50 mL Histblod (defibrinerat eller citrerat) till pH 7,3 (ingen tillsats av L-tryptofan).

FE.
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3.2.2 Ovningsuppligg - spikning av matriser

Vid planering av 6vningsuppligget genomférde projektgruppen en gemensam genomging av respektive
myndighets riskbedémning for odling av B. anthracis pa BSL3 laboratorie. Vid 6vningen foljdes
respektive myndighets rutiner och instruktioner for arbete pa BSL3 laboratorie.

Infér 6vningen forbereddes tva typer av provmatriser; ett eluat fran ultracentrifugering av ravatten,
framtaget av FBD projekt 14-2012, samt kottfirs som legat framme i rumstemperatur under 2 dygn.

De tva provmatriserna spikades vid SVA/RUB BSL3 laboratorium med ~10* sporer/mL fran tvé olika
Bacillus sporstockar; en B. anthracis (ATCC 4229) och en B. cereus (F2085/98). B. anthracis stammen ir
attenuerad da den saknar en av tva plasmider som i normalfallet aterfinns i vildtyps B. anthracis stammar
(4). Ytterligare en specifik egenskap for stammarna ar att de bdda véixer pA PLET-agar. Spikning av tva
provmatriser resulterade i 4 olika provtyper (B. anthracis sporer i kottfirs/vatten och B. cereus sporer i
kottfirs/vatten) som sedan anvindes vid Svningen. Spikade provmatriser skickades med bud till SMI
och FOL

Ovningen designades for att deltagare skulle fa tillfille att anvinda och utvirdera effekten av tre olika
forbehandlingar (syrabehandling, germinering och anrikning) infor odling av Bacillus stammar pa ett
selektivt och ett icke-selektivt odlingsmedium. Resultat i form av fotodokumentation av odlingsplattor
samt rikning av kolonier registrerades efter 24h vixt vid 37°C pa odlingsmedium. Ovningen
genomfordes pa BSL3 laboratorierna vid SVA, SMI och FOI. Resultat frin de olika laboratorierna
jamfordes for att fa begrepp om variation mellan laboratorier. For att ocksa fa en uppskattning om
variationen i resultat inom varje laboratorium utférdes triplikat pa en serie av behandlingar f6r

respektive prov typ, Figur 2.

3.2.3 Arbetsflode vid odling

Vid 6vningen utférdes forst tre forbehandlingar av de spikade provmatriserna: syrabehandling,
germinering och anrikning, innan prov togs for spadningsserie om sex stycken 10x spadningar

och odling pa tva typer av odlings-medium (selektiv PLET-agar och Histblodagar). Delprov for
spadningsserie och efterf6ljande odling togs ocksa ut for kontroll av effekten av enskilda behandlingssteg
(obehandlat, efter syrabehandling, efter germinering). En schematisk beskrivning av vningsuppligget
finns i Figur 2. Ett protokoll med arbetsbeskrivning for det laborativa arbetet aterfinns i Bilaga A.

Syrabehandling har tidigare beskrivits som en effektiv metod f6r att bli av med konkurrerande blandflora
i komplexa prov-matriser som ravatten, till exempel vid odling av syratéliga bakterier som Legionella

och Francisella (2, §). Syrabehandlingens effekt pa Bacillus sporer utvirderades hir vid ett forforssk

dir odling fran syrabehandlade sporstockar av B. anthracis och B. cereus jimférdes med odling fran
obehandlade sporstockar. Metoden for germinering som tagits fram vid RUB innebir att prov sitts

i forvirmd BHI for att sedan inkuberas i 70° C i 20 minuter. Syftet med detta ar dels att fa Bacillus i
sporform att bli vegetativa men ocksa att ménga konkurrerande bakterer i provet inte tal en sddan
upphettning utan avdédas. Anrikningssteget innebdr att provet inkuberas vid 37°C under en tid for att
Bacillus bakterier skall kunna vixa till i antal och pa sé sitt konkurrera ut blandflora och 6ka i utbyte.
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Figur 2. Flédeschema som beskriver arbetet vid férbehandlingar (syrabehandling, germinering och anrikning) samt odling
under 6vningen. Schemat beskriver évningsuppldgget for en provmatris, en sporstam och ett sorts odlingsmedium. Pilar
representerar provflodet, tre pilar innebar att triplikat anvandes. Da 6évningen omfattade tva provmatriser (vatten och
kottfars), tva sporstammar (B. anthracis och B. cereus) samt tva olika typer av odlingsmedium (PLET-agar och Hastblodagar)
omfattade hela vningen totalt 336 odlingsplattor vid respektive laboratorium (FOI, SMI och RUB). Platta; odlingsmedium dar
prov sprids och som inkuberas i 37°C under 24 h fér avlasning av Bacillus kolonier.

4. RESULTAT

4.1 INVENTERING OCH FORSOK

En genomgang av de metoder vid vira myndigheter som anvinds for odling av B. anthracis finns sam-
manfattad i Bilaga B. Inventeringen ticker respektive myndighets metoder for sporulering, germinering,
anrikning, odling och kontroll av avdédning.
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Den kombinerade metod f6r germinering och anrikning av Bacillus sporer som identifierades vid in-
venteringen har arbetats fram vid RUB, fraimst med avsikten att kunna analysera livsmedelmatriser med
molekylir metodik (PCR) men dven for odling. Metoden bygger pa att provmatris sitts till forvirmt
BHI medium och inkuberas vid hog temperatur (70°C och 37°C). Odling fran diverse livsmedelsmatri-
ser sker sedan till storsta delen pa icke selektivt Histblodagar. Hastblodagar 4r det odlingsmedium som
ocksa anvinds rutinmissigt vid myndigheter som hanterar odling frin kliniska matriser med Bacillus
fragestillning.

Forutom att anvinda germinering i syfte att fa sporer att bli vegetativa bakterier fungerar metoden som
en selektiv behandling da den hoga temperaturen (70°C) avdddar ménga virmekinsliga organismer.
Vid inventeringen identifierades ytterligare en selektiv behandling som syftar till att bli av med konkur-
rerande blandflora i komplexa prov-matriser. Syrabehandling har visat sig effektiv for att reducera bland-
flora fran ravatten vid odling av syratéliga bakterier som Legionella och Francisella (2,5). Da metoden,
vad vi kinner till, inte tidigare anvints vid odling av Bacillus utvirderades syrabehandlingens effekt pa
Bacillus sporer vid ett forforsok. Vid forsoket visade sig sporernas forméga att vixa pa odlingsmedium
vara oférindrad efter en syrabehandling (data visas ej hir). Syrabehandling inkluderades dirfor som en
selektiv behandling i den myndighetsgemensamma Gvningen.

Det selektiva odlingsmedium som identifierades vid inventeringen var varianter av PLET-agar som
ocksé utvirderades under 6vningen i projektet FBD2012/9. Vid inventeringen uppmarksammades att
odlingsmedium med samma namn ibland bereds utifran olika recept pa olika substratavdelningar. T.ex.
finns olika varianter av PLET och modifierad PLET-agar med liknande grundrecept men med avgo-
rande skillnader. Vid en for6vning visade sig dessa skillnader i recept ha stor effekt pa tillvaxt av vissa
Bacillus-stammar bade vad gller tillvixthastighet och utbyte (data visas ej hir).

Inventeringen tickte in de metoder som anvinds vid respektive myndighet f6r kontroll av avd6dning,
ddremot gjordes ingen heltickande inventering av avdédningsmetoder. Det vill siga metoder som an-
vinds t.ex. infor att ta ut DNA prover fran BSL3 laboratorium.

Vid 6vningen fick respektive laboratorium méjlighet att 6va selektiva metoder, anrikning samt
anvindning och avlisning av Bacillus stammar pé tvéd olika odlingsmedium. Till viss del utvirderades
ocksa hur olika metoder och medium kunde reducera kontaminerande blandflora. Resultatet av
behandlingar och det selektiva mediets effekt pa odlingsresultatet avldstes som férmégan att visuellt
skilja ut Bacillus kolonimorfologi pa odlingsplattor samt genom att antal Bacillus kolonier raknades och
den ursprungliga colony forming units (cfu) beriknades fér provmatrisen.

Avsikten med 6vningen var att varje myndighet skulle bereda medium enligt egna rutiner. Samtliga
myndigheter 4r knutna till externa substratberedare. En av substratavdelningarna kunde inte leverera
nagot medium till 6vningen pa grund av problem med autoklaver. En annan substratavdelning bereder
inte lingre PLET-agar pa grund av att mediet innehaller tallium acetat. Tallium acetat har en stor miljo
och hilsopaverkan och hanteras dirfor inte lingre pa den aktuella substratavdelningen. Infér 6vningen
fick istallet odlingsplattor skickas mellan myndigheter. Transporten skedde efter respektive myndighets
normala rutiner for godstransport enligt rekommendationer fran FBD projektet "Logistik och
analysévning” (3).

De spikade provmatriserna; eluat frin ultrafiltrerat ravatten och kottfirs, skickades med bud fran SVA/
Livsmedelsverket till FOI och SMI tisdagen den 9:e oktober kl. 09:00. Paket mottogs samma dag, bade
pa FOI och SMI. Ovningen startade den 10:e oktober kl. 08:00.

10
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Generellt observerades tillvixt av Bacillus (kolonier tillrickligt stora for att kunna avlisas) efter 18
timmars inkubation vid 37° C. Som positiv kontroll anvindes ursprungliga sporstockar av B. anthracis
och B. cereus stammarna. Vid ett forforsok uppskattades sporkoncentrationen i dessa sporstockar

till 2,5 x 10° cfu/mL (B. anthracis) och omkring 1 x 107 cfu/mL (B. cereus). Positiva kontroller gick
genom hela provarbetningskedjan med syrabehandling, virme behandling, 24h anrikning samt odling
over natt pa odlingsmedium; PLET (selektiv) och Histblodagar (Figur 2). Utbytet av bakterier efter
behandlingarna var jamforbart vid odling pa de tvé olika odlingsmedierna PLET och Hastblodagar
(Figur 3). Vid en jamforelse av bakterieutbytet vid de olika laboratorierna (SMI, SVA/Livsmedelsverket
och FOI) observerades en mycket liten variation vilket tyder pa att metoderna ir robusta och resultatet

reproducerbart.

1.E+10
1E+08

1,E+06

mPLET
1.E+04 Hastblodagar

1E+02

1,E+00
B. anthracis B cereus

Figur 3. Positiva kontroller; de ursprungliga sporstockarna av B. anthracis och B. cereus stammarna har behandlats med
syra, varme och 18-24h anrikning. Prover har sedan spridits p& Hastblodagar och selektivt PLET-agar. T.v. odlingsplattor
Hastblodagar (réda) och PLET-agar (gula) med B. anthracis till vanster och B. cereus till hdger. T.h. diagrammet visar
medelvardet och standardavvikelse for colony forming units (CFU) berdknade efter avldsning av B. anthracis och B. cereus
fran PLET-agar respektive Hastblodagar. Medelvérdet baseras pa resultat fran de tre BSL 3 laboratorier som deltog vid
ovningen (SMI, SVA/Livsmedelsverket och FOI).

4.2.1 Selektiva metoder; syrabehandling och germinering

Germinering med syfte att fa Bacillus sporer att bli vegetativa bakterier paverkar inte formagan att fa
Bacillus att vixa pa odlingsplattor. Utbytet av Bacillus var jimforbart da ett obehandlat prov spreds direkt
pé odlingsmedium jimfort med att ett prov som forst germinerats sprids pa odlingsmedium (Figur 5
och 6). Germinering, som i praktiken innebir en temperaturhdjning till 70°C ir i sig ocksa en selektiv
metod da virmekinsliga organismer dodas. Germinering av vatten och kottfirsmatris reducerade
bakgrundsflora och resulterade i avlisningsbara Hastblodagar plattor, men inte utan kontaminerande
blandflora (Figur 4).

Syrabehandling dédar organismer som ar kinsliga for lagt pH. Vid 6vningen visade sig syrabehandling
effektivt reducera blandflora fran vattenmatrisen (Figur 4). Diremot var odlingsplattor med prov frin
syrabehandlad kéttfarsmatris ej lisbara pa grund av 6vervixt av blandflora. Ett nollresultat i graferna
(Figur S och 6) kan alltsd ha tvi orsaker; att inga Bacillus vuxit eller att avlisning av odlingsplattorna
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inte var mojlig da allt f6r mycket blandflora innebir att det inte gér att urskilja Bacillus kolonier. Detta
intriffar da odlingsmediet och/eller forbehandlingen inte r nog selektiv.

Trots att det i kottfarsmatrisen fanns en hog andel syratiliga bakterier noterades 4nda ett storre utbyte av
Bacillus efter anrikning om provet forst genomgatt bade germinering och syrabehandling jamfort med
endast germinering (Figur S och 6). Det innebir att det ér olika typer av organismer som slas ut vid de
olika behandlingarna och en kombination av de bada ger en bred tillimpning f6r att avdéda blandflora i
komplexa prov.

4.2.2 Anrikning

Vid 6vningen varierade tiden for anrikningen mellan 18 och 24h vid de olika laboratorierna. Anrikning
resulterar i ett storre utbyte av Bacillus dvs. mingden bakterier som véxer pa platta nira fordubblas

fran omkring 10* bakterier/mL vid odling fran ett obehandlat prov till upp emot 10° bakterier/mL vid
odling fran ett prov som anrikats (Figur S och 6).

Generellt genererade anrikningssteget ett battre utbyte av Bacillus men anrikningssteget gav ocksa storre
variationer i resultat mellan laboratorier. Tillvixten av B. anthracis var ligre n forvintat vid anrikning
vid tva av tre laboratorier. Vid ett av laboratorierna registrerades inte nagot resultat efter anrikning da
tillvixten av bakterien 6verskattades och prover spaddes f6r mycket inf6r spridning pa odlingsmedium.
Vi tolkar resultatet med dalig tillvixt av B. anthracis vid anrikningssteget som att det i dessa prover fanns
blandflora som konkurrerade ut B. anthracis. Anrikningens eftektivitet borde darfor till stor del bero pa
de selektiva metodernas (germinering och syrabehandling) effektivitet i att infor anrikningen reducera
blandflora. Fran de provmatriser som hanterades vid 6vningen observerades inte att anrikningen i sig
bidrog till att reducera blandflora. Anrikning ér alltsa inte selektivt utan ett steg for att 6ka utbytet av
andelen ursprungssporer i matrisen som gér att detektera pa odlingsmedium. Ett anrikningssteg innebar
ocksa att tiden till att svar kan stillas forlings med ytterligare ett antal timmar.

4.2.3 Selektiva odlingsmedium

Vid odling fran de tvd provmatriserna vatten och kottfirs reducerades i princip all kontaminerande
blandflora vid odling pa PLET-agar (Figur 4). D PLET-agar anvindes kunde Bacillus kolonier utlisas
direkt fran obehandlade provmatriser. Utbytet av antalet Bacillus var jamforbart vid odling pa PLET
agar och Histblodagar trots att PLET ir ett starkt selektivt medium (Figur 3). Resultatet vid évningen
indikerar att utbytet av B. anthracis efter anrikning ar nagot simre pa PLET-agar jamfort Hastblodagar
(Figur S). Dock kan detta ocksa bero pa att antalet Bacillus kolonier som vixer pa Histblodagar efter
anrikning och fran obehandlat prov 6verskattas di dessa odlingsplattor har stor andel kontaminerande

blandflora.

Morfologin hos Bacillus kolonierna varierade markant beroende pé odlingsmedium (Figur 4). Typisk
Bacillus morfologi med utflytande kolonier, luddig yta och diffusa kanter observerades pa Hastblodagar.

4.2.4 Jamforelse B. anthracis och B. cereus stammar

De bada stammarna B. anthracis och B. cereus som anvindes vid 6vningen tl syrabehandling och
germinering. Tillvixten av bakteriestammarna vid anrikning var mer variabel f6r B. anthracis jamf{ort
med B. cereus. Bida stammarna vixte ocksa val pa Histblodagar och PLET-agar. Utbytet av B. anthracis
efter anrikning var dock nigot ligre pa PLET-agar jimfért Hastblodagar (Figur S). Men om orsaken till
detta var ett simre utbyte av Bacillus paA PLET-agar eller om antalet Bacillus 6verskattats vid avldsning
frén de relativt kontaminerade Histblodagar plattorna kunde inte faststillas (se stycke 5.2.3).
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VATTEN

Obehandlat Syra Syra Germ Syra Germ Anrikn

KOTTFARS

/2012 10:50

Obehandlat Syra Syra Germ Syra Germ Anrikn

Figur 4. Odlingsplattor med prov fran behandlade provmatriserna vatten och kéttférs (6ver och under, respektive) spikade med
sporer av B. cereus. Prov ar tagna efter de olika behandlingsstegen; obehandlat, syrabehandling, syrabehandling-germinering
samt syrabehandling-germinering-anrikning. Prov ar sedan spridda och inkuberade pa Hastblodagar (réda odlingsplattor) och
PLET-agar (gula odlingsplattor).
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B. anthracis

VATTEN

LE+10
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B PLET
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LE+08 -

1,E406 WPLE]
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1,E+02
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Figur 5. B. anthracis colony forming units (CFU) efter behandling av vattenmatris (6ver) och kéttmatris (under) spikad med

B. anthracis sporer. Prov har tagits ut efter de olika behandlingarna (obehandlat, germinering, germinering-anrikning, syra,
syra-germinering och syra-germinering-anrikning) och sedan spridits pa PLET och Blodagar medium. Utifran antal kolonier pa
odlingsplatta har CFU i provet berdknats.
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Figur 6. B. cereus colony forming units (CFU) efter behandling av vattenmatris (&ver) och kéttmatris (under) spikad med

B. cereus sporer. Prov har tagits ut ifran de olika behandlingarna (obehandlat, germinering, germinering-anrikning, syra, syra-
germinering och syra-germinering-anrikning) och sedan spridits pa PLET och Blodagar medium. Utifran antal kolonier pa
odlingsplatta har CFU i provet berdknats. Staplar som saknar felstaplar (Obehandlat prov fran vattenmatris samt obehandlat
och syrabehandlat prov fran kéttmatris odlat pa hastblodagar) baseras pa resultat fran ett laboratorium, évriga laboratorier
ansag att odlingsplattorna var fér kontaminerade for att kunna utldsa kolonier av Bacillus.
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Med syfte att harmonisera odlingsmetodik for bakteriell riskklass 3 organismer mellan FBD myndighe-
terna Livsmedelsverket, Smittskyddsinstitutet, Statens Veterinairmedicinska Anstalt samt Totalf6rsvarets
Forskningsinstitut fokuserade denna studie pa att 6va metoder f6r odling av B. anthracis fran komplexa
matriser med bakgrundsflora. Ovningen omfattade metoder for germinering, anrikning och selektiv
odling av B. anthracis.

Vid 6vningen framkom att odling pa selektiv PLET-agar dr den metod som med minst antal laborativa
moment genererar renkultur av Bacillus vid odling frin matriser med blandflora (rivatten och kottférs).
Diremot innebar anvindning av PLET-agar hantering av det hilsovadliga och miljofarliga tallium acetat.
Tillgang till PLET-agar 4r dirfor ocksa begrinsad da vissa substratavdelningar slutat tillverka mediet
pga. tallium acetats skadliga effekter. Ett lika bra resultat med avseende pa renhet i odlingen men med ett
storre utbyte av Bacillus kolonier fas da provmatrisen innan odling germineras och anrikas. Anrikningen
innebir ytterligare ett dygns vintan innan provsvar kan ges men hanteringen av det hilsovadliga och
miljofarliga tallium acetat undviks da odling kan ske pa Hastblodagar. Tiden for anrikningen kan i sig ha
stor inverkan pa utbytet av Bacillus. Vid 6vningen genomfordes anrikningen under 18-24h. Effekten av
anrikningstiden pé utbytet av Bacillus vid odling fran livsmedelsmatriser underséks vid RUB.

De selektiva metoder som ingick vid 6vningen bygger p4 att sl ut virmekinsliga och syrakinsliga orga-
nismer. Den reducerande effekten av dessa metoder pé blandfloran beror av blandflorans sammanstt-
ning eller karaktir. Vid 6vningen visade det sig att vattenmatrisen bestod av en stor andel syrakinsliga
organismer medan blandfloran i kéttfirsen 6verlevde en sinkning av pH. Diremot reducerades bland-
floran lika effektivt i bide vatten och kottfirsmatrisen av en kraftig temperaturhojning (germinering).
Vilken selektiv metod som skall anvindas vid odling fran en specifik matris bor déarfor avgoras baserat pa
provmatrisens karaktar.

Ovningen tyder pa att de B. anthracis och B. cereus stammar som anvindes svarade lika vid germinering,
syrabehandling och odling p4 Hastblodagar respektive PLET-agar. B. anthracis stammen som anvindes
var dock mycket variabel i tillvixt vid anrikning. Detta tyder p4 att stammen &r kénslig for konkurrens
av blandflora. Resultatet frin 6vningen visade en mycket liten variation i CFU som erhallits vid de

tre olika BSL3 laboratorierna vid odling av B. anthracis och B. cereus fran vatten och kottfarsmatrisen.
Resultat fran ett forforsok visar ocksa att sma skillnader i odlingsmediets recept eller tillredningsrutin
kan paverka bade utbyte och morfologi hos eftersokt Bacillus. Samma namn pa recept garanterar inte att
beredningen ir identisk vid olika substratavdelningar. Vid denna 6vning producerades alla PLET-agar
plattor pa samma substratberedning vilket kan ha bidragit till det samlade resultat som erhélls.

Laboratoriepersonalens erfarenhet paverkar kraftigt formégan att lisa ut positiv eller negativ odling fran
en odlingsplatta med kontaminerande blandflora. Variationer i beddmningen av vilka odlingsplattor
som dr lasbara bygger pa erfarenhet och praxis pa det specifika laboratoriet. Vid 6vningen observerades
ocksa skillnader i koloni-morfologi vid odling p4 Histblodagar och PLET-agar. B. cereus stammen som
anviandes vid 6vningen uppvisade i sig ocksa varierande kolonistorlek, speciellt vid odling pa PLET-agar
(Figur 3). Att morfologi, kontaminerande blandflora och erfarenheter hos laboratoriepersonal varierar
gor att det i princip 4r nédvindigt att fotodokumentera odlingsplattor for att harmonisera en analys mel-
lan laboratorier. Gemensam fotutrustning och fotomallar underlittar en sadan kommunikation.

Ovningen som genomfordes var mycket omfattande och tidskrdvande med linga arbetsdagar pa BSL3
laboratoriet. Arbetet inkluderade dels de selektiva behandlingarna men frimst spadningsserier, sprid-
ning pa och avlisning av odlingsplattor. Varje laboratorium genererade omkring 350 odlingsplattor pa
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tva arbetsdagar. Pa tva av laboratorierna fanns tre personer som kontinuerligt arbetade med 6vningen
under tva dagar. Vid det tredje laboratoriet utférdes 6vningen av en person vilket inte ar en rimlig
arbetsbelastning. Vid 6vningen framkom ocksa att skillnader i avfallshantering hade stor inverkan pa
logistiken kring odlingsarbetet och tidsatgangen for 6vningen. Ytterligare en flaskhalsar som identifiera-
des var tillgang till inkubatorer och svarighet att samsas med annan verksamhet. En etablerad kontaktvig
mellan de olika sikerhetslaboratorierna ar ocksa att féredra for att hantera fragestallningar under insat-
sens gang. Vid ett skarpt lige finns ocksa méjligheten att nagra avlaboratorierna viljer att forligga vissa
moment till handskbox vilket ytterligare forsvarar arbetet.

De resultat som framkommit under
denna 6vning ér specifika for de tva
Bacillus stammar som inkluderats,

de specifika provmatriserna och den
spikningsniva som anvints. Resultatet
fran 6vningen visar att kontamine-
rande blandflora effektivt kan redu-
ceras med selektiva behandlingar och
odlingsmedium for att framgangsrikt
odla Bacillus frin provmatriser med

blandflora.

6. SLUTSATSER

¢ Vilken metodik bor anvindas inom FBD vid odling av hégpatogena bakteriella agens
fran matriser med blandflora?

En kombination av germinering, anrikning och odling pa Hastblodagar innebir ett arbetsflode som
inte skiljer sig sa mycket mot de pa myndigheterna redan existerande rutiner. En sidan metodik
kan med en erfaren laboratoriepersonal vara nog selektivt for att kunna avlasa Bacillus morfologi pa
odlingsplattor. Dock garanterar en sddan provbehandling inte rena odlingar utan kontaminerande
blandflora. Odling pa PLET- agar & andra sidan genererar de renaste kulturerna med avseende pa

B. anthracis men den negativa miljo och hilsoeffekten av tallium acetat, gor att anvindning av PLET-
agar ofta undviks.

» Kan vi arbeta med kliniska-, livsmedels- och miljoprover med samma metodik eller finns behov
att harmonisera de olika provtyperna var for sig?

For odling fran komplex matris med blandflora inom FBD bér germinering och anrikning med
efterfoljande odling pa Hastblodagar vara den mest tillimpbara metodiken med potential att fungera
pa manga olika provtyper.
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Att tinka pa vid en stor odlingsinsats inom FBD?

En strre miangd odlingar ar logistiskt, materiellt och arbetsmissigt omfattande. En mer systematisk
insats for att odla frin komplexa matriser (matriser med blandflora) genererar snabbt stora kvantiteter
odlingsplattor som ér utrymmeskravande. Detta innebara en utmaning pa ofta redan tranga BSL-3
laboratorier. Kanske behover BSL-3 laboratoriet samtidigt kunna anvindas av annan verksamhet. Med
skarp B. anthracis fragestillning kan ocksa visst arbete forflyttas till en mer svararbetad handskbox. En

stor mingd avfall genereras och avfallshantering blir en viktig fraga for att 16sa sakerhet och logistik.

Fragestillningar kring biosakerhet och arbetsmiljé fingas upp vid riskbedémning av arbete.

e Virdet av att 6va?

Den genomforda inventeringen samt efterfoljande
6vning har inneburit stora férdelar f6r de ingaende
myndigheterna i form av kunskapsuppbyggnad och
konkret tillimpning av nya metoder som rér odling av
B. anthracis med avseende pa selektivitet och anrikning.

7. BEGREPP OCH FORKORTNINGAR

Anrikning Process for att 6ka antalet av en specifik bakterie (Bacillus) fran en blandning av
bakterier i ett prov. Sker genom inkubering i rikt medium.

BSL3 Biosafety level 3, skyddsniva 3.

CFU Colony forming unit, kolonibildande enhet. Varje koloni pa odlingsplattan motsvaras
av en levande bakterie i det spridna materialet.

FOI Totalforsvarets forskningsinstitut.

Germinering D4 bakterie sporer blir vegetativa bakterier, vixer pa odlingsmedium.

Provmatris Typ av prov som anvinds vid 6vningen, kan till exempel vara vatten, jord,
eller livsmedel.

RUB Resurslaboratorium f6r beredskapsdiagnostik, SVA och Livsmedelsverkets
gemensamma BSL 3-arbete.

SMI Smittskyddsinstitutet.

Spika Att tillsdtta mikroorganismer till en provmatris, till exempel bakterier till vatten.
Forekommer hir dven som “spikning”.

Sporulering Da vegetativa bakterier (bakterier som vixer pa odlingsmedium) blir sporer.

SVA Statens veterinirmedicinska anstalt.

Utbyte Antal bakterier som vixer pa odlingsmedium i férhillande till ursprungsméingden

sporer i provmatrisen.
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8. BILAGOR

Bilaga A Protokoll med instruktioner f6r det laborativa arbetet vid 6vningen.
Finns pa FBD:s interna Wiki, under projekt 13 2012. Finns dven att tillga vid forfragan.

BilagaB Inventering av metoder och medium associerade till germinering, anrikning, selektiv odling
och kontroll av avdédning av B. anthracis som finns vid de olika myndigheterna.
Finns pd FBD:s interna Wiki, under projekt 13 2012. Finns 4ven att tillga vid forfrigan.
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