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UTVÄRDERING AV TVÅ 

PROVTAGNINGSMETODER FÖR 
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Insamling av hudbakterier med Tape stripping metod 
och poly-lysinbelagda objektglas  
 
AZHAR ALSAIF 
Alsaif. A. Utvärdering av två provtagningsmetoder för hudbakterier. Insamling av 

hudbakterier med Tape stripping metod och poly-lysinbelagda objektglas. Examensarbete i 

biomedicinsk laboratorievetenskap, 15 högskolepoäng. Malmö Universitet: Fakulteten för 

hälsa och samhälle, Institutionen för Biomedicinsk vetenskap, 2023. 

 

Huden är det största organet i människokroppen och fungerar som en barriär mot invasion av 

främmande mikroorganismer, samt för att kroppen ska bibehålla struktur och flexibilitet. För 

att huden ska fungera ordentligt behövs tillräcklig mängd mikroorganismer som tillhör 

hudfloran. Dessa mikroorganismer innefattar bakterier, svampar och virus. Mängden hudflora 

varierar på människokroppen. Över tid har forskare använt sig av olika metoder för att 

bestämma antalet hudbakterier i prov tagna från människohuden. Dessa metoder inkluderar 

gensekvensering och traditionella kulturbaserade metoder. Dessa metoder anses vara 

tidskrävande och kräver erfarenhet för att få önskade resultat. I denna studie undersöktes två 

alternativa icke-invasiva metoder för insamling och kvantifiering av hudbakterier. Dessa 

metoder var tape stripping (TPS) metoden och provtagning med poly-lysinbelagda 

objektglas. Deltagare i studien var 3 personer, en man och två kvinnor, med frisk hud. 

Experimentet utfördes under tre olika tillfällen. Vid varje tillfälle samlades hudbakterier från 

ett område på 10 mm i diameter från underarm respektive fot från en försöksperson med TPS 

respektive med poly-lysinbelagda objektglas. Efter insamling av olika lager av stratum 

corneum (SC) utfördes gramfärgningsmetoden för identifiering och visualisering av 

bakterierna under ljusmikroskop med 100x förstoring. För beräkning av antalet identifierade 

bakterier användes ImageJ-mjukvara. Resultat av provtagning erhållna med TPS och poly-

lysinbelagda objektglas påvisade att högre mängd bakterier fanns på foten jämfört med 

underarmen. För alla tre försökspersonerna tillsammans blev mängden bakterier insamlade 

från underarmar lika med 1,1 x 105 bakterier/cm2 medan för foten var antalet bakterier lika 

med 2,0 x 105 bakterier/cm2. TPS var mer effektivt att samla upp mer lager av SC och fler 

bakterier, medan med poly-lysinbelagda objektglas samlades lägre mängder hudbakterie in, 

där en liten del av SC kunde samlas in. 

Nyckelord: Gramfärgning, Hudflora, ljusmikroskopi, poly-lysin, stratum corneum, Tape 

stripping. 
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EVALUATION OF TWO SAMPLING 

METHODS FOR SKIN BACTERIA  
Collection of skin bacteria using the Tape stripping method and 
poly-lysine-coated slides 
 

 AZHAR ALSAIF 
Alsaif.  A. Evaluation of two sampling methods for skin bacteria. Collection of skin bacteria 

using the Tape stripping method and poly-lysine-coated slides. Degree project in biomedical 

laboratory science, 15 higher education credits.  Malmö University: Faculty of Health and 

Society, Department of Biomedical Sciences, 2023. 

 

The skin is the largest organ of the human body that acts as a barrier against the invasion of 

foreign microorganisms as well as the body's structure and flexibility. In order for the skin to 

function properly, it needs a sufficient number of microorganisms that belong to the skin 

flora. These microorganisms include bacteria, fungi and viruses. The number of skin flora 

varies from different places on the human body. Over time, researchers have used various 

methods to determine the number of skin bacteria in samples taken from human skin. These 

methods include gene sequencing and traditional culture-based methods. These methods are 

considered time-consuming and require experience and extra working days to get the desired 

results. During this study, two alternative non-invasive methods for the collection and 

quantification of skin bacteria were investigated. These methods were the tape stripping 

(TPS) method and sampling with poly-lysine coated slides. Participants in the study were 3 

people, one man and two women, with healthy skin. The experiment was carried out on three 

different occasions. On each occasion, skin bacteria were collected from an area 10 mm in 

diameter from the forearm and foot, respectively, of a subject using TPS and poly-lysine-

coated slides, respectively. After collection of different layers of the stratum corneum (SC), 

the gram staining method was performed to facilitate identification and visualization of the 

bacteria under a light microscope with 100x magnification with an oil objective. ImageJ 

software was used to calculate the number of identified bacteria.. Results of sampling 

obtained with TPS and poly-lysine-coated slides demonstrated that higher amounts of 

bacteria were present on the foot compared to the forearm. For all three subjects together, the 

number of bacteria collected from the forearm was equal to 1.1 x 105 bacteria/cm2, while for 

the foot the number of bacteria was equal to 2.0 x 105 bacteria/cm2. TPS was more efficient 

to collect more layers of SC and more bacteria, while with poly-lysine coated slides lower 

amount of skin bacteria could be collected where little part of SC could be removed. 

Key words: Gram staining, light microscope, poly-lysine, Skin mikrobiota, stratum corneum, 

Tape stripping. 
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1. INTRODUKTION  
Människohuden är kroppens största organ som utgör gränsen mellan kroppens inre och yttre 

miljö och har flera nödvändiga funktioner. Huden ger kroppen struktur och flexibilitet, samt 

ger en skyddande barriär mot mekaniska, termiska och fysiska skador [1]. Utöver sin 

skyddande roll är huden också ansvarig för temperaturreglering och förhindrar vattenförlust 

från kroppen, samt möjliggör syntesen av vitamin D [1–2]. En viktig faktor som avgör hur 

huden fungerar som den ska är en korrekt fungerande kutan mikrobiota, som också kallad 

hudflora. Hudfloran är en komplex uppsättning av mikroorganismer som inkluderar bakterier, 

svampar, virus, mikroeukaryoter och fager. Alla dessa mikroorganismer samexisterar i en 

etablerad balans på huden för att upprätthålla en hälsosam hud [1].  

 

1.1 Hudfloran och dess funktion  
Människohudflora verkar som en fysisk barriär för att förhindra invasion av främmande 

patogener, samt främja både det medfödda och det adaptiva immunsvaret för att begränsa 

patogeninvasion. Dessutom är hudfloran viktigt för att upprätthålla homeostas på huden [1]. 

De flesta mikroorganismer tillhörande kutana mikrobiotan lever i de ytliga lagren av 

hornlagret, stratum corneum, (SC), som är det yttersta lagret av epidermis, samt i de övre 

delarna av hårsäckarna [3–4]. De huvudsakliga faktorer som bestämmer det totala antalet 

och sammansättningen av hudfloran inkluderar hudregionen på människokroppen, 

pH-värdet, fettsyrasammansättningen, fuktnivån på huden, kön, etnicitet, hudstruktur, 

djup inom epidermis, hudhygien, användning av kosmetika, ålder och hälsotillstånd 

[5]. Sammansättningen av mänsklig hudflora skapas av biogeografi av olika hudställen 

inklusive oljiga-, fuktiga-, torra platser (se figur 1). Bakterier finns vanligast på alla ställen på 

huden, följt av svampar och virus. Störningar i balansen mellan mikroorganismer och värden 

kan resultera i hudsjukdomar och infektioner. Därför är det viktigt att det finns tillräcklig 

mängd mikroorganismer på huden för att upprätthålla hudens normala funktion [1]. 

 

1.2 Sammansättning av hudbakterier på den mänskliga huden 
Den stora andelen av människohudfloran utgörs av tusentals olika arter av bakterier. Olika 

studier av bakterier på den mänskliga huden har visat att på ca 1,8 m2 hudyta finns en miljon 

bakterier på varje kvadratcentimeter, vilket ger att totalt mer än 1010 bakterieceller existerar 

på människokroppen [6]. Hudfloran hos människor utvecklas vanligtvis i en regelbunden 

arvföljd efter födseln, som leder till stabila populationer av bakterier som utgör den normala 

hudfloran [7]. De mest dominerande arterna av hudbakterier är kommensaler, som 

tillsammans med immunceller och keratiniserade hudceller är dessa ansvariga för att hudens 

skyddande barriär fungerar korrekt [8].  

 

Majoriteten av bakterierna i den mänskliga hudfloran klassificeras i fyra typer som omfattar 

Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, och Bacteroidetes [8]. Bland dessa är 

koagulasnegativa stafylokocker (särskilt stafylokockus epidermidis), streptokocker, 

corynebakterier, mikrococker, och Acinetobacter de mest dominerande arterna [4–5]. 

Cutibakterier, stafylokocker och corynebakterier, isolerade från nästan alla hudområden, 

utgör 45–80 % av hela hudfloran [9]. Forskning baserad på 16S rRNA-sekvensering har 

indikerat att gramnegativa bakterier utgör en liten del av hudfloran och trivs i fuktiga 

områden med intertrigo, såsom tåbanor och armhålan, men inte på torr hud. Uttorkning är den 

viktigaste faktorn som förhindrar förökningen av gramnegativa bakterier på intakt hud. 

Enterobacter, Klebsiella, Escherichia coli och Proteus spp. är de dominerande gramnegativa 

organismerna som finns på människohuden. Frisk hud på fötter koloniseras mest av 

corynebakterier, mikrococker, stafylokocker och proteobakterier. Underarmen domineras 
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mest av proteobakterier, bacteroides, corynebakterier och andra firmikuter [10]. Torra 

områden inklusive fötter, ben, händer och underarmar har den största variationen av bakterier 

på grund av exponeringen för den yttre miljön [5].  

 

Figur 1. Sammansättning av hudbakterier på den mänskliga huden. Fuktiga platser inkluderar axill, antecubital 

fossa, navel, ljumske, popliteal fossa och fotsulor. Oljiga platser inkluderar pannan, larmveck, retroaurikulära 

veck och ryggen. Torra delar av huden inkluderar underarmar, händer, skinkor och ben [11]. 

 

I vissa hudsjukdomar eller störningar förändras hudens mikrobiota i hög grad jämfört med 

frisk hud. Till exempel hos diabetiska patienter, innan fotsår utvecklas, förändras mängden 

och sammansättningen av hudfloran [12]. Detta innebär att om hudfloran på diabetiska 

patentfötter kunde övervakas, skulle det kunna fungera som en biomarkör för fottillståndet. 

Om den initiala mikrobiotan förändras och en fotinfektion kan behandlas, så skulle det 

förhindra utveckling av fotsår. För att nå detta mål är det viktigt att etablera enkla metoder för 

övervakning av hudflora på olika platser på huden. 

 

1.3 Metoder för samling och identifiering av hudbakterier  
Det finns olika tekniker som används inom dermatologi för att samla upp och undersöka 

celler och bakterier från människohuden i syfte att övervaka hudrelaterade problem och 

allmänna sjukdomar. 16S rRNA-gensekvensering av skin swabs och kulturbaserad odling av 

hudprover är två av de vanligaste metoderna som har tillämpats över tiden för bestämning av 

sammansättningen av hudflora, samt för undersökning av hudimmunologi och biomarkörer 

[5–6]. Användning av 16S rRNA-gensekvensering har påvisat skillnader i den mänskliga 

mikrobiotan på kroppens olika platser och djup på huden [8]. Andra forskare har använt 

kvantitativ polymerase chain reaction (PCR) för att beräkna totala antalet bakteriearter på 

människohuden med tillämpning av olika tekniker som 16S TRNA-genen och intern 

transkriberad spacer (ITS) regionprimers [13]. Olika studier har också påvisat att med 

gensekvensering och kulturbaserade metoder bestämdes Colony-Forming Units (CFU) på 

huden med en slutlig koncentration av 1 x 105 CFU/cm2. Detta antal liknar tidigare 

bedömningar av mängden bakterier på normal mänsklig hud.  Det genomsnittliga antalet 

mikroorganismer isolerade med traditionella odlingsmetoder från hudytan varierar mellan 

103-104 CFU/cm2. På de mest fuktiga platserna, såsom ljumske, armhålor och näsborrar, 

överstiger detta värde 106 CFU/cm2 [5]. Det genomsnittliga antalet bakterier som koloniserar 

huden på fötterna varierar från 103 CFU/cm2 på tibial delen av fötterna till 107 CFU/cm2 på 

medial plantar [15] 
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Bestämning av antalet bakterier med gensekvensering och traditionella odlingsmetoder har 

vissa nackdelar. Dessa metoder är tidskrävande, dyra och kräver erfarenhet och kunskap. I 

denna studie ska två alternativa, icke-invasiva metoder undersökas för provtagning av 

hudbakterier, Tape stripping metoden (TPS) och provtagning med poly-lysinbelagda 

objektglas. 

 

1.3.1 Tape-Stripping metod 
TPS  är en enkel och effektiv metod som ofta används inom dermatologi för identifiering och 

diagnostisering av olika hudsjukdomar såsom psoriasis, atopisk dermatit, och hudcancer. TPS 

används också i homologiska analyser av hudkomponenter [16]. Det finns olika typer av 

adhesiv tejp som används för utförandet av TPS metoden. D-Squame Standard Sampling 

Discs används ofta för studier av stratum corneums olika lager hos människan [17].  

 

 

Figur 2. Lager av stratum corneum avlägsnas med en adhesiv tejp [18]. 

 

1.3.2 Poly-lysinbelagda objektglas  
En annan alternativ metod är insamling av hudbakterier och hudceller med poly-lysin belagda 

objektglas. Huvudprocedur för metoden är att ett objektglas belagt med poly-l-lysinlösning 

appliceras på huden med ett konstant tryck för insamling av hudbakterier från SC. Poly-lysin 

är en biokompatibel katjonisk polymer som finns i både L -och D form. L-form (poly-L-lysin 

(PLL)-prekursoraminosyran) förekommer naturligt, medan D-form (poly-D-lysin (PDL)-

prekursorn) är konstgjord och därför anses vara resistent mot enzymatisk nedbrytning och är 

mer stabil och kan förlänga cellvidhäftningen. Under fysiologiska förhållanden protoneras 

amingruppen på lysinmolekylerna vilket resulterar ien attraktiv molekylär beläggning för 

adhesion av negativt laddade biomolekyler, särskilt DNA molekyler som är negativt laddade 

[19-20]. 

 

Processen för bildning av en poly-lysinbeläggning är enkel. Ett substrat som glas har 

vanligtvis en negativ nettoladdning. För denna anledning kan poly-lysin lätt adsorberas på 

den negativt laddade glasytan. För tillräckligt hög poly-lysinmolekylvikt (>100 kD) och 

tillräcklig elektrostatisk attraktion kan poly-lysin användas i en mängd olika histokemiska 

tillämpningar [19]. Den enkla adsorptionsprocessen är dock inte lätt att reproducera. 

Mängden poly-lysinadsorption och stabiliteten hos den adsorberade ytan kan vara låg och 

därför resulterar det ofta i en poly-lysinbeläggning med mycket låg täckning av en yta 

(medeltjocklek ~ 1 nm). Detta introducerar osäkerhet och lägre reproducerbarhet för 

adsorption av DNA eller celler [19] 
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Figur 3. Schematisk illustration som visar adsorptionen av bakterier, med negativ laddad cellvägg, på positivt 

laddad poly-lysinbelagd glasyta. Efter att ha fästs på poly-l-lysinbelagda objektglas, kommer bakterier sannolikt 

att plana ut när antalet vidhäftningar ökar [21]. 

 

1.3.3. Gramfärgning 
Gramfärgning är en vanlig teknik som tillämpas inom histologiska tillämpningar för att skilja 

ut två stora grupper av bakterier utifrån deras olika cellväggsegenskaper. 

Gramfärgningsmetoden utförs för identifiering av grampositiva och gramnegativa bakterier 

som färgas röda eller violetta/lila efter gramfärgningen. Gramfärgning involverar tre 

processer som innefattar färgning med ett vattenlösligt färgämne som kallas kristallviolett, 

avfärgning och motfärgning, vanligtvis med safranin [22]. Grampositiva bakterier färgas 

violetta på grund av närvaron av ett tjockt, starkt tvärbandslager av peptidoglykan i deras 

cellväggar, vilket behåller den kristallvioletta färgen under avfärgningsprocessen. 

Gramnegativa bakterier färgas röda eftersom deras cellvägg består av en tunnare 

peptidoglykanvägg med en lägre procentuell tvärbindning, följt av ett tunt andra lager som 

kallas det yttre membranet, som inte håller kvar den kristallvioletta under 

avfärgningsprocessen. Därför färgas gramnegativa bakterier endast av safranin i den sista 

färgningsprocessen [22]. Undersökning och beräkning av antal gramnegativa och 

grampositiva bakterier kan observeras med ljusmikroskop med oljedoppningsobjektiv.  

 

 
Figur 4. Blandning av grampositiva (violett) och gramnegativa (röda) bakterier under ljusmikroskop med 100x 

förstoring [23]. 

 

1. 4 Syfte 
Syftet med denna studie är att undersöka två enkla metoder för samling av hudbakterier. 

Målet är att kunna utföra dessa metoder i framtiden vid undersökning av exempelvis 

diabetiska fötter och andra hudsjukdomar. Målet med denna studie var också att utvärdera 

reproducerbarheten av både metoderna och granska dess fördelar och nackdelar. 
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2. MATERIAL OCH METOD  
 

2.1 MATERIAL 

D-Squame Standard Sampling Discs (Clinical and Derm, Dallas, Texas, USA), poly-l-lysin 

lösning, Formaldehyd, Gram Staining Kit, kristallvilolett, Iodine lösning, Decolorizer 

lösning, saffraninlösning (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), dH2O, objektglas 

(VWR, Radnor, Pennsylvania, USA), immersionsolja (VWR), ImageJ software (Java). 

Ljusmikroskop (Olympus, Hachioji, Tokyo, Japan), kamera (Nikon, Nishi.Oi, Tokyo, Japan) 

 

 

2.2 METOD 
 

2.2.1 Försökspersoner 
Provtagning med TPS respektive poly-lysinbelagda objektglas utfördes på frivilliga, friska 

försökspersoner (n=3, två kvinnor och en man) vid sektionen för laboratoriemedicin, vid 

Forskaren i Malmö. Metoderna utfördes av en biomedicinsk analytikerstudent (med icke 

tidigare erfarenhet av tejpmetoder) och av en forskare där hudbakterier från underarm och fot 

samlades in från respektive försöksperson. Vid val av försökspersoner togs hänsyn till ålder, 

kön och samt hudhygien av de undersökta hudområdena (se tabell 1). 

 
Tabell 1. Ålder, kön samt hudhygien av respektive försöksperson  

 Ålder Kön Hudhygien  

Försöksperson 1 26 Kvinna Inte tvättat underarmen och fötter 24 timmar 

innan utförandet av provtagningen  

Försöksperson 2 30 Kvinna Tvättning av fötter skedde 3 timmar innan 

utförandet av provtagningen  

Försöksperson 3 35 Man Tvättning av underarmen och fötter skedde 6 

timmar innan utförandet av provtagningen 

 

2.2.2 Etik 
Studien med försökspersonerna har godkänts av etikkommittén från 

Etikprövningsmyndigheten (DNr 2022–02804-02; sid 44–56). Vi har etiskt tillstånd att 

studera mikrobiota på huden med metoder som tejpning, svabbning, osv. Ett 

informationsdokument tilldelades varje försöksperson som beskriver tydligtom syftet med 

studien samt hur samling av prover ska utföras. Dokumentet beskriver också möjliga risker 

med att delta i studien samt att försökspersonerna ska ha rätt att avbryta att delta i studien när 

som helst om de känner sig obekväma eller saknar nödvändig information kring studien.  

 

2.2.3 Provtagning med D-Squame Standard Sampling Discs 
Deltagarna rekommenderades att inte tvätta underarmen och fot minst 24 timmar innan 

utförandet av experimentet, samt att raka håret på underarmen innan provtagning av 

hudbakterier från både underarm och fot. Innan utförandet av provtagningen markerades 

varje provtagningsposition med en 10 mm diameter ram. På underarmen markerades 3 olika 

områden ca 7 cm från handleden med ett 1 cm avstånd mellan varje ram som placerades på 

underarmen (se figur 5). Tre halvor D-Squame tejper applicerades på respektive ram för att 

samla tre olika lager av SC. Varje tejp trycktes mot huden med ett konstant tryck i 5 sekunder 

för att säkerställa en god kontakt mellan tejpen och huden. Efter applicering av trycket drogs 

tejpen av från hudytan i en snabb rörelse med en pincett. Samma procedur utfördes på 
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underfoten för att samla in hudbakterierna från tre olika separata ställen; medial plantar, 

lateral plantar och tibial (se figur 5). Efter avslutad provtagning placerades varje enskild tejp, 

med den adhesiva sidan uppåt, på ett objektglas märkt med datum för provtagning, 

provtagningsställe samt provtagningsmetod.  

 
 

 

Figur 5. Bilden på vänster visar utförandet av TPS metoden på underarmen med D-Squame Standard Sampling 

Discs. En ram appliceras på huden som täcker ett område på 10 mm i diameter för respektive provtagnings plats. 

Bilden åt höger demonstrerar genomförandet av TPS metod på Tre olika separata områden på under foten. 

Önskade områden markerade med 10mm diameter ram innan tejpens applicering. 

 

2.2.4. Provtagning med poly-lysinbelagda objektglas   
Först markerades 6 stycken objektglas med datum för provtagning, provtagningsställe, 

provtagningsmetod samt en kod för varenda individ. På undersidan av varje objektglas 

markerades ett cirkulärt område med 10 diameter för att begränsa provtagningens område (se 

figur 6). Först tillsattes 100 μl poly-l-lysinlösning på varje objektglas och dessa läts stå i 5 

min i rumstemperatur (RT). Efter 5 minuters väntetid tvättades poly-l-lysinlösningen bort 

från respektive glas med 1000 x 3 μl destillerat vatten och lät torkas i RT. Inför 

provtagningen pipetterades 3ul destillerat vatten på varje poly-l-lysin belagda objektglas för 

att underlätta vidhäftning mellan objektglasen och huden. Tre poly-lysinobjektglas 

applicerades på underarmen ca 7 cm från handleden. Samma procedur utfördes med tre andra 

objektglas belagda med poly-l-lysin som applicerades på tre olika ställen på under foten. Ett 

konstant tryck applicerades på varje objektglas i cirka 5 sekunder för att säkerställa god 

kontakt mellan objektglasen och huden. 

 

A B 
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Figur 6. Poly-l-lysinbelagda objektglas märkta med cirkulärt område med 10mm diameter. Varje objektglas 

trycks ordentligt på huden med konstant tryck. 

 

2.2.5 Gramfärgning 
Varje provmaterial fixerades med 100 ul fixeringsmedel (bestående av PBS och formaldehyd 

med 1:3 späddningsfaktor) och läts stå 30 minuter i RT innan utförandet av gramfärgningen. 

På varje tjep tillsattes dubbla mängden av fixeringsmedel eftersom tejpen har hydrofoba 

egenskaper och det behövdes extra mängd fixeringsmedel. Huvudsyftet med 

formaldehydfixering var att hämma cellulär autolys, bevara cellulära komponenter och 

morfologi och att presentera celler med ett distinkt mikroskopiskt utseende [17]. Efter 30 min 

tid tvättades fixeringsmedel bort ur respektive poly-lysinbelagda objektglas och tejp. Efter 

fixering påbörjades gramfärgning för respektive provmaterial. Varje fixerat objektglas fylldes 

med gramGkristallvioletlösning och läts stå i 60 sekunder. Kristallvioletta färgen hälldes av 

och sköljdes försiktigt med kranvatten. Varje objektglas dränktes därefter med Grams 

jodlösning i 60 sekunder. Jodlösningen hälldes av från objektglasen och sköljdes försiktigt 

med kranvatten och överflödigt vatten skakades försiktigt från ytan. Med Gram's Decolorizer 

Solution avfärgades varje prov tills det blå färgämnet inte längre rann ner ur objektglasen. 

Direkt efter avfärgningssteget tvättades varje prov försiktigt med kranvatten. Överflödig 

avfärgning av de Grampositiva cellerna bör undvikas. Efter avfärgningssteget motfärgades 

varje prov med Grams safraninlösning i 60 sekunder som sedan tvättades bort med 

kranvattnet. Objektglasen torkades för att ta bort överskottet av vatten. Dessutom skakades 

objektglasen för att avlägsna det mesta av vattnet och lufttorkades.  
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2.2.5.1 Mikroskopering med ljusmikroskop 
De färdiga objektglasen var redo att undersöka under ett ljusmikroskop med en kamera där en 

oljedoppningsobjektiv med 100x förstoring användes. För varje prov (objektglas) togs 9 olika 

bilder från olika områden (se figur 7). Immersionsolja tillsattes till varje prov för att kunna 

observera bakterierna med 100x förstoring. 

Figur 7. Hudceller under ljusmikroskop med oljedoppningsobjektiv. Skalan var 20 um och bilderna samlades in 

med förstoring 100x. Bilden på vänster visar hudceller och bakterier samlade med TPS. Bilden åt höger visar 

bakterier samlade med poly-lysinglas.  

 

2.2.5.2 Beräkning av hudbakterier med ImageJ-mjukvara  
För beräkning av bakterier från varje bild användes ImageJ-mjukvara (Version 1.53t, Java 

1.8.0_345 (64-bit)), som är ett Java-bildbehandlingsprogram som är allmän egendom 

inspirerat av NIH Image för Macintosh [24]. ImageJ användes för att bearbeta, mäta och 

analysera bilddata. Skalan och arean av varje bild beräknades också med ImageJ. Figur 8 

nedan visar ett exempel på hur beräkning gick till. 
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Figur 8. Exempel på beräkning av bakterier provtagna från fot med TPS metod.  

 

2.2.6 Statistiska analyser  
Bearbetning av all rådata och mätningar från ImageJ bilderna genomfördes i Excel (Version 

2019, Microsoft). Beräkning av bildarnas area och antalet bakterier utfördes i ImageJ, då 

däremot utfördes beräkningar av medelvärde, standardavvikelsen i Excel (Version 2019, 

Microsoft). För denna studie gjordes fyra olika jämförelser av medelvärden av antalet 

beräknade hudbakterie för respektive försöksperson; en jämförelse mellan 

provtagningsplatser, en jämförelse mellan tejper (hudlager), en jämförelse av totala bakterier 

på arm jämfört med fot samt en jämförelse mellan total antal samlade bakterier med TPS och 

poly-lysinbelagda objektglas  

 

Två olika statistiska analyser användes för sammanställning av mätningarna; två sample T-

test, för olika varianser, samt Bonferroni-korrigering. Samtliga analyser utfördes med Excel 

(Version 2019, Microsoft). T-testet utfördes för att bestämma om det fanns en viss signifikant 

skillnad mellan medelvärden för varje jämförelse. 

 

Bonferroni-korrigeringen är en korrigering med flera jämförelser som används när flera 

beroende eller oberoende statistiska tester utförs samtidigt. Med Bonferroni-korrigeringen 

beräknas en ny signifikansnivå som alpha (a), vilket vanligtvis lika med 0,05, dividerat med 

antalet tester som utfördes (k), dvs a/k. För att undvika många falska positiva resultat 

måste alfa-värdet sänkas för att ta hänsyn till antalet jämförelser som utförs [29]. 

 

 

 

 

Bild area = 75,1 um x 94,0 um = 0,00751 cm x 0,0094 

cm = 0,000070594 cm2  

N (antal bakterier)/ cm2 = 13/ 000070594 = 

212482,6473 bakterie/ cm2 = 2,1 x 105 bakterie/ cm2 
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3. RESULTAT 
 

3.1. Jämförelse av bakterier samlade från underarm respektive fot 
Erhållna resultat av beräkningen av insamlade bakterier från underarm respektive fot 

påvisades att det var signifikant skillnad mellan dessa två ställen. Foten verkade innehålla fler 

hudbakterier jämfört med underarm då resultatet av alla tre försökspersoner tillsammans 

visade ett p-värde mindre än 0,001 (se figur 9 A.). Totala antalet bakterier som samlades från 

hudytan från underarmen var 1,1 x 105 bakterier /cm2, gentemot på fot var antalet bakterier 

lika med 2,0 x 105 bakterier /cm2 (se tabell 2) 

 

 
Figur 9. A) Ett diagram som visar antal bakterier samlade från underarm jämfört med fot. B) Ett diagram som 

visar skillnaden mellan mängd beräknade bakterier på respektive försökspersoner.  

 

Tabell 2. Antal hudbakterie/cm2 samlade från varje försöksperson  

Försökspersoner Antal bakterier/cm2 samlade från 

underarm  

Antal bakterier/cm2 samlade från 

fot 

1 1,4 x 105 3,4 x 105 

2 0,8 x 105 1,5 x 105 

3 1,0 x 105 1,1 x 105  

1+2+3 1,1 x 105 2,0 x 105 

 

3.2. Hudbakterie insamlat med poly-lysinbelagda objektglas jämfört med TPS 
Beräkningen av insamlade bakterier med TPS visade att D-squame tejper samlade in 

signifikant fler bakterier jämfört med det poly-lysinbelagda glas, med p-värde <0,001 (se 

figur 10). Antalet bakterier samlade från hudytan med TPS gav totalt värde på 1,8 x 105 

bakterier/cm2, medan antalet bakterier samlade med poly-lysinbelagda objektglas blev 0,7 x 

105 bakterier/cm2. För underarmen var antalet bakterier tagna med TPS för alla tre 

försökspersoner 1,7 x 105 bakterier/cm2, medan med poly-lysinglas var antalet 0,7 x 105 

bakterier/cm2. När det gäller fot beräknades antalet bakterier till 2,4 x 105 bakterier/cm2  med 

TPS metoden, medan poly-lysinbelagda objektglas samlades totalt 0,6 x 105 bakterier/cm2 (se 

figur 10. B) 
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Figur 10. A) Ett diagram visar skillnaden mellan medelvärde av antal bakterier samlade från alla tre 

försökspersoner, med TPS respektive objektglas. B) Jämförelse mellan medelvärde av antal bakterier samlade 

med TPS och glas från underarm respektive fot. 

 

3.3 Antal bakterier samlade från olika SC lager med TPS 
För individ 1 var det ingen skillnad mellan bakterierna som samlades från olika lager på 

underarmen. På det 3:e lagret av foten samlades mindre bakterier (2,4 x 105 bakterier/cm2) 

jämfört med andra (5,5 x 105 bakterier/cm2) och första lagret (4,1 105 bakterier/cm2), men 

skillnaden var inte statistiskt signifikant (se figur 11). För individ 2 observerades ingen 

skillnad med antal bakterier samlade från olika lager på underarm. På fotensamlades med den 

andra tejpen fler bakterier jämfört med den första. Den tredje tejpen samlade fler bakterier 

jämfört med den första tejpen, men skillnaden var inte signifikant. För försöksperson 3 i 

allmänhet fanns inga skillnader mellan olika tejper på underarm och fot, även om skiktet på 

fot visade mer. Resultat av alla tre individer kombinerade visade ingen signifikant skillnad 

mellan olika hudlager (se figur 11).  

 

 
Figur 11. A) Medelvärde av antal bakterier erhållna med TPS från all tre försökspersoner. B) Jämförelse av 

medelvärde av antal bakterie från olika hudlager mellan försökspersonerna. 

 

Tabell 3. Medelvärde av mängd bakterier samlade från olika SC lager från alla tre försökspersoner kombinerat. 

Hudlager  Medelvärde (bakterier/cm2) 

1 2,5 x 105  

2 2,1 x 105 

3 2,6 x 105 
 

 

3.4 Antal bakterier samlade från olika provtagningsställen 
Erhållna resultat av TPS på underarm av alla tre individer kombinerade påvisade ingen 

signifikant skillnad mellan provtagningsplatserna. När det gäller fot identifierades mer 

bakterier på plats 3 (3,1 x 105 bakterier/cm2) jämfört med plats 1 (1,7 x 105 bakterier/cm2), 

med p=0,01 (se figur 12). För poly-lysinbelagda objektglas innehöll plats 2 på underarm 

högre antal bakterier (0,6 x 105 bakterier/cm2) än plats 1 (0,3 x 105 bakterier/cm2 ; p=0,03). 

För foten fanns det högre antal bakterie på plats 3 (1,1 x 105 bakterier/cm2) jämfört med plats 
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1 (0,5 x 105 bakterier/cm2; p=0,03) respektive plats 2 (0,4 x 105 bakterier/cm2 ; p=0,03), efter 

provtagning med poly-lysinobjektglas (se figur 12).  

 
 

Figur 12. Medelvärde av antal bakterier/cm2 samlade från olika platser med TPS jämfört med poly-lysinbelagda 

objektglas. 

 

För försöksperson 1 var det signifikant högre antal bakterier samlade med TPS från plats 1 

(2,2) jämfört med plats 2 (1,0 x 105 bakterier/cm2 ; p=0,03). När det gäller fot innehöll plats 3 

signifikant högre bakterie (6,7) jämfört med plats 1 (2,9 x 105 bakterier/cm2: p=0,09) och plats 

2 (2,4 x 105 bakterier/cm2 ;p= 0,003). Med poly-lysinbelagda glas fanns högre bakterier på plats 

2 på underarm (1,0 x 105 bakterier/cm2) jämfört med plats 1 (0,3 x 105 bakterier/cm2 ;p=0,02). 

Plats 3 innehöll mer bakterier (1,7 x 105 bakterier/cm2) än plats 1. På fot observerades ingen 

signifikant skillnad mellan tre provtagning ställen (se figur 13). 

 

Figur 13. Medelvärde av antal bakterier/cm2 samlade från olika platser med TPS jämfört med poly-lysinbelagda 

objektglas från försöksperson 1. 
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Resultat av TPS på underarm av försöksperson 2 visade ingen signifikant skillnad mellan 

provtagningsplatserna. För foten var plats 3 (2,9 x 105 bakterier/cm2) högre jämfört med plats 

1 (1,1 x 105 bakterier/cm2 ; p=0,02). För antal bakterier samlade med poly-lysinbelagda 

objektglas fanns det ingen statistik signifikant skillnad mellan platserna på underarm, men 

plats 1 var betydligt lägre (0,4 x 105 bakterier/cm2). På foten fanns det ingen signifikant 

skillnad mellan platserna, men plats 3 var högre (0,7) jämfört med plats 1 (0,4 x 105 

bakterier/cm2) och plats 2 (0,4 x 105 bakterier/cm2) (se figur 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 14. Medelvärde av antal bakterier/cm2 samlade från olika platser med TPS jämfört med poly-lysinbelagda 

objektglas från försöksperson 2. 

 

Erhållna resultat med TPS på underarm påvisade ingen statistik signifikant skillnad mellan 

alla 3 platserna, men plats 2 och 3 var betydligt högre jämfört med plats 1. For foten var det 

ingen skillnad av antal hudbakterie mellan de tre platserna, men plats 3 var högre än plats 1 

och 2 (se tabell 4). När det gäller poly-lysinbelagda glas fanns ingen skillnad mellan antalet 

bakterier på platserna på underarmen, men plats 1 hade lägre antal bakterier jämfört med 

andra. Liknande trend observerades på foten (se figur 15). 
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Figur 15. Medelvärde av antal bakterier/cm2 samlade från olika platser. TPS jämförs med poly-lysinbelagda 

objektglas som utfördes på försöksperson 1. 

 
Tabell 4. Jämförelse av medelvärdet av antal bakterier/cm2 samlade från olika hudplatser med poly-lysinbelagda 

objektglas från respektive försöksperson 

Försöksperson 1 Plats Medelvärde ± SD 

(bakterier/cm2 × 105 ) 

Site 1 Underarm 

 

0,6 ± 0,4 

Site 2 0,6 ± 0,6 

Site 3 1,2 ± 1,8 

Site 1 Fot 0,3 ± 0,3 

Site 2 1,0 ± 0,7 

Site 3 1,7 ± 1,8 

Försöksperson 2 Plats Medelvärde ± SD 

(bakterier/cm2 × 105 ) 

Site 1 Underarm 

 

0,4 ± 0,2 

Site 2 0,5 ± 0,5 

Site 3 0,6 ± 1,0 

Site 1 Fot 

 

0,4 ± 0,5 

Site 2 0,4 ± 0,5 

Site 3 0,8 ± 0,4 

Försöksperson 3 Plats Medelvärde ± SD 

(bakterier/cm2 × 105 ) 

Site 1 Underarm 

 

0,4 ± 0,5 

Site 2 0,6 ± 0,6 

Site 3 0,6 ± 0,7 

Site 1 Fot 

 

0,2 ± 0,1 

Site 2 0,3 ± 0,1 

Site 3 0,5 ± 0,1 
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4. DISKUSSION 
Denna studie är en förberedelse för att utvärdera två icke-invasiva metoder för provtagning 

av hudbakterie i syftet att kunna utföra dessa metoder vid undersökning av diabetiska fötter. 

Målet med denna studie var också att undersöka reproducerbarheten av båda metoderna och 

granska dess fördelar och nackdelar. I slutändan kommer de optimerade 

bakterieprovtagningsteknikerna att användas för att samla in och ytterligare identifiera och 

kvantifiera bakterier med tekniker som Fluorescens In Situ Hybridisering (FISH), 

Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) eller andra liknande tekniker. Viktigt att 

notera är att en optimal provtagningsmetod inte endast bör samla in det önskade antalet 

bakterier, utan också vara kompatibelt med tekniker som är avsedda att användas i framtiden, 

såsom FISH. Till exempel innehåller FISH-protokollet ett etanoldehydreringssteg, vilket är 

problematiskt för tejpprover, eftersom hög andel etanol löser upp limmet i tejperna [30]. 

Därför användes poly-L-lysinbelagda objektglas som alternativ teknik till tejpprovtagning. 

 

I denna studie deltog 3 friska individer, en man och två kvinnor, 20–40 år, utan försämrad 

hudkondition eller kända hudsjukdomar. Syftet med urvalet var att kunna jämföra hur huden 

samt bakteriemängden skiljer sig beroende på faktorer som kön, ålder och hudhygien, samt 

hur dessa faktorer påverkar effektiviteten av de två metoderna. Olika studier har uppvisat att 

sammansättningen av hudmikrobiota varierar beroende på kön. Enligt en banbrytande 

hudmikrobiolog, Bill Noble, bär friska vuxna män på högre populationer av bakterier på 

huden. Förmodligen resulterar en större variation från den tunnare huden, lägre pH och 

mindre intensiv svettproduktion [25]. Med 16r RNA sekvensering beräknades det totala 

bakterietalet på kvinnors fötter att vara i genomsnitt 1,0 × 106 CFU/cm2. Skillnaden var inte 

statistiskt signifikant jämfört med mäns fötter som gav ett medelvärde på 1,2 × 105 CFU/cm2. 

[5]. Fysiologiska könsskillnader som påverkar hudegenskaper inkluderar hormonproduktion, 

svett och talgkörtlar, pH värde, hudtjocklek samt hårtillväxt. Nyligen genomförda studier har 

visat att kvinnor bär på lägre antal hudbakterier, men visar en signifikant högre 

bakteriediversitet än män, efter kontrollerad handtvätt [26].  

 

En annan faktor som modifierar hudfloran är daglig personlig hygien samt applicering av 

kosmetika [26]. Kosmetika som är formulerad för att minska mikrobiellt överflöd såsom 

deodoranter eller bakteriedödande tvålar kan skilja sig åt i deras inverkan på antalet och 

mångfalden av hudens flora efter appliceringsställe. Å andra hand kan användningen av 

fuktighetskrämer hjälpa till att behålla vattenhalten som kan stödja hudfloran. Tvättning och 

hudhygien på olika ställen på huden påverkar också mängden bakterier som kan identifieras 

på exempelvis underarmen och fot [5]. Armen är mer benägen att tvättas jämfört med foten 

och det är därför det spekulerad att fler bakterier kan hittas på fot jämfört med arm.  

 

Åldrande påverkar dessutom sammansättningen av hudmikrobiotan. Hudens åldrande 

kännetecknas av en minskning av talg, svett och immunfunktion, vilket resulterar i betydande 

förändringar i hudytans fysiologi, inklusive lipidsammansättning, talgsekretion och pH. 

Dessa förändringar påverkar hudens torrhet, kollagenfragmentering, minskning av den totala 

mängden kollagen och elastin, som i sin tur påverkar hudens ekologi som eventuellt formar 

hudmikrobiotan. Åldringsrelaterad förändring av hudflora har beskrivits i flera studier. Högre 

bakteriell alfadiversitet, det vill säga antalet olika arter som finns inom ett visst avgränsat 

område, har rapporterats hos vuxna personer mellan 30–80 år gamla jämfört med unga 

individer [5]. 
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Efter jämförelsen av utförda beräkningar av antal bakterier från varje försöksperson, visade 

erhållna resultat att totalt var antalet bakterier som samlades med TPS i stor omfattning högre 

jämfört med dem som samlades med poly-lysinbelagda objektglas. Med TPS kunde fler 

hudceller och lager av SC tas bort, medan med poly-lysinbelagda objektglas samlades färre 

hudceller och hudlager från hudytan. För denna anledning observerades färre bakterier under 

ljusmikroskop. De flesta bakterier samlades in från det första lagret av SC eftersom 

objektglasen kunde endast röra ytan av epidermis och inte gå djupt in. Båda metoderna var 

icke-invasiva, krävde mindre erfarenhet och gav acceptabelt resultat på kortare tid jämfört 

med traditionella metoder som 16S rRNA sekvensering och odling. TPS metoden var mer 

effektiv för uppsamling av fler lager av SC och eventuella mer bakterier på båda underarmar 

och fot. Å andra sida var proceduren av poly-lysinbelagda objektglas snabbare och lättare att 

utföra jämfört med TPS, där endast två enkla steg utfördes. Med TPS behövdes också mer 

erfarenhet för att vänja sig till provtagningstekniken och justeringarna av tejpen vilket 

behövdes mer tid för att praktisera och genomföra korrekt. 

 

Gramfärgningen är en snabb och effektiv metod för identifiering av hudbakterier som har 

båda sina fördelar och nackdelar. I vissa prover tvättades den kristallvioletta färgen inte helt 

bort från objektglasen vilket resulterade till att några prover gav mer blått/lila utseende under 

ljusmikroskopen, men det påverkade inte visualiseringen av bakterierna.  Dessutom i vissa 

fall samlades flera klungor av hudlager med D-Squame tejper vilket lede till att för vissa 

prover var det svårare att justera fokus med ljusmikroskopet och därmed svårare att observera 

det exakta antalet bakterier. Avfärgningslösningen var för stark på tejpen och löste upp en del 

av tejpen under övningen innan experimenten. För denna anledning späddes 

avfärgningslösningen med destillerat vatten (dH2O) i 1:2 förhållande för att minska dess 

effekt på tejp [31].  

 

Image J-mjukvaran var ett lämpligt program att använda för analys och beräkning av areorna 

av bilder och bakterier i varje bildruta. Det var lättare att markera bakterierna och utföra 

beräkningen samtidigt, oavsett om det spenderades extra tid på att justera skalan och beräkna 

arean för varje bild separat.  

 

4.1 Resultat diskussion  
Generellt påvisade resultaten av alla tre försökspersoner kombinerat, att det fanns ingen 

statistiskt signifikant skillnad mellan antalet hudbakterier samlade från olika 

provtagningsplatser efter utförandet av TPS metoden. Endast en låg signifikant skillnad 

observerades för individ 1, där från plats 1 samlades signifikant fler bakterier (2,2 ± 0,5 x 105  

bakterier/cm2 ; p =0,03) jämfört med plats 2  (1,0 ± 0,1 x 105 bakterier/cm2).  Det kunde 

spekuleras att plats 1 innehöll mer hår jämfört med plats 2 och 3 vid underarmen där 

hudbakterier tenderar att befinna sig i områden av hårsäckarna [5]. Ingen liknande trend 

observerades för de andra individerna och för denna anledning behövdes fler deltagare för att 

bekräfta de erhållna resultaten. På foten var antalet bakterier på plats 3 generellt högre än 

plats 1. Liknande trend observerades för alla tre individer. 

För alla tre individer gemensamt, observerades ingen stor skillnad mellan antalet bakterier 

uppsamlad från olika tejpborttagningar av SC. Däremot i avseende på individ 1 samlade 

tredje tejpen på foten mindre bakterier jämfört med resten av tejperna. Angående individ 2 

samlade den andra tejpen på foten fler bakterier jämfört med den första och tredje tejpen som 

applicerades på samma ställe. När det gäller försöksperson 3 innehöll den tredje tejpen på fot 

mer bakterier jämfört med övriga tejper. Dessa skillnader av mängden bakterier mellan olika 
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D-Squame tejper kunde bero på djupet av epidermislagret som varierar från olika hudtyper, 

hudstrukturer och hudområden. 

 

5. KONKLUSION  
Denna studie har påvisat att både TPS och provtagning med poly-lysinbelagda objektglas var 

två enkla metoder som tillämpades för insamling av hudbakterier från underarm respektive 

fot. TPS var en mer effektiv metod för insamling av hudbakterier då flera hudlager kunde tas 

bort vid varje tejpborttagning. Resultatet från beräkningen av insamlade bakterier med TPS 

respektive poly-lysinbelagda objektglas visade att D-Squame tejper samlade signifikant mer 

hudbakterier jämfört med det polylysinbelagda glaset med p-värde <0,001. Med TPS 

lyckades mer hudlager tas bort gentemot användning av poly-lysin, där bakterierna fann sig i 

olika djup i epidermis. Hudbakterier med poly-lysinbelagda objektglas kunde endast samlas 

från det yttre skiktet av SC som medförde lägre antal bakterier på proverna. Sammanlagt var 

antalet bakterier erhållna från underarm med TPS = 1,2 × 105 bakterier/cm2, och poly-

lysinbelagda objektglas = 0,7 × 105 bakterier/cm2. På fot blev det totala antalet bakterier 

samlade med TPS = 2,4 x 105 bakterier/cm2, medan mängd hudbakterier erhållna med poly-

lysinbelagda objektglas gav ett värde på 0,6 ×105 bakterier/cm2. Med anledning av att det 

fanns skillnad på de olika provtagningsplatserna på underarmen för individ 1 krävs vidare 

försökspersoner för att en mer fullständig slutsats ska kunna dras.  

Detta är troligtvis den första undersökningen som syftar på att använda 

tejpborttagningsteknik för provtagning av hudbakterier. Vi vill lära oss att ta prover på 

hudmikrobiota och kunna använda proverna inte bara för att räkna bakterier genom Gram-

färgning, vilket är en bra indikator på hudens hälsotillstånd, utan också kunna tillämpa andra 

tekniker, såsom FISH, i framtida forskning om hudbakterier. 
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