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Sammendrag

Staphylococcus aureus er en gram-positiv bakterie og en hyppig arsak til infeksjoner. Flere
stammer av S. aureus har utviklet resistens mot ulike antibiotikum, inkludert benzylpenicillin
(1). Det er derfor viktig at bakterien blir resistensbestemt fgr behandling iverksettes. De
rutinemessige fenotypiske metodene for resistenshestemmelse pa Haukeland
Universitetssykehus, lappediffusjon og klgverbladtest, ble i denne studien sammenlignet mot
den genotypiske metoden polymerasekjedereaksjon (PCR), som kan pavise det
betalaktamaseproduserende blaZ-genet. Dette ble utfert for & vurdere innfarelse av PCR som

resistenshestemmelsesmetode av S.aureus.

Studien ble utfgrt med 158 ulike stammer av S. aureus som ble resistensbestemt mot
benzylpenicillin ved bruk av alle tre metodene. Resultatene ble sammenlignet og brukt videre
til & beregne sensitivitet og spesifisitet for de fenotypiske metodene. Sensitiviteten og
spesifisiteten for lappediffusjon ble henholdsvis 98,6 % og 98,8 %, mens for klgverbladtesten
ble begge verdiene beregnet til 100 %. Klgverblad kan derfor benyttes dersom lappediffusjon
er ukonkluderende eller utfordrende a bedgmme.

Konklusjonen ble derfor at begge de fenotypiske metodene er palitelige metoder for
resistensbestemmelse av S. aureus, og at det ikke er kritisk & innfgre PCR. PCR kan derimot
veere en lgsning dersom det haster at pasienten far svar pa resistensbestemmelsen, ettersom

klgverbladtesten vil kreve en ekstra dags ventetid.

Ngkkelord: Staphylococcus aureus, resistensbestemmelse, blaz, fenotypiske tester, PCR



Abstract

Staphylococcus aureus is a gram-positive bacteria that frequently causes infections. Several
strains of S. aureus have developed resistance towards antibiotics, including benzylpenicillin
(2). It is therefore important to determine antibiotic resistance before treatment is initiated.
The routinely used phenotypic methods for determining resistance, including the disk-
diffusion and cloverleaf-test, were compared to the genotypic polymerase chain reaction
(PCR), which detects the beta-lactamase producing blaZ-gene. This was performed to
investigate if PCR should be implemented as the method for the determination of resistance

in S. aureus.

In this study, we aimed to determine antibiotic resistance in 158 different strains of S. aureus
with the utilization of these three methods. The results were compared and used to calculate

the sensitivity and specificity of the phenotypic methods. The disk-diffusion”s sensitivity and
specificity were respectively 98,6 % and 98,8 %, whereas, for the cloverleaf-test, both values
were calculated to be 100 %. The cloverleaf-test can therefore be used if the disk-diffusion is

inconclusive or challenging to determine.

In conclusion, both phenotypic methods are reliable methods to determine antibiotic
resistance in S. aureus. It is therefore not necessary to incorporate PCR in routine. PCR can
regardless be a solution if the test-result is urgent to patient treatment, since the cloverleaf-

test requires an extra day to complete.

Keywords: Staphylococcus aureus, determination of resistance, blaZ, phenotypic tests, PCR.
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1. Introduksjon

Staphylococcus aureus er en klinisk relevant bakterieart som forarsaker en rekke ulike
sykdommer, bade lokale og systemiske infeksjoner, samtidig som bakterien har evne til
resistensutvikling. Bakterien er utbredt i naturen; den finnes i bade vann, jord, stev og luft,
samt blant mennesker og dyr (2). Arten hgrer til menneskets normalflora pa bade hud og
slimhinner, og er den bakterien som hyppigst forarsaker sykdom hos mennesker (3). Da
spredning av resistens blant bakterier er en global problemstilling som kontinuerlig
observeres og forskes pa, er korrekte og spesifikke metoder for & pavise dette avgjgrende. Pa
Haukeland Universitetssykehus benyttes de fenotypiske testene lappediffusjon og klgverblad
som rutine for resistensbestemmelse av S. aureus. Metodene er bade enkle a utfgre samt
gkonomisk fordelaktig. Tidligere forskning er utfart innen feltet og har gitt varierende
resultater ved sammenligning av sensitivitet og spesifisitet for fenotypiske tester mot den
genotypiske metoden PCR. Flere studier viser til lave beregnede verdier for sensitivitet og
spesifisitet for spesielt lappediffusjon (4;5), mens andre studier har vist til hgyere verdier og
dermed resultat som tilsier at lappediffusjon er en palitelig metode (6;7). Klgverbladtesten er
derimot ikke like mye evaluert, men det finnes studier som viser til variasjon i rapporterte
resultater (4;5;7). Bade lappediffusjon og klgverbladtest benyttes i kliniske laboratorier for &
kunne resistensbestemme bakterier, og dermed til & vurdere hvilken antibiotika som bar
benyttes i hvert enkelt tilfelle. Infeksjoner forarsaket av S. aureus kan behandles med
benzylpenicillin, et antibiotikum som er effektivt mot ikke-betalaktamaseproduserende,
gram-positive bakterier. Ved pavist resistens benyttes betalaktamasestabile antibiotika, som
for eksempel kloksacillin (2). Korrekt medisinering er avgjgrende for optimal behandling av
pasienter med infeksjon. Malet med denne studien er derfor & undersgke om de manuelle og
fenotypiske metodene er tilstrekkelige for & kunne avgjere om en bakterie er resistent mot
benzylpenicillin eller ikke, eller om genotypisk metode, polymerasekjedereaksjon (PCR), bar

innfgres som rutine for undersgkelse av resistens.



2. Teori

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus er en av de viktigste og mest vanlige humane patogene bakteriene, og
kan vanligvis isoleres fra opp til to tredjedeler av befolkningen. Den er hovedsakelig en
kommensal bakterie, hvor den ikke medfarer infeksjoner (8). Bakterien kan derimot erverve
virulensfaktorer som gjgr den potensielt patogen, hvor den kan medfgre alvorlige lokale eller
systemiske infeksjoner (2). Bakterien finnes ofte i fremre del av nesen, men kan ogsa finnes i

lyske, armhule, hals, rektum, vagina og perineum (8).

S. aureus er en gram-positiv bakterie med evne til a produsere et gult pigment, derav navnet
«aureus». Dette kan gi koloniene et gulaktig utseende, og bakterien kalles derfor gule
stafylokokker. Ved mindre lokale infeksjoner kan bakterien fare til dannelse av abscesser
hvor det dannes gult, tyktflytende puss. Dette er karakteristisk ved lokaliserte infeksjoner,
som diverse hudinfeksjoner, brennkopper, gyeinfeksjoner og brystbetennelse.
Betennelsesreaksjoner er typisk karakterisert ved symptomer som rgdme, gkt temperatur,
hevelse, smerte og nedsatt organfunksjon. Nar blodgjennomstrgmningen og
gjennomtrengingen gkes i kapilleerene rundt det betente omradet vil forskjellige immunceller
trenge inn i vevet. Fagocytter, som f.eks. makrofager og granulocytter, vil begynne &
fagocytere bakteriene og danne puss ved betennelsesstedet. S. aureus gir ogsa ofte
infeksjoner i skadet hud, brannsar og postoperative sar. Av den grunn er bakterien en sentral
arsak til nosokomiale infeksjoner (sykehusinfeksjoner), som kan gi alvorlige systemiske
symptomer som bakteriemi, sepsis, endokarditt, osteomyelitt og pneumoni om den ikke blir
behandlet. Bakteriemi oppstar nar bakteriene kommer inn i blodet, og kan resultere i sepsis
med feber og sjokksymptomer hos pasienten. Nar bakterien har spredd seg gjennom kroppen
via lymfe og blodkar er det som regel en antibiotikakur som ma til for a fjerne de livsfarlige

infeksjonene (2).

I mikroskop opptrer stafylokokker som runde bakterier (kokker), som ofte befinner seg i
klynger formet som drueklaser. Stafylokokker er lite kravstore og vokser aerobt eller
fakultativt aerobt, som betyr at de hovedsakelig trives i en oksygenrik atmosfaere, men kan
ogsa leve uten (9). Kjente laboratoriske faktorer er at de er koagulasepositive,

katalasepositive, ofte hemolytiske pa blodskal og kan spalte mannitol (2).
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Figur 1. Gram-farging av S.aureus (10). Bildet viser den karakteristiske runde formen og den klyngete

ansamlingen til bakterien.

S. aureus har en rekke virulensfaktorer som er med pa a fremkalle sykdom. Dette er blant
annet enterotoksiner, eksotoksiner, biofilm og enzymer. Enzymet katalase vil kunne frigi
oksygen fra hydrogenperoksid, mens enzymet koagulase vil medfare koagulering av plasma.
Andre enzymer som gir bakterien virulens er hyaluronidase som bryter ned hyaluronsyre,
som er viktig i bindevev, og dermed gjer stafylokokkene mer invasive. Stafylokinase lgser
opp koagler ved & aktivere plasminogen til plasmin som lgser opp fibrin (11). Et annet enzym
er lipaser. Disse hydrolyserer lipider, samt gir enzymet stafylokokker mulighet til & invadere
subkutant vev. Cytolysiner gdelegger cellemembranene til de rade blodcellene og det er dette
som gir stafylokokker den karakteristiske betahemolysen pa blodskalen. Et eksempel pa
eksotoksin er leukocidin - et toksin med evne til & gdelegge hvite blodceller, som er med pa &
beskytte bakterien. Feber og andre alvorlige symptomer, som toksisk sjokk-syndrom, blir
fremkalt av pyrogene eksotoksiner (eksotoksin A, B og C). Proteaser, kalt eksfoliatiner,
bryter ned protein. Enterotoksiner kan fremkalle matforgiftninger. Disse finnes det minst 8
forskjellige av (2). I tillegg til en rekke virulensfaktorer har noen S. aureus stammer genet
blaz, som koder for enzymet betalaktamase, som spiller en viktig rolle i utvikling av

antibiotikaresistens (4).



2.2 Antibiotika — historie og penicillin

Antibiotikarevolusjonen startet allerede i 1928, da Alexander Fleming ved et uhell oppdaget
penicillin. Fleming observerte at en bakterieskal med Staphylococcus aureus hadde blitt
kontaminert av en soppart, som igjen hadde hemmet vekst av bakterien. Dette var den farste
oppdagelsen av det antibakterielle midlet penicillin. Fleming papekte at penicillin hadde
klinisk potensiale og var et middel som kunne benyttes innen behandling for

bakterieinfeksjoner (12).

Antibiotika kan lages ved hjelp av mikroorganismer (biosyntese), samt kan de produseres
kjemisk (halvsyntetiske). Det antimikrobielle middelet er ngdt til & kunne pavirke viktige
funksjoner hos mikroorganismen for a ha noen effekt. Derfor ma middelet pavirke
funksjonen til ett eller flere malmolekyler hos mikroorganismen. Antibiotikumet kan blant
annet pavirke cellemembranen, samt hemme celleveggsyntesen, proteinsyntesen,
nukleinsyresyntesen og essensielle metabolske trinn i cellen. Flere antimikrobielle midler
stopper eller hemmer mikroorganismens formering og vekst, uten at de drepes. Dette kalles
bakteriostatisk effekt. Begrepet baktericid effekt benyttes nar det antimikrobielle middelet

dreper mikroorganismene (2).

Antibiotika kan deles inn i kategoriene smalspektret og bredspektret, basert pa effekten de har
pa mikroorganismer. Smalspektret antibiotika har som regel effekt pa en bestemt gruppe
bakterier, som gram-positive eller gram-negative (13). Penicillin G, benzylpenicillin, er et
eksempel pa smalspektret penicillin som hovedsakelig har effekt pa gram-positive bakterier.
Penicilliner er en antibiotikaklasse som omfatter en stgrre gruppe midler, som bygger pa
samme struktur. Disse midlene inneholder en ringstruktur, en betalaktamring, som har gitt
midlene navnet betalaktamantibiotika (Figur 2). Denne antibiotikaklassen virker ved at den
binder seg til penicillinbindende proteiner i cytoplasmamembranen hos bakterien. Disse
proteinene er vesentlige enzymer for syntesen av molekyler i celleveggen, og nar disse

enzymene blir hemmet vil celleveggen gdelegges og cellen vil dg (2).

10
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Figur 2. Betalaktamantibiotika med betalaktamring (grenn)(14).

Benzylpenicillin, eller penicillin G, er et smalspektret antibiotikum som farst og fremst har
effekt pa gram-positive mikroorganismer, som inkluderer ikke-pencillinaseproduserende
stafylokokker. Benzylpenicillin gdelegges av magesyren og ma derfor gis intravengst,
eventuelt intramuskulert (2). Antibiotikumet destruerer bakterier ved hemming av syntesen
av cellevegg. Dette medfarer deformering av celleveggen og gdeleggelse av bakteriecellene
(15). Et annet antibiotikum brukt i behandling av S.aureus er kloksacillin. Dette er et
smalspektret, betalaktamasestabilt antibiotikum, som benyttes ved behandling av
betalaktamaseproduserende S. aureus. Antibiotikumet er relativt stabilt mot betalaktamaser
fra gule stafylokokker, men brytes ned av betalaktamaser fra de fleste andre bakteriearter
(16).

Bredspektret antibiotika er antibiotika som har effekt pa bade gram-positive og gram-
negative bakterier. Det er som regel mest effektivt a benytte smalspektret antibiotika for a
bekjempe spesifikke infeksjoner, slik at bakteriene blir drept og bivirkningene begrenses.
Smalspektret antibiotika blir ogsa hovedsakelig brukt for a redusere resistensutviklingen i
bakterier (13). Bredspektret antibiotika kan vare nyttig & bruke ved mangfoldig infeksjon,
eller i noen tilfeller hvor bakterien som skaper infeksjonen er ukjent (2;13).

2.3 Resistensutvikling
Selv om noen bakterier er temmelig stabile i sin falsomhet overfor ulike antibakterielle
midler, har andre gkt evne til & utvikle resistens. Noen bakterier har lettere for 8 motsta

antibiotikum ved a utvikle resistens, og noen midler farer raskere til resistensutvikling enn
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andre. Ved gkt bruk av et antibiotikum vil ogsa seleksjonspresset gke, da resistente varianter
far en fordel og derfor formerer seg raskere. Vanligvis skjer resistensutvikling over lengre tid,
men det hender at det utvikles resistens i lgpet av en behandlingsperiode, og at middelet
derfor ma byttes ut. 1 1950-arene var det flere gule stafylokokker som ble penicillinresistente.
Det dukket opp en ny form for resistens da det ble innfert “stafylokokkpenicilliner”, og denne
har na spredd seg til mange land. Meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) er et
begrep som brukes for & beskrive stafylokokker som er resistent mot pencillinet meticillin (2).
MRSA oppstod bare to ar etter introduksjonen av meticillin, nar bakterien utviklet mecA-
genet. MRSA er et gkende problem som forarsaker alvorlige infeksjoner, lengre
sykehusopphold og gkt risiko for ded (9). En arsak til resistens er at malmolekylet til det
antimikrobielle middelet endres. De penicillinbindende proteinene i cytoplasmamembranen
kan endre seg slik at penicillinet ikke lenger bindes i samme grad. Nar det penicillinbindende
protein 2 (PBP2) endres til et modifisert protein (PBP2A) som faglge av mecA, slik det skjer
hos de meticillinresistente stafylokokkene, vil betalaktamantibiotika ikke lenger ha noen
effekt (2). En annen arsak er at mikroorganismene kan produsere en rekke enzymer som
modifiserer legemidlet slik at det ikke lenger fungerer. Mange av disse enzymene er kjent.
Betalaktamaser er et eksempel pa enzymer som hydrolyserer betalaktamringen i

betalaktamantibiotika, slik at penicillin ikke lenger fungerer (4).

Noen bakterier har ogsa evne til & overfare resistensmekanismer ved hjelp av transformasjon,
konjugasjon og transduksjon. Transformasjon beskriver overfgringen av gener fra en
bakteriecelle til en annen. Slik overfaring skjer ofte mellom nert beslektede celler.
Konjugasjon er en overfgring av DNA som skjer mellom to celler av forskjellig kjenn i
direkte kontakt: en givercelle og en mottakercelle. Noen bakterier har sakalte sexpili,
tradformete utlgpere, som danner en kobling mellom bakterieceller hvor arvestoffet
overfgres. Transduksjon er en metode for overfgring av DNA hvor et virus fungerer som
bearer av arvematerialet. Slike virus kalles for bakteriofager, og infiserer mottakercellen for a
overfgre DNA (2). Overfgring av DNA blant S. aureus skjer hovedsakelig gjennom
konjugasjon og transduksjon (17).

2.4 BlaZ-genet
Det finnes mer enn hundre ulike betalaktamaser, og de som har starst effekt pa penicillin

kalles penicillinaser. Ca. 80 % av infeksjoner med S. aureus forarsakes av bakterier som
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produserer enzymet penicillinase (2). Penicillinresistens i S. aureus forarsakes hovedsakelig
av produksjon av betalaktamase, som kodes for av genet blaZ (18). BlaZ-genet kan enten
befinne seg i genomet til bakterien eller i plasmidet (19). Genet er induserbart ved
tilstrekkelig eksponering for penicillin, og trenger derfor muligens induksjon for a fremme
betalaktamaseproduksjon (20). Penicillinase har evnen til & bryte ned betalaktamringen i
benzylpenicillin, som er et smalspektret penicillinasegmfintlig middel. Derfor benyttes det
penicillinasestabile penicilliner, som dikloksacillin, meticillin og kloksacillin, ved infeksjoner
forarsaket av resistente S. aureus. Det finnes derimot stafylokokkstammer som er resistente
for ogsa disse, blant annet MRSA (2).

2.5 Metodisk Teori
2.5.1 Skaler

For & kunne dyrke bakterier i et laboratorium er det ngdvendig med neeringsrike medier som
promoterer vekst av mikroorganismer, samt selektive medier som gir gode vekstbetingelser
for ulike grupper av bakterier. Ulike bakterier har ulike krav til neringsstoff. Pa laboratorier
benyttes det derfor en rekke ulike medier, ettersom det undersgkes forskjellige bakterier. Et
riktig utvalg av generelle og selektive medier benyttet pa riktig mate, er en av

hovedbetingelsene for a sikre god kvalitet pa bakteriologisk diagnostikk (2). I denne studien
ble det benyttet to typer skaler; blodagar til vekst av S. aureus, samt Meller-Hinton agar til

resistenshestemmelse.

Blodagar, eller blodskal, er et fast medium tilsatt 5-10 % blod. Blodet kan vare bade humant
blod, saueblod eller av annen opprinnelse. De fleste patogene bakterier kan vokse pa
blodskaler, og de benyttes derfor hyppig som generelle medier til utsding. Dette mediet er
ogsa det som best kan synliggjere fremkalling av forskjellige typer hemolyse hos

bakterier (2).
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Figur 3. Blodagar. Benyttes for a isolere kliniske bakterier.

Miller-Hinton (MH) agar er et fast medium som benyttes til resistensbestemmelse. Mediet
inneholder bovint ekstrakt og kasein hydrolysat for a tilfgre nitrogen, vitaminer, karbon,
aminosyrer og andre naringsstoffer som stimulerer vekst av mikroorganismer (21). | denne

studien benyttes MH agar til bade lappediffusjon og klgverbladtest.

] T <

Figur 4. Muller-Hinton agar. Benyttes til resistensbestemmelse ved lappediffusjon og klgverbladtest.

2.5.2 Lappediffusjon
Lappediffusjon er en fenotypisk metode benyttet for a resistensbestemme bakterier ved

mikrobiologiske avdelinger. | Norge og Europa brukes «European Committee on
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Antimicrobial Susceptibility Testing» (EUCAST) som standardisert metode for a gi
sammenlignbare resultater pa tvers av laboratorier og land (22).

Ved lappediffusjon sas det ut et jevnt teppe av bakterier pa skaler med MH agar. Noen
bakterier ma sas ut pa Miller-Hinton Fastridious agar (tilsatt 5 % defibrinert hesteblod) pa
grunn av krav til vekstfaktorer (22). Resistensbestemmelse for S. aureus blir utfgrt pA MH
agar, da bakterien har begrenset krav til vekstfaktorer. Ved resistensbestemmelse blir sma
filterpapirlapper som inneholder en definert mengde antibiotika, applisert pa skalene med
bakterier. Skalene plasseres deretter i en inkubator, hvor de inkuberes ved en bestemt tid med
stabile standardiserte vekstbetingelser, som temperatur, aerobt/anaerobt, £ CO2. Antibiotika
fra lappene vil under inkubering diffundere ut i agaren og skape en gradient med synkende
konsentrasjon ut fra lappene. Bakteriene vil vokse pa skalene, men stopper a vokse hvor
minste hemmende konsentrasjon (MIC) er nadd. Dette vil skape en klar sone rundt lappene
som er fri for vekst. Starrelsen pa den klare sonen rundt lappene er malt i millimeter (mm) og
vil, sammenlignet mot brytningspunkttabeller, kunne definere om bakteriene er falsom ved
standard dose (S), falsom ved gkt eksponering (1), eller resistente (R) mot antibiotikumet som

befinner seg i lappene (23). Avlesning av sonestgrrelsen rundt lappene (sonediameteren) kan

gjeres automatisk, eller manuelt med linjal eller skyvelere.

Figur 5. Lappediffusjon. (A) Lappediffusjon av en stamme med liten sonediameter (13 mm) og skarp

sonekant. (B) Lappediffusjon av en stamme med stor sonediameter (33 mm) og diffus sonekant.

For lappediffusjon med benzylpenicillin til resistensbestemmelse av S.aureus vil det kliniske
brytningspunktet for resistens vaere pa mindre eller lik 25 mm. Dersom diameteren er malt til

26 mm eller over, er den sensitiv (23). Dette kommer da med ett unntak om diameteren er
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starre eller lik 26 mm, men har en skarp sonekant. Da vil den kvalifiseres som resistent. (24).

Denne SIR-bestemmelsen anslas ved bruk av brytningspunkttabeller som er oppdatert arlig.

2.5.3 Klgverbladtest

Klgverbladtest er en metode som benyttes for & kunne pavise betalaktamaseproduksjon hos
teststammer. Ved klgverbladtest benyttes en pencillinfalsom indikatorstamme og en ukjent
teststamme. | denne studien benyttes indikatorstamme S.aureus ATCC 25923. Hver skal kan
teste opp til fire test-/kontrollstammer. Etter at indikatorstammen er sadd ut over
resistensskalen, avsettes teststammen fra midten av skalen og ut til siden. Deretter plasseres
en benzylpenicillinlapp midt i skalen. Om teststammen produserer betalaktamase, vil det
diffunderte penicillinet bli inaktivert av enzymet. Dette vil medfgre at indikatorstammen kan
vokse langs teststammen og inn mot penicillinlappen. Slik dannes det soner av veksthemming
som vil danne et klgverbladmgnster. Dersom teststammen ikke produserer betalaktamase, vil
ikke penicillinet i skalen brytes ned. Da vil det oppsta en sirkular hemningssone for
indikatorstammen rundt penicillinlappen. Figur 6A viser eksempel pa den karakteristiske

klgverbladformen som dannes ved positive stammer. Klgverbladtesten behgver ogsa

kontrollstammer for & sikre kvalitet ved metoden. | denne studien benyttes S.aureus ATCC
29213 som positiv kontroll, og S.aureus ATCC 25923 som negativ kontroll (25).

Figur 6. Klgverbladtest. (A) Klgverbladtest med fire antibiotikaresistente stammer, da de tydelig har dannet
den karakteristiske klgverbladformen. (B) Klgverbladtest med to antibiotikafalsomme og to antibiotikaresistente

stammer. De to stammene som danner en rund sonekant langs indikatorstammen er antibiotikafglsomme.
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2.5.4 BIOMIC

BIOMIC er et semi-automatisk instrument som maler sonediameteren pa resistensskaler.
Maling av sonediameteren kan ogsa justeres manuelt etter behov. Ved maling pa BIOMIC
kan en ogsa benytte ulike filter og forstarre bildet for a enklere kunne avgjere hvor
sonekanten starter/stopper. Henviser til Appendix for detaljert prosedyre for bruk av
BIOMIC.

2.5.5 MALDI-TOF

MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight) er et instrument
som benyttes til & bestemme arten til en bakterie ved hjelp av massespektrometri.
Identifisering av mikroorganismer ved massespektrometri er basert pa identifisering av et
karakteristisk spektrum for en spesifikk art, som sammenstilles mot en starre database i
instrumentet. Metoden identifiserer og kvantifiserer molekyler ved a analysere masse-til-
ladningsforhold (m/z) av molekylere ioner. Forholdet m/z vises som et kromatogram med

topper spesifikke for en art (26).

2.5.6 DNA-ekstraksjon

Ved DNA-ekstraksjon blir bakteriekolonier samlet og blandet med revers osmose (RO)-vann,
for de deretter blir satt pa varmeblokk til koking. Kokingen gjennomfares for & bryte opp
cellemembranen til bakterien, slik at DNAet frigjeres. Etter nedkjgling blir rgrene
sentrifugert slik at cellerester havner pa bunnen, mens DNAet befinner seg lgst i
supernatanten. Supernatanten blir til slutt overfart til nye rar. | tillegg lages det en
blankprave/negativ kontroll som blir tillaget og behandlet pa samme mate, men som ikke
inneholder bakterier eller DNA.

2.5.7PCR

Polymerasekjedereaksjon (PCR) er en metode som benyttes for & syntetisere definerte DNA-
sekvenser. Metoden fikk oppmerksomhet pa 1980-tallet, da den amerikanske biokjemikeren
Kary B. Mullis viste at metoden var mulig og lgste en rekke praktiske hindringer for
anvendelse av metoden. Fra den tid er metoden videreutviklet i form av bade raskere
reaksjoner, tilgjengelighet i rutinediagnostikk og sakalt “real-time PCR” som gjor det mulig &
falge reaksjonen mens den pagar. | dag er PCR den mest benyttede amplifikasjonsmetoden
for DNA (2). I det farste trinnet av PCR vil instrumentet varme opp dobbelttradet DNA til ca.
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94-98 °C sammen med de fire deoksynukleotidene dATP, dCTP, dGTP og dTTP. Ved hagy
temperatur vil tradene i DNA-molekylet denatureres, og templatet blottes. Nar temperaturen i
hybridiseringstrinnet senkes til 40-65 °C kan tilsatte primere feste seg til deler av DNA-
traden som er komplementr til sekvensen som skal oppformeres. Til slutt vil en
polymerisering skje ved at temperaturen heves igjen til 72 °C, og en varmestabil DNA-
polymerase vil replikere DNA fra 3"-OH-enden av primerne med deoksynukleotidene.
Deretter gjentas de tre trinnene med fordobling av DNA for hver syklus inntil gnsket mengde
oppformert DNA er nadd (27).

Ved standard PCR undersgkes resultatene etter et bestemt antall sykluser ved avsluttet
reaksjon. Sanntids-PCR er en metode som gjer det mulig a falge mangfoldigjaringen av
gnsket DNA-sekvens samtidig som den termosykliske PCR-reaksjonen pagar. Teknikken blir
benyttet i diagnostikk til bade identifisering av bakterier, virus, genmodifiserte organismer og
muterte alleler, og gjgr det mulig a bestemme forekomst og mengde av en DNA-sekvens
spesifikk for virus og bakterier (27).

| denne studien benyttes restriksjonsenzymet Premix Extaq HS (TaKaRa), som Kjenner igjen
og kutter det aktuelle omradet pa DNA-traden som skal amplifiseres. Primerne benyttet
(Forward og Reverse) er spesifikke for blaZz-genet. Dersom dette genet finnes i DNAet til
bakterien vil primerne binde seg til det enkelttradede DNAet, og Tag-polymerasen kan
replikere videre pa primerne. Proben (TagMan) som blir brukt er en DNA-sekvens som vil
hybridisere pa blaZ-genomradet, et sted mellom primerne. Proben har to ender, der 5°-enden
bestar av den fluorescerende substansen FAM (Carboxy fluorescens) og 3°-enden av en sakalt
quencer (Blackberry Quencer). Sa lenge proben er intakt med begge endene, vil ikke den
fluorescerende substansen avgi lys da den blir inhibert av quenceren. Nar polymerasen
bygger videre pa primerne og stgter pa den hybridiserte proben vil denne bli gdelagt og den
fluorescerende substansen vil kunne eksiteteres og dermed ogsa emittere lys. Dette
lyssignalet blir detektert av PCR-intrustrumentet ved ca. 500 nm. Etter hvert som PCR-
syklusene fortsetter blir dette signalet sterkere om genomradet er tilstede i reaksjonen.
Dersom DNAet ikke inneholder blaZ-genet vil proben alltid veere intakt og det blir aldri
avgitt lys (28).
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Figur 7. Forlgpet i PCR reaksjonen ved bruk av TagMan probe. Trinn 1 viser DNA-denatureringen og
innholdet i mastermiksen (probe med fluorescerende substans, quencher og primer). Trinn 2 viser
hybridiseringen av proben og bindingen av primeren, i tillegg til polymerasen som fester seg til primeren. Trinn
3 viser DNA-syntesen (den videre replikasjonen som utfares av polymerasen), og at proben blir gdelagt slik at

den fluorescerende substansen blir frigitt og kan avgi lyssignal (28).

2.5.8 Sensitivitet, spesifisitet og prediktiv verdi

Sensitivitet er et begrep som beskriver en metodes falsomhet for a fange opp sanne positive
prgvesvar. Sannsynligheten for at en syk pasient far positivt svar pa sin prave, er altsa
metodens sensitivitet. Spesifisitet omfatter sannsynligheten for at en frisk pasient far riktig
svar pa sin prgve, altsa en negativ test. En test med hgy sensitivitet og lav spesifisitet vil altsa
med stor sannsynlighet kunne fange opp alle som er syke, men kunne gi noen falske positive
svar hos friske mennesker. Sensitivitet og spesifisitet er begreper og beregninger som er
interessante for a kvalitetskontrollere metoder, mens for hver enkelt pasient kan det vere

nyttig a undersgke prediktiv verdi (29).

Positiv og negativ prediktiv verdi kan forveksles med sensitivitet og spesifisitet, men er
begreper som representerer andre verdier. Positiv prediktiv verdi er sannsynligheten for at en
person med positivt testresultat faktisk er syk, mens negativ prediktiv verdi viser til
sannsynligheten for at en person med negativt testresultat faktisk er frisk. En metode med hgy
sensitivitet kan ha lav positiv prediktiv verdi om testen utfares hos grupper med lav
sykdomsprevalens. Prediktive verdier sier altsa noe om testresultatet til en person er korrekt
(29).

19



3. Materiale og Metoder

3.1 Forskningsetikk

Denne studien krevde ingen bruk av pasientopplysninger eller sensitiv informasjon og det var
derfor ikke ngdvendig med etisk godkjenning. Det bgr derimot nevnes at selve studien tar
opp et etisk dilemma: er det en sjanse til stede for at pasienter kan fa tildelt feil antibiotika om

de fenotypiske testene ikke er tilstrekkelige for a resistensbestemme bakterier?

3.2 Prgvemateriale

Tabell 1. Oversikt over kontroller og prgvemateriale benyttet i studien.

Materiale Type
Betalaktamasepositiv kontrollstamme ATCC 29213, S. aureus
Betalaktamasenegativ kontrollstamme ATCC 25923, S. aureus
Prgvemateriale fra frysemedium Kliniske isolater S. aureus

3.3 Utsding
3.3.1 Utstyr
Tabell 2. Oversikt over utstyr benyttet ved utsaing.
Materiale Type
Dser 10 pL (Sarstedt, Tyskland, REF:

86.1562.010)

Blodskaler Haukeland Universitetssykehus,

Produksjonslab

Stativ Stort (42 prever per stativ)

Inkubator Termaks AS

3.3.2 Materiale
158 ulike kliniske isolater av S. aureus ble oppslemmet og nedfryst ved Haukeland

Universitetssykehus til bruk i studien. Isolatene ble innsamlet og resistensbestemt ved
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Mikrobiologisk avdeling i lgpet av november/desember 2020. Disse prgvene ble samlet fra
sarpraver hos pasienter innlagt ved Haukeland Universitetssykehus og fra polikliniske

pasienter.

3.3.3 Metode

For & kunne utfare resistensbestemmelse pa de ulike stammene matte bakteriene farst sas ut
pa blodagar. Bla gse (10 pL) ble brukt for & overfore bakterier fra Greaves’ frysemedium til
blodagaren. Bakterielgsningen ble sadd ut pa agaren ved fortynningsteknikk slik at det ble

dannet individuelle kolonier.

Figur 8. Utsaed av en S. aureus stamme pa blodskal ved bruk av fortynningsteknikk.

Fortynningsteknikken ble utfort ved a fore osen i rette bevegelser over %3 av skalen, for
skalen ble snudd 90 °C og det samme ble gjort med overlappende rette streker. Dette ble gjort
tre ganger hvor man deretter sadde ut pa det gjenvaerende omrade i en sikksakk bevegelse
uten a berare de rette linjene. Dette kan sikre vekst av enkeltkolonier og gode forhold for
avlesning og videre bruk av bakterien. Etter utsaing ble skalene satt til inkubering ved 37 °C i

et dggn. For hvert oppsett av utsainger ble det sadd ut nye kontrollstammer.

3.4 Lappediffusjon og klgverbladtest

3.4.1 Utstyr
Tabell 3. Oversikt over utstyr brukt ved de fenotypiske testene lappediffusjon og klgverbladtest.
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Materiale

Type

Nal til plassering av antibiotikalapper

20 gauge

Svabbepensler

150 mm (Medical Wire, Storbritannia)

dser

10 pL (Sarstedt, Tyskland, REF:
86.1562.010)

1 L (Sarstedt, Tyskland, REF:
86.1568.010)

Resistensskaler

Miller-Hinton agar (Haukeland

Universitetssykehus, Produksjonslab)

Stativ

Lavt (15 prever per stativ)

Inkubator

Termaks AS

Fysiologisk saltvann

Haukeland Universitetssykehus,

Produksjonslab

Penicillinlapper

Thermo Fisher, Oxoid, England, REF:
CT0152B
#LOT: 3108156

Densicheck Vitek, Biomeriéux Inc, Italia, REF:
M004120

Rotator Montebello Diagnostics AS, Oslo, REF:
N317657

Skyvelare Thirmer, 150 mm

Vortex Stuart, Bibby Sterlin Ltd, SA8, UK og

VWR, labdancer S040, USA

Pasteurpipetter

Sarstedt AG&Co. KG, Tyskland, REF:
86.1172
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3.4.2 Lappediffusjon

Etter inkubering ble bakteriestammer pa blodskal brukt videre til resistensbestemmelse. Bade
resistensskalene, penicillinlappene og saltvann til oppslemming matte oppna romtemperatur
for det ble benyttet. Resistensskal med fukt pa lokket ble tarket far bruk, og eventuelt satt i
inkubatoren med lokket av i 5-15 minutter. Utsedet fra blodskalene, bade bakteriestammer
og positiv kontroll (ATCC 29213), ble satt av pa MH agar etter inkubering for & sikre ferske
stammer. 5-10 kolonier fra hver stamme ble hentet opp fra blodskal og blandet med saltvann
til en homogen lgsning. Oppslemmingen av saltvann og bakterier til resistensbestemmelsen
ble tillaget tilsvarende 0,50 + 0,05 McFarland, som er et standardisert mal pa tettheten til
lgsningen. Dette er innfert for at avlesningen ikke skal pavirkes av mengden bakterier i
Igsningen. For & sikre dette ble Densicheck (Vitek) benyttet som maleinstrument. Det er ogsa
viktig at suspensjonen benyttes til resistensbestemmelse innen 15 minutter ifelge EUCAST's
standardiserte metode (22). Suspensjonen av bakterier og saltvann ble jevnt fordelt utover
resistensskaler ved hjelp av en rotator. Dette ble utfgrt ved at en bomullspensel ble dyppet i
suspensjonen og dratt forsiktig fra kanten til midten av skalen i en jevn bevegelse. Deretter
ble skalene lappet med benzylpenicillinlapper (P1, Thermo Fisher Scientific) innen 15
minutter ved hjelp av nal. Lappene ble plassert med nal mellom kanten og midtpunktet av
skalen slik at sonekanten far minst mulig interferens fra agaren. Lappede skaler ble innen 15
minutter satt til inkubering ved 35 + 1 °C i vanlig atmosfaere med bunnen opp. Skalene ble
hentet ut fra inkubatoren etter 18 + 2 timer til avlesning. For hvert oppsett ble det satt opp en
kvalitetskontroll (S. aureus ATCC 29213) for a teste kvaliteten pa antibiotikalappen og resten
av systemet. Ved avlesning ble diameter av sonen rundt penicillinlappen malt ved hjelp av
skyvelaere. Diameteren ble avlest pa skratt slik at eventuell interferens fra kanten av skalen og
midten av skalen ikke pavirket resultatet. Sonediameteren ble malt ca. 30 cm fra gyet med en
mgark bakgrunn og reflekterende lys. I tillegg ble sonekanten rundt lappen vurdert til skarp
eller diffus ved hjelp av gjennomfallende lys. Det ble utfgrt en avlesning per person, altsa tre

paralleller per isolat.

3.4.3 Klgverbladtest

NordicAST sin standardiserte metode ble brukt for tillaging av klgverbladtest (24). Noen
kolonier fra indikatorstammen ATCC 25923 ble blandet ut i saltvann til optimal tetthet (0,50
+ 0,05 McFarland) ved bruk av Densicheck. Deretter ble ATCC 25923 oppslemmingen sadd
ut pa resistensskal innen 15 minutter, slik som ved lappediffusjon, ved bruk av pensel og

rotator. Kontroller og bakteriestammer ble sadd ut pa skalen med en hvit gse (1 pL) fra senter
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av skalen til kanten, 90 ° fra hverandre, uten at bakteriestammene rgrer hverandre i midten.
En lapp med benzylpenicillin ble plassert i midten av skalen med en nal slik at lappen hadde
kontakt med alle stammene, fer skalen ble inkubert innen 15 minutter i 18 + 2 timer ved

35 °C. Kontrollene og bakteriestammene ble vurdert som positive eller negative, alt etter om
det ble dannet klgverblad-form eller ikke. For hvert oppsett av klgverbladtest ble det satt opp
negativ og positiv kontroll.

3.5 BIOMIC
3.5.1 Utstyr
Tabell 4. Oversikt over utstyr brukt ved BIOMIC.
Materiale Type
Semi-automatisk maleinstrument BIOMIC V3 (Giles Scientific, USA)
Lofritt tarkepapir VWR, USA, REF: 115-004

3.5.2 Metode
Etter manuell avlesning av lappediffusjon ble det utfart en semi-automatisk avlesning av

sonediameteren ved hjelp av instrumentet BIOMIC (Giles Scientific). | denne studien
benyttes BIOMIC som en tilleggsmetode for avlesning av sonediameter. Farst ble eventuelt
stov tarket av analyseskuffen med lofritt papir for & unnga forstyrrelser ved avlesning.
Resistensskalen ble satt inn i skuffen pa instrumentet og lest av automatisk pa instrumentet.
For hver bakterieprave ble instrumentets automatiske maling av sonediameteren notert, samt
gruppens manuelle justering av sonediameteren. Det er den korrigerte malingen som brukes
videre i resultat, da det er denne som benyttes ved Haukeland Universitetssykehus. Detaljert
prosedyre for analyse av bakterieskaler pa BIOMIC kan finnes i Appendix.

3.6 MALDI-TOF
3.6.1 Utstyr
Tabell 5. Oversikt over utstyr brukt ved MALDI-TOF.
Materiale Type
Target-plate Bruker Daltonic GmbH, Tyskland, REF:
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1840375

Spiss trepinne

Pipette

Eppendorf, Reference 2 (10 pL)

Matriks

Bruker Daltonic GmbH, Tyskland, REF:
0255344

MALDI-TOF instrument

Bruker Daltonic GmbH

3.6.2 Metode

Alle 158 stammene ble identifisert av Mikrobiologisk Avdeling ved Haukeland

Universitetssykehus som S. aureus ved bruk av MALDI-TOF i forkant av studien.

MALDI-TOF ble ikke brukt kontinuerlig som metode gjennom studien for a bekrefte art pa

bakteriene, men som en kontroll for & undersgke blandingskultur. En liten og en stor koloni

ble hentet opp fra skalen og sadd ut pa ny i hver sin blodskal. Etter inkubering ble en koloni

fra hver skal overfart til en MALDI target-plate. Deretter ble mikrobene pa platen dekket

med 1 pL matriks-lgsning. Mikrobene ble til slutt analysert pA MALDI-TOF etter at

matriksen hadde tarket inn.

3.7 DNA-ekstraksjon
3.7.1 Utstyr

Tabell 6. Oversikt over utstyr brukt ved DNA-ekstraksjon.

Materiale Type
Eppendorfrar Eppendorf, Tyskland, REF: 0030 123.328
Dser 1 pL (Sarstedt, Tyskland, REF:
86.1568.010)
Arkivrar Sarstedt AG & Co. KG, Tyskland, REF:
72.694.006
RO-vann Haukeland Universitetssykehus,

Produksjonslab
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Varmeblokk Eppendorf, Thermomixer comfort, Tyskland

Sentrifuge Micro Star 17 (VWR, Tyskland, REF: 521-
1646)
Pipette (100 pL -1000 pL) FINNPIPETTE, Thermo electron

corporation, REF: CH85700

Pipettespisser VWR, USA, REF: 732-0534

3.7.2 Metode

5-10 kolonier fra bakteriestammene (Tabell 1) ble blandet med 500 pL RO-vann i sine
respektive eppendorfrar, far de ble satt 10 minutter pa varmeblokk til koking ved 99 °C. Som
negativ kontroll ble det brukt en blank med RO-vann og tom gse. Etter nedkjgling i
romtemperatur ble rgrene sentrifugert i 5 minutter ved 13 000 rpm. Deretter ble supernatanten

overfart til hvert sitt respektive arkivrgr og nedfryst.

3.8 PCR
3.8.1 Utstyr
Tabell 7. Oversikt over utstyr brukt ved PCR.
Materiale Type
Pipetter (100 uL - 1000 pL) FINNPIPETTE, Thermo electron

corporation, REF: CH85700

Pipettespisser VWR, USA, REF: 732-0534

Plastbelegg LightCycler 480 Sealing foil (Roche, USA,
REF: 04729757001)

PCR-plate MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode (0.1 mL) (Applied
Biosystems, China, REF: 4346906)

PCR-instrument QuantStudio 5, Applied Biosystems,
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Thermo Fisher Scientific, REF: A28133

Arkivrgr Sarstedt AG & Co. KG, Tyskland, REF:
72.694.006
Premix Extaq HS (TaKaRa) #LOT: AJ61909A

#LOT: AJ12003A

F-primer #L.OT: 2066089
Sekvensnavn: blaZ-F2
GCTMATATTGGTGTYTATGC
R-primer #LOT: 2066091

Sekvensnavn: blaZ-R2
GGAGAATAAGCAACTATATCATC

TagMan probe #LOT: 2066092

Sekvensnavn: blaZ-Pb 6FAM-
AGAGATTTGCCTATGCTTCRACTTCA-
BBQ

Vann PCR-vann

3.8.2 Metode

Mastermiks til 61 praver ble tillaget etter prosedyre (henviser til Appendix, supplementaer
tabell 1). 23 pL av tillaget mastermiks ble tilsatt 56 branner pa en 96-brgnners plate. Far
tilsettingen ble mastermiksen blandet og spunnet ned. Det ble laget Mastermiks til fem ekstra
brgnner for a veere sikker pa at det var tilstrekkelig mengde til alle brannene. Deretter ble 2
ML av supernatanten til de tidligere nedfrysede bakterieprgvene og kontrollene tilsatt sine
respektive brgnner. Hver brgnn inneholdt totalt 25 pL reaksjonsvolum etter tilsetting av
mastermiks og templat. Alle prgvene og kontrollene ble blandet med vortex og spunnet ned
far de ble tilsatt i brennene. Mastermiks og templat ble tilsatt 96-brenners plater i tre
omganger, med 56 prgver i to omganger og siste omgang med 55 prgver. Med pa hvert
oppsett var negativ kontroll/blankprgve og to positive kontroller; en med hgy konsentrasjon
og en med lav konsentrasjon av S.aureus ATCC 29213 (blaZ-positiv). 96-brgnners platen ble
til slutt tildekket med plast for & forhindre fordamping under PCR-reaksjonen. Fgr PCR-
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analyse ble platen spunnet ned pa sentrifuge (Fisherbrand) i 20 sekunder, far den ble satt i
sanntids-PCR-instrumentet QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific). PCR-analysen ble
gjennomfart pa fglgende 2-trinns temperaturprofil i 35 sykluser: Ett trinn med
enzymaktivering (95 °C i 30 sekunder), deretter denaturering (95 °C i 10 sekunder), og til
slutt syntese (56 °C i 20 sekunder). Alle dataene ble innsamlet og brukt videre til

sammenligning med de fenotypiske testene.

Volume Cover
25 L 1050°C
Hold Stage PCR Stage
95.0°C 95.0°C
00:30 3°C/s 00:10
1] i
3°Cfs
56.0°C
3°Cfs —
00:20
@
Stepl Step1 Step2

35 (x

Figur 9. Forlgpet ved PCR-analyse. Ved “Hold stage” ses oppvarmingsfasen. Her stiger temperaturen med
3 °C per sekund, til det nas 95 °C. DNAet vil denaturere i lgpet av 30 sekunder. Syklusen gar videre over til
“PCR stage” i forst 10 sekunder pa 95 °C, hvor DNAet vil fortsette & denaturere. Deretter senkes temperaturen

til 56 °C (synker 3 °C per sekund) i 20 sekunder. Her vil hybridiseringen av primerne og DNA-syntesen skje.

3.8.3 Beregninger for mastermiks
Henviser til Appendix, Supplementar tabell 1 for mastermiks oppskrift tilegnet en prgve. Da
pipettene ikke kunne innstilles til desimaltall ble mengden avrundet til nsermeste hele tall.
e Formel 1: (Mengde reagens for en prgve) x 61 = mengde reagens i mastermiks
Eksempel (Premix Extaq HS - TaKaRa): 12,5 uL x 61 = 762,5 pL
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3.9 Statistikk

Etter at bakteriestammene var undersgkt ved hjelp av bade fenotypiske og genotypiske
undersgkelser, ble det utfgrt beregninger pa innsamlede data for & kunne sammenligne
resultatene. Sensitivitet og spesifisitet for klgverbladtesten og lappediffusjon ble beregnet
mot “gullstandard” PCR. En gullstandard er en palitelig metode som studiens metoder kan
males opp mot for & utfare statistiske beregninger. | tillegg til sensitivitet og spesifisitet ble

det utfart beregninger for positiv og negativ prediktiv verdi.

3.9.1 Beregning av sensitivitet for lappediffusjon:

Sanne positive pa lappedif fusjon

e Formel 2: * 100 %

totalt antall positive pa PCR

Eksempel: Z x 100 % = 98,6 %

3.9.2 Beregning av spesifisitet for lappediffusjon:

Sanne negative pa lappedif fusjon

e Formel 3: * 100 %

totalt antall negative pa PCR

Eksempel: % * 100 % = 98,8 %

3.9.3 Beregning av positiv prediktiv verdi for lappediffusjon:

. Sensitivitet*Prevalens
e Formel 4:

Sensitivitet*Prevalens+(1—Spesifisitet)(1—Prevalens)

0,986%0,462
0,986+%0,462+(1—0,988)*(1—-0,462)

Eksempel: = 0,986 ~ 98,6 %

3.9.4 Beregning av negativ prediktiv verdi for lappediffusjon:

Sensitivitet*(1—Prevalens
e Formel5 ( )

(1-Sensitivitet)*Prevalens+Spesifisitet+(1—Prevalens)

0,988%(1-0,462)

Eksempel: (1—0,988)%0,462+0,988%(1—0,462)

= 0,989 ~ 98,9 %

3.9.5 Beregning av prosentavvik:

Stgrste verdi—Minste verdi

e Formel 6: * 100 %

Minste verdi

18-17 . 100 % = 5,9 %

Eksempel (prove 1-4): T




4. Resultat

| denne studien ble totalt 158 stammer sadd ut og undersgkt for benzylpenicillinresistens ved
lappediffusjon, klgverbladtest og sanntids-PCR. Fenotypiske tester, lappediffusjon og
klgverbladtest, ble utfart forst, for det ble hentet ut resultat fra den genotypiske metoden
PCR. Tidsperioden for innhenting av resultat for alle metoder omfattet ca. fire uker. Prgvene
som er testet her er selekterte og representerer ikke gjennomsnittlig fordeling av resistens i et
normalt sett med praver. Henviser til Appendix for alle resultat og radata fra fenotypiske

tester og genotypisk metode.

4.1 Utsding

Utsaingen av alle bakterieprgver og kontroller var problemfri med unntak av ett tilfelle. Alle
blodskaler inneholdt vekst, med variert kvalitet pa enkeltkolonier/fortynning. Figur 8 viser et
eksempel pa en blodskal med vekst etter inkubering i ett degn. For & undersgke en
bakterieskal med unormal vekst, ble MALDI-TOF benyttet for a bestemme arten av
bakterien. Skalen inneholdt kolonier av ulik stgrrelse, og en mistenkte derfor kontaminering.
Etter analysering pa MALDI-TOF viste det seg at en gram-negativ bakterie hadde forurenset
utseedet og gitt feilaktig resultat. Da prgven ble sadd ut pa nytt viste blodskalen forventet

vekst og resultat.

4.2 Fenotypisk testing

Pa Haukeland Universitetssykehus benyttes lappediffusjon som rutineundersgkelse for a
resistensbestemme spesifikke bakteriepraver. Klgverbladtesten benyttes som en
kontrollundersgkelse om resultatet fra lappediffusjon blir vurdert som fglsom, er utydelig
eller utfordrende a vurdere. | denne studien ble lappediffusjon og klgverbladtest utfert pa alle
stammer for & kunne sammenligne metodene med hverandre, og mot den genotypiske

metoden sanntids-PCR.
4.2.1 Lappediffusjon

For lappediffusjon ble bade sonediameteren og sonekanten vurdert. Disse ble sammenlignet

med hverandre, men ogsa med malingen gjort pa BIOMIC.
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45,6 %
54,4 %

Diffus = Skarp

Figur 10. Forhold mellom skarp og diffus sonekant. Prosentvis andel av skarpe og diffuse sonekanter blant
de 158 bakteriestammene ved lappediffusjon. Den bla delen representerer diffuse sonekanter, mens den oransje

representerer de skarpe.

Fra utfarelsen av lappediffusjon ble 86 stammer vurdert til a ha diffus sonekant og 72
stammer vurdert til skarp sonekant. Figur 10 illustrerer forholdet i prosent mellom malte
diffus og skarpe sonekanter av de 158 S. aureus stammene. Hvert oppsett av lappediffusjon

inneholdt en positiv kontroll, som for hvert oppsett var innenfor referanseomradet 12-18 mm.

46,2 %
53,8 %

26 mm og over under 26 mm

Figur 11. Forholdet mellom malte sonediametre ved det kliniske brytningspunktet. Andel bakteriestammer
etter 632 malinger (manuelle malinger og BIOMIC) med diameter over og under den kliniske brytningsverdien
26 mm. Den oransje delen representerer stammer med sonediameter under 26 mm og den bla representerer

stammer over 26 mm.

Bakterienes sonediameter ved lappediffusjon ble malt i tre manuelle malinger og en maling
pa BIOMIC. Fra dette ble det 632 separate malinger hvor 54 % ble malt til 26 mm eller over,

0g 46 % ble malt til under 26 mm som representert i Figur 11.
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Over/= 26 mm (S)

Under 26 mm (R)

0 20 40 60 80 100

Diffus = Skarp

Figur 12. Antall diffuse/skarpe sonekanter under og over det kliniske brytningspunktet. Sammenligning
av antall skarpe/diffuse sonekanter som ligger under 26 mm, og over eller lik 26 mm. Den gverste stolpen
representerer antall over eller lik 26 mm, mens den nederste stolpen representerer antall stammer med
sonediameter under 26 mm. Fargen bla er stammene som har diffus sonekant, og oransje er stammene med

skarp sonekant.

Figur 12 viser antall diffus/skarp mot antall diametere malt over/lik eller under
brytningspunktet. Stolpediagrammet viser at alle stammene som har malt diameter pa 26 mm
eller over var diffuse. Ved stammene under 26 mm derimot ses det at en av stammene er

diffus, mens resten har skarpe sonekanter.
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Figur 13. Antall malte diametere ved lappediffusjon. x-aksen er diameteren i mm til bakteriestammene ved
lappediffusjon og y-aksen er antallet bakteriestammer. Fargene i hver stolpe viser til manuell parallell 1, 2, 3 og

malingen pa BIOMIC. Den stiplede linjen representerer det kliniske brytningspunktet.

32



Det ble utfart tre manuelle parallelle malinger av alle resistensskalene, samt en felles maling
ved bruk av BIOMIC. Radata til alle malingene finner man i Appendix, supplementar
tabell 2. Dette ser man illustrert i Figur 13. Her kan man se en antydning til to

normalfordelinger pa hver sin ende.

4,4 %

e 53,8 %

Antall likt Antall over Antall under

Figur 14. Lappediffusjon sonediameter maling; gjennomsnittlig manuell maling sammenlignet med
BIOMIC maling. Den rgde andelen representerer antall stammer som ble malt til samme sonediameter, bade
for manuelt gjennomsnitt og for BIOMIC. Den bl andelen representerer antall stammer med sonediameter malt
som starre pa BIOMIC enn det manuelle gjennomsnittet. Den oransje andelen representerer antall stammer med

sonediameter malt som mindre pa BIOMIC enn det manuelle gjennomsnittet.

| denne studien skulle det hovedsakelig fokuseres pa de manuelle avlesningene. Da BIOMIC
er metoden Haukeland Universitetssykehus benytter i rutine for maling av sonediameter ved
lappediffusjon, var det interessant a se pa hvordan denne metoden ligger i forhold til de
manuelle avlesningene som ble gjort. Presentert i Figur 14 ser man hvordan den korrigerte
malingen gjort ved BIOMIC har ligget likt, over eller under i forhold til de manuelle
parallellenes gjennomsnittlige malte sonediameter. BIOMIC har hovedsakelig ligget likt ved
53,8 % av malingene og over i 41,8 %. Denne metoden malte sjeldent en verdi under den

manuelle avlesningen og var bare lavere i 4,4 % av malingene.
4.2.2 Klgverbladtest

Parallelt med utfgrelsen av lappediffusjon, ble klgverbladtest satt opp for alle bakteriepraver.

Disse ble vurdert enten positive eller negative for betalaktamaseproduksjon.
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46,2 %
53,8 %

Negativ Positiv

Figur 15. Forholdet mellom betalaktamasenegative og -positive stammer ved klgverbladtest. Andelen av
positive og negative stammer etter gjennomfart klgverbladtest er fordelt i diagrammet over. Den bla delen
representerer andel bakteriestammer som testet negativt pa klgverbladtesten, og dermed ikke produserer

betalaktamase, mens den oransje delen representerer positive bakteriestammer som produserer betalaktamase.

Figur 15 illustrerer andelen stammer som gav negativt og positivt utslag pa klgverbladtesten.
53,8 % av de 158 stammene var negative for betalaktamaseproduksjon, mens 46,2 % av

stammene var positive.

4.3 Genotypisk testing - sanntids-PCR
Etter utfarelse og innhenting av resultat fra fenotypiske tester ble alle bakteriepraver,

inkludert kontroller, analysert ved hjelp av den genotypiske metoden sanntids-PCR. Alle
resultatene fra sanntids-PCR-analysen ble overfart til PC. Her ble PCR-reaksjonen visuell i
form av flere grafer. Resultatene ble konkludert som enten positiv eller negativ for blaz-

genet.
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Amplification Plot
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Figur 16. Resultater fra sanntids-PCR-analysering av oppsett 1. x-aksen viser antall sykluser, mens y-aksen
viser amplifisert mengde av genet blaZ. Dersom en stamme inneholder genet blaZ vil mengden blaZ gke ved
antall sykluser, ettersom genet blir amplifusert, og det dannes en kurve. Dersom stammen ikke inneholder genet
blaz vil grafen veere flat. Threshold verdi ble satt til 50 000 ARn. Oppsett 1 inneholdt preve 1-1 til 1-53.

Figur 16 viser hvordan gkning i fluorescens utvikler seg i forskjellige praver under sanntids-
PCR. Tidlig gkning (i henhold til sykluser) indikerer hgyere konsentrasjon av malgenet.
Ettersom bakterieprgvene ble kjart i tre oppsett, ble det totalt tre plot (Se Appendix,
Supplementeer figur 1 og 2, for resten av oppsettene). Ca. 50 bakteriestammer ble analysert
for hvert oppsett. Stammene som fikk en graf med kurve inneholdt blaZ-genet, mens

stammene med flat graf inneholdt det ikke.

Etter at alle de tre oppsettene ble analysert ved sanntids-PCR, ble resultatene herfra
sammenlignet med resultatene fra de fenotypiske testene. Da viste det seg at to av stammene
awvviket i forhold til resultatene fra de fenotypiske testene versus resultatet fra sanntids-PCR.
Dette gjaldt stamme 1-58 og 1-82. Stamme 1-58 fikk sonediameteren malt til 13 mm med
skarp sonekant for lappediffusjon, ble positiv pa klgverbladtesten, men ble negativ for blaz-
genet pa sanntids-PCR. Stamme 1-82 fikk sonediameteren malt til 25 mm med skarp
sonekant, ble positiv pa klgverbladtesten, men ble ogsa negativ for blaZ-genet pa sanntids-
PCR. Det ble dermed bestemt at disse stammene fgrst skulle sas ut pa ny. Ettersom de
fenotypiske testene gav samme resultat som ved ferste vurdering, ble stammene reanalysert

pa sanntids-PCR. Etter andre analysering ble blaZ-genet pavist i begge stammene.
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46,2 %
53,8 %

Negativ Positiv

Figur 17. Forholdet mellom blaZ-negative og -positive stammer ved PCR. Andelen av stammer som enten er
positive eller negative for det benzylpenicillinresistente genet blaZ. Den bla delen er andel positive stammer

med pavist blaZ-gen, og den oransje er andel negative stammer.

Figur 17 viser forholdet mellom bakteriepraver med pavist blaZ-gen (46,2 %) og
bakteriepraver uten pavist blaz-gen (54,8 %).

4.4 Sammenligning av metoder
Da de fenotypiske metodene ble utfart, ble disse to metodene sammenlignet. Dette sees i

Figur 18. Etter at resultatene fra sanntids-PCR-analysen ble fremstilt, ble disse sammenlignet
med resultatene fra klgverblad og lappediffusjon. Teoretisk sett skulle de som var 26 mm
eller over ved lappediffusjon veert negative pa sanntids-PCR, og de under 26 mm veert
positive. Figur 19 viser hvordan dette forholdet ble for resultatene fra studien.
Klgverbladtesten viste seg a ha fullt samsvar med PCR-resultatene, og det er derfor ikke

presentert en egen figur for sammenligning av disse metodene i dette avsnittet.
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Figur 18. Klgverblad resultat mot lappediffusjon. x-aksen er diameteren i mm til bakteriestammene ved

lappediffusjon og y-aksen er antall bakteriestammer. De oransje stolpene representerer de stammene som var

positive ved klgverbladtest, og de bla stolpene viser til de stammene som var negative ved klgverbladtest. Den

stiplede linjen representerer det kliniske brytningspunktet.

Figur 18 illustrerer forholdet mellom malte diameter i mm ved lappediffusjon og
positiv/negativ klgverbladtest for alle bakterieprgvene. Ut ifra figuren kan det sees at det er
en prgve malt til 23 mm pa lappediffusjon som gav negativt resultat for resistens pa

klgverblad, og en prave malt til 29 mm pa lappediffusjon som gav positivt resultat pa

klgverbladtest.
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Figur 19. PCR resultater mot lappediffusjon. x-aksen er diameteren i mm til bakteriestammene ved
lappediffusjon og y-aksen antall bakteriestammer. De bla stolpene representerer de stammene som var negative
for blaZz-genet og de oransje stolpene viser til de positive for blaZ-genet ved sanntids-PCR. Den stiplede linjen

representerer det kliniske brytningspunktet.

Figur 19 viser fordelingen av positive og negative resultater pa sanntids-PCR mot starrelsen
pa sonediameteren. Figuren illustrerer to normalfordelinger som hovedsakelig bestar av
stammer positive og negative for blaZ, pa henholdsvis venstre og hgyre side. Fra denne
figuren ser man ogsa en stamme pa 23 mm som var negativ ved sanntids-PCR og en pa

29 mm som var positiv ved sanntids-PCR.

4.5 Statistiske sammenligninger
Etter at alle praktiske resultat var blitt fremlagt og vurdert, ble det utfert statistiske

beregninger for spesifisitet og sensitivitet. Dette ble gjort for @ sammenligne metodene og for
a kunne vurdere kvaliteten av metodene. Sanntids-PCR ble satt som gullstandard da denne
metoden er automatisert og teoretisk sett mest palitelig. Av den grunn ble resultater fra
lappediffusjon og klgverbladtesten sammenlignet mot gullstandarden sanntids-PCR. | tillegg

til sensitivitet og spesifisitet ble det beregnet positiv og negativ prediktiv verdi for metodene.
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Tabell 8. Forholdet mellom antall resistente og falsomme stammer pa lappediffusjon/klgverblad,

sammenlignet med resistente og fglsomme stammer pa sanntids-PCR. En stamme ble vurdert falskt fglsom,

og en stamme falskt resistent ved lappediffusjon. Ellers stemmer resultatene for de falsomme og resistente

stammene overens med hverandre. Forholdet mellom antall resistente og falsomme stammer pa klgverbladtest

er ogsa sammenlignet med resistente og falsomme stammer pa sanntids-PCR. Her stemmer alle resultatene

overens med hverandre.

Lappediffusjon Kloeverblad
Resistente Folsomme Sum Resistente | Felsomme Sum
Resistente 72 1 73 73 0 73
PCR |Folsomme 1 84 85 0 85 85
Sum 73 85 73 85

Tabell 8 illustrerer forholdet mellom stammer vurdert som faglsomme og resistente ved
lappediffusjon, sammenlignet med de samme stammene analysert ved sanntids-PCR for blaz-
genet. Det samme gjelder for klgverbladtesten. Fra denne tabellen ser man at de stammene
vurdert resistent/falsomme ved lappediffusjon og blaZ-positive/negative ikke stemmer
overens. Fra disse testene ble 73 stammer vurdert resistente ved sanntids-PCR, mens én av
disse ble avlest falsom ved lappediffusjon. For sanntids-PCR ble 85 stammer vurdert til
fglsomme, men én av disse ble avlest positiv ved lappediffusjon. For klgverbladtesten
stemmer alle stammene vurdert betalaktamasepositive/negative med blaZ-positive/negative
overens. Fra disse to testene ble 73 stammer da vurdert resistente og 85 stammer vurdert

fglsomme for benzylpenicillin.

Tabell 9. Oversikt over antall sanne resistente og sanne fglsomme, og antall falske resistente og falske
falsomme, i sammenligning av sanntids-PCR og lappediffusjon/klgverblad. Sanne resistente er antall
stammer som ble vurdert som resistente pa bade sanntids-PCR og lappediffusjon/klgverblad. Falske resistente er
antall stammer som ble vurdert som resistente pa lappediffusjon/klgverblad, men var negative pa sanntids-PCR.
Sanne fglsomme er stammer som ble vurdert falsomme for begge metoder, mens falske falsomme er stammer

som ble vurdert falsom pa lappediffusjon/klgverblad, men positiv pa sanntids-PCR.

PCR + lappediffusjon PCR + Kkleverblad
Sanne resistente 72 Sanne resistente 73
Sanne folsomme 84 Sanne felsomme 85
Falske resistente 1 Falske resistente 0
Falske folsomme 1 Falske folsomme 0
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Videre ser man pa Tabell 9 som fremstiller klgverblad- og lappediffusjons-resultatene, og
understreker de sanne resistente/falsomme mot de falske resistente/fglsomme med sanntids-
PCR brukt som gullstandard. Lappediffusjon gav 72 sanne resistente og én falskt resistent, og
84 sanne fglsomme og én falskt fglsom. Klgverbladtesten gav 73 sanne resistente svar og 85

sanne fglsomme svar nar sammenlignet med gullstandarden.

Tabell 10. Beregnet sensitivitet og spesifisitet for metodene lappediffusjon og klgverbladtest, inkludert

beregnet positiv og negativ prediktiv verdi.

Lappediffusjon Kleverblad
Sensitivitet 98.6 % Sensitivitet 100 %
Spesifisitet 98.8 % Spesifisitet 100 %
Positiv prediktiv Positiv prediktiv
verdi 98,6 % verdi 100 %

98.8 % 100 %

Tabell 10 viser til 98,6 % for sensitivitet og 98,8 % for spesifisitet ved bruk av den
fenotypiske metoden lappediffusjon. For klgverbladmetoden ble bade sensitivitet og
spesifisitet beregnet til 100 %. De samme verdiene beregnet for sensitivitet og spesifisitet, ses
ogsa for positiv og negativ prediktiv verdi for begge metodene. For lappediffusjon ble positiv
prediktiv verdi beregnet til 0,986, som tilsvarer 98,6 %, mens den negative prediktive verdien
ble beregnet til 0,988, som tilsvarer 98,8 %. For klgverblad ble begge verdiene beregnet til 1,
altsa 100 %.
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5. Diskusjon

Malet med denne studien var & gjennomfare en sammenligning av fenotypiske tester mot
genotypisk metode, for & undersgke palitelighet og kvalitet til de rutinemessige metodene for
resistenshestemmelse ved Haukeland Universitetssykehus, lappediffusjon og klgverbladtest.
For a vurdere kvalitet ble det derfor gjennomfart resistensbestemmelse pa 158 S. aureus
stammer ved hjelp av lappediffusjon, klgverblad og PCR, far det deretter ble beregnet
sensitivitet og spesifisitet for metodene. Gjennom studien har det kontinuerlig blitt gjort
vurderinger av bade skaler, kontroller og metodene generelt. Dette ble gjort for a sikre
kvaliteten av resultatene. Etter hvert som metodene gav resultater ble de sammenlignet
underveis, og det ble gjort vurderinger for om det var grunnlag for retesting av enkelte
stammer. Dette grunnlaget kunne f.eks. vaere kontaminasjon, utfordrende tolkning av
lappediffusjon, eller andre mulige feilkilder. For de tre manuelle parallellene fra malingen av
sonediameter pa lappediffusjon ble det beregnet prosentavvik for a se om det var stor
variasjon i malingene. BIOMIC-malingene ble ogsa sammenlignet med egne manuelle
malinger for & undersgke om det var variasjon, ettersom BIOMIC er den metoden som
benyttes i rutine ved Haukeland Universitetssykehus. Resultatene fra de fenotypiske
metodene ble sammenlignet med hverandre og med resultatene fra sanntids-PCR. Alt ble
utfgrt med bakgrunn for om sanntids-PCR burde bli innfert som rutine for

resistensbestemmelse av S. aureus.

5.1 Kontroll og kvalitet

Ved lappediffusjon ble den positive kontrollstammen godkjent for hvert oppsett, da den holdt
seg stabilt rundt en malverdi pa 15 mm og mellom kontrollgrensen 12-18 mm. Godkjente
kontroller betyr at ingen betydelige systematiske feil har oppstatt. For klgverbladtesten og
PCR ble ogsa kontrollene godkjent, da den positive og den negative kontrollen gav forventet
resultat, og blankprgven ble vurdert som negativ. Kvaliteten pa blodskalene var god, men
med varierende fortynning av bakterier. Alle skalene hadde dermed ikke like mange
enkeltkolonier, men veksten var brukbar da det ble jobbet med renkulturer og det ikke var
ngdvendig med enkeltkolonier for de videre metodene. Ved lappediffusjon ble det observert
en prgve hvor sonen hadde oval fasong og dermed darlig kvalitet. Det antas at dette kan
skyldes en tilfeldig feil, som for eksempel at antibiotikalappen har flyttet pa seg og dermed
gav ujevn diffusjon av benzylpenicillin. Retesting av stammen gav en rund og malbar sone av

bedre kvalitet. Korrekte og forventede verdier pa kontroller, samt god kvalitet pa resultater,
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underbygger troverdigheten og kvaliteten av den utferte studien - resultatene kunne altsa

benyttes til vurdering av metodene.

5.2 Kontaminering

Underveis i arbeidet ble det oppdaget at et frysemedium var blitt kontaminert. Dette ble
oppdaget ved at lappediffusjon av praven ikke sa ut som forventet da skalen hadde vekst
innad den tydelige sonekanten, helt inn mot antibiotikalappen. Blodskalen med utsadet ble
derfor funnet frem, og det var tydelig at det kunne vare to forskjellige bakterier i skalen. |
blodskalen befant det seg bade sma og store kolonier. De to ulike koloniene ble isolert pa
hver sin blodskal, og deretter analysert pa MALDI-TOF. Her viste det seg at de sma
koloniene var fra en gram-negativ bakterie som hadde kontaminert skalen, mens den starre
var S. aureus. Benzylpenicillin pavirker ikke vekst av gram-negative bakterier. Av den grunn
kunne den kontaminerende bakterien vokse inn mot antibiotikalappen. Etter MALDI-TOF
analyse kunne den isolerte skalen med S. aureus brukes videre. Denne observasjonen
tydeliggjer viktigheten av ngyaktig arbeid ved behandling av bakterier. Kontaminering av
bakteriepraver eller bakteriekulturer kan medfare feilaktige vurderinger, som igjen pavirker

valg og effektivitet av behandling.

5.3 Avlesning av fenotypiske tester

Ved vurdering av sonekant kunne det vare utfordrende a se om kanten var skarp eller diffus.
Noen stammer var tydelig diffuse, hvor vekst av kolonier medfgrte en ujevn og diffus
sonekant, mens andre var mer utfordrende a skille fra skaler med skarp sonekant. Stammene
med tydelig skarp sonekant var derimot mindre utfordrende & vurdere. Ved maling av
sonediameter viste det seg a veere mer krevende & male praver med diffus kant, ettersom det
var utfordrende a vurdere hvor grensen 13, og derfor ogsa hvor man skulle male. Dette farte
til hgyere variasjon mellom parallellene. Selv om klgverbladtesten ofte var enklere a avlese
enn lappediffusjon, var klgverbladene heller ikke alltid tydelige. Dette kan blant annet
skyldes lav produksjon av betalaktamase. Bade lappediffusjon og klagverblad er subjektive

metoder som kan medfgre utfordringer med tanke pa avlesning og vurdering av resultat.

5.4 Prosentavvik
For de tre manuelle parallellene og den semi-automatiske parallellen (BIOMIC) fra

lappediffusjon ble det beregnet prosentavvik. Grensen for prosentavvik for manuelle metoder
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blir ofte satt til 10 %, sa det er dette som tas utgangspunkt i. For fire av de fem stammene
med prosentavvik over 10 %, var arsaken at sonediameteren var liten og ikke pga. stor
variasjon i malingene. Prosentavviket for de fire stammene ble akkurat 10 %. Det var kun
prgve 1-85 der variasjonen i malingene var stor, og farte til et prosentavvik pa 20,8 %. Dette
kan skyldes at sonekanten var svert diffus og sa gjerne ut til & forandre seg etter hvordan
lyset traff skalen. Totalt var det altsa bare 0,6 % av malingene som hadde prosentavvik over

akseptabelt niva pa 10 % grunnet stgrre variasjon mellom parallellene.

5.5 Manuelle malinger mot BIOMIC

Ved maling av sonediameteren pa lappediffusjon ble alle malingene avrundet til hele tall.
Dette kan ha fart til ulike resultater pa parallellene, ettersom en maling kan vaere midt
imellom to hele tall. De korrigerte resultatene fra BIOMIC varierte noe med gjennomsnittet
til de tre manuelle parallellene. Ved maling av stammene med skarp sonekant, stemte
manuelle resultater godt overens med BIOMIC. Prgver med stor sone og diffus sonekant ble
ofte malt til starre enn det manuelle gjennomsnittet nar sammenlignet med den korrigerte
malingen pa BIOMIC (Figur 14). 42 % av BIOMIC sine korrigerte malinger var hgyere enn
gjennomsnittet av de manuelle parallellene. Bare 4 % av malingene pa BIOMIC var lavere
enn de manuelle malingene, mens 54 % stemte overens. Totalt var det nesten aldri mer enn

1 mm i forskjell mellom det manuelle gjennomsnittet og det korrigerte resultatet pa BIOMIC.
Det var kun tre diffuse stammer som hadde 2 mm i forskjell mellom det manuelle
gjennomsnittet og BIOMIC. For stamme 1-85, som nevnt var utfordrende & male, var
forskjellen 3 mm. Det kan vaere nyttig a veere oppmerksom pa at BIOMIC i mange tilfeller
farer til hgyere malinger enn avlesning med skyveleare. En tenkt konsekvens kan veere at en
resistensskal med sonediameter i grenseomradet 25 mm kan vurderes som fglsom ved maling
pa BIOMIC, men som resistent ved maling med skyvelare (uavhengig av vurdering av

sonekant og klgverbladtest).

5.6 Lappediffusjon og klgverblad

Fra Figur 10 og 11 ses det en uoverensstemmelse med 54,4 % og 45,6 % henholdsvis diffuse
og skarpe sonekanter, og 53,8 % og 46,2 % for henholdsvis sonediameter malt over/lik 26
mm og under 26 mm. Dette illustreres ogsa i Figur 12. Unntaket som forskyver statistikken er
stamme 21-1-7, som ble malt til 23 mm i diameter og med diffus sonekant. Denne ble vurdert

som resistent, selv om diffus sonekant er karakteristisk for sensitive stammer. | rutine ved
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Mikrobiologisk avdeling ved Haukeland Universitetssykehus ble denne stammen malt til 26
mm som samsvarer med bade diffus sonekant, negativ klgverbladtest og ikke detektert blaz-
gen ved PCR. Det at stammen ble malt til 23 mm kan eventuelt skyldes en tilfeldig feil i
oppsett av lappediffusjon. Det vil ogsa alltid vare en variasjon i hvert lappediffusjon-oppsett,
som kan fare til usikkerhet pa noen millimeter. | Figur 13 vises en oversikt over sonediametre
malt ved de forskjellige parallellene. Figuren viser hovedsakelig to normalfordelinger som
kan representere de sensitive og resistente stammene. Det vises en liten venstreforskyvning i
normalfordelingen til de stammene som kan antas resistente. Det er ogsa noen malinger som

oppstar mellom disse to normalfordelingene.

Klgverbladtesten kjgres parallelt med lappediffusjon, og fungerer i rutine pa Haukeland
Universitetssykehus som en ekstra bekreftelse for lappediffusjon dersom stammen vurderes
som falsom eller resultatet er usikkert. Figur 15 presenterer at det ble funnet 53,8 %
betalaktamasenegative stammer og 46,2 % betalaktamasepositive stammer. Pa Figur 10 ses
en annen prosentfordeling (45,6 % og 54,4 %) av resistente og fglsomme stammer ved
vurdering av sonekant. Dette betyr at avlest sonekant ved lappediffusjon ikke er samsvarende
med resultat ved klgverbladtesten, med to avvikende stammer. Hvis man bare ser pa
prosentdelen av betalaktamasenegative/positive ved klgverbladtesten (Figur 15) mot maling
av sonediameter ved lappediffusjon (Figur 11), stemmer disse overens. Hvis man derimot ser
pa stolpediagrammet i Figur 18 ser man tydelig at det er to stammer som viser motstridende
resultater. Arsaken til at Figur 11 og 15 viser til like prosentverdier, selv om det er to praver
som har gitt forskjellig resultat pa klgverbladtesten og vurdering av sonediameter, er at de to
prgvene har fatt omvendt resultat. En prave med positivt resultat pa klgverblad, men med
negativt pa lappediffusjon (1-71), samt en prgve med negativt resultat pa klgverblad, og

positivt pa lappediffusjon (21-1-7).

Stamme 1-71 ble malt til 29 mm i diameter med diffus sonekant, som tilsvarer en sensitiv
stamme. Ved klgverbladtesten ble stammen vurdert som svakt positiv, som kan tyde pa at
stammen produserte sveert lave mengder betalaktamase eller har induserbar
betalaktamaseproduksjon. Her kunne det veert enkelt & anta klgverbladtesten som negativ hvis
man ikke studerer veksten ngyaktig. Sanntids-PCR bekreftet ogsa tilstedevarelsen av blaZ-

genet for denne prgven. Den andre stammen som gav motstridende resultat var 21-1-7, da den
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ble vurdert til negativ pa klgverbladtest. Hadde denne dukket opp i rutine ville den

antakeligvis bare blitt vurdert pa lappediffusjon og antatt som resistent.

5.7 PCR mot fenotypisk

Ved sammenligning av de fenotypiske metodene med den genotypiske metoden (sanntids-
PCR) ses det godt samsvar. Resultatene fra klgverbladtest og sanntids-PCR stemte overens
ved testing av alle stammene, som vil si at klgverbladtesten maler opp med gullstandarden.
Dette kan ses i Figur 15, som illustrerer andel betalaktamasepositive og -negative stammer fra
klgverbladtesten, og Figur 17, som illustrerer blaZ-positive og -negative stammer fra PCR-
resultatene - begge figurene viser til lik andel positive og negative stammer for metodene.
Ved lappediffusjon derimot ble stamme 1-71 og 21-1-7 vurdert til det motsatte av sanntids-
PCR-resultatene (Figur 19). Dette medferte at én stamme ble vurdert som falskt resistent og
én stamme ble vurdert som falskt fglsom (Tabell 9). Arsaken til dette kan skyldes at det er
flere usikre momenter ved vurdering av lappediffusjon. Bade diameteren i mm og sonekanten
skal vurderes, noe som kan vare mer utfordrende a vurdere enn resultatene ved klgverblad,
hvor man kun ser pa vekst. Konsekvensen av feilvurderingene pa de fenotypiske testene i
praksis kan veere at en pasient far uegnet antibiotika. Stammen som ble vurdert som falskt
positiv ville ikke fatt alvorlige konsekvenser, da pasienten ville blitt behandlet med
kloksacillin i stedet for benzylpenicillin. Det er mer alvorlig at en stamme blir vurdert falskt
negativ, da benzylpenicillin ikke ville ha fungert til behandling av en pasient med infeksjon

av resistente bakterier.

Beregning av sensitivitet og spesifisitet (Tabell 10) for bade lappediffusjon og
klgverbladtesten tok utgangspunkt i den genotypiske metoden sanntids-PCR, da denne er satt
som gullstandard. Da klgverblad hadde 100 % korrelasjon med sanntids-PCR-resultatene, ble
den beregnede sensitiviteten og spesifisiteten for metoden 100 %. Den beregnede
sensitiviteten og spesifisiteten for lappediffusjon ble henholdsvis 98,6 % og 98,8 %. 1 tillegg
til sensitivitet og spesifisitet ble det beregnet positiv og negativ prediktiv verdi for a vurdere

andel faktisk korrekte pravesvar, ogsa sett i Tabell 10.
Resultatene fra denne studien viser altsa at klgverbladtesten har bade hgyere sensitivitet og
spesifisitet enn lappediffusjon. Lappediffusjon har fremdeles en hay beregnet sensitivitet og

spesifisitet, og kan ut fra denne studiens resultater anses som en tilstrekkelig og palitelig
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metode for resistensbestemmelse. Hgye beregnede verdier for positiv og negativ prediktiv
verdi for begge metodene underbygger i tillegg denne vurderingen. Klgverbladtesten er altsa
ut fra denne studiens resultat og beregninger en god metode for a kontrollere resultater fra

lappediffusjon.

5.8 Sammenligning med forskningslitteratur

Det ble ikke funnet like mange forskningsartikler som omhandlet klgverbladtesting, i forhold
til lappediffusjon. Ut ifra forskningsartiklene omtalt i Introduksjon var det bare forskning fra
Takayama et al. (4) og Kaase et al. (5) som har gjort statistiske beregninger pa begge
metodene. | motsetning til denne studien, hvor P1 antibiotikalapper ble anvendt, benyttet
Takayama et al. og Kaase et al. P10 antibiotikalapper. Takayama et al. beregnet sensitiviteten
til 50 % og spesifisitet til 100 % for lappediffusjon, mens Kaase et al. beregnet sensitiviteten
til 71,4 %. Begge studiene har beregnet betraktelig lavere verdier enn de beregnet fra
resultatene presentert i denne studien. Arsaken til dette kan veere at Takayama et al. og Kaase
et al. har brukt andre konsentrasjoner av penicillin, i tillegg til at det kliniske
brytningspunktet var satt til 28 mm, og ikke 26 mm som ble benyttet i denne studien. For
klgverbladtesten viste Takayama et al. til sensitivitet pa 50 % og spesifisitet pa 100 %, mens
for Kaase et al. hadde metoden en beregnet sensitivitet pa 67,8 %. Kaase et al. presenterte
ikke beregnet spesifisitet for noen av metodene. Ut ifra var studie ser man at det er beregnet
betydelig hayere sensitivitet og spesifisitet enn bade Takayama et al. og Kaase et al. for
begge metodene. Takayama et al. sin forskning inneholdt bare 1 % blaZ-positive stammer
som kan ha forarsaket de lave verdiene. Annen forskning, fra Russi et al. (7) og Papanicolas
et al. (6), har derimot beregnet hgyere sensitivitet for lappediffusjon til henholdsvis 93 % og
100 %. Russi et al. har i tillegg beregnet spesifisitet pa 97,4 %. Russi et al. og Papanicolas et
al. viser en starre korrelasjon til resultatene fra denne studien, enn studiene fra Takayama et
al. og Kaase et al. Forskningslitteraturen viser altsa til forskjellige resultater, hvor noen
underbygger vare resultater, mens andre er motstridende. Ingen av de nevnte artiklene over
hadde en identisk studie som var, da det var forskjeller i antibiotikakonsentrasjon, klinisk

brytningspunkt og prevalens av blaZ-genet blant prgvene.

5.9 Feilkilder
Selv om klgverbladtesten og lappediffusjon i denne studien viste til hgy spesifisitet og

sensitivitet, kan det likevel veare noen fordeler ved a innfare rutiner for blaZ-deteksjon ved
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sanntids-PCR. Bruk av sanntids-PCR kan eliminere en rekke manuelle feilkilder som kan
pavirke resultatet ved vurdering av lappediffusjon og klgverblad - gyemal, lys,
vurderingsevne, ngyaktighet, dagsform til vedkommende som vurderer og maler mfl. Da
dette er manuelle metoder er det ogsa feilkilder knyttet til oppslemming, utsaing og oppsett
av resistensskaler. 1 tillegg til at sanntids-PCR er en automatisk metode med generelt faerre
eventuelle feilkilder, kan det ogsa vere en nyttig og effektiv metode ved tidsnad.
Klgverbladtesten ma inkubere i 16-20 timer fgr den kan avleses, mens resultater fra sanntids-
PCR kan hentes ut og observeres etter ca. 1 time. Feil hos de manuelle metodene kan derimot
vaere lettere & fange opp ettersom de kan komme tydelig frem, mens for den automatiske
metoden kan det veere vanskeligere & oppdage hvor i prosessen feilen har oppstatt. For de
manuelle metodene var det derfor lettere a fange opp feil pa de enkelte testene av hver enkelt
stamme, mens for sanntids-PCR, som er en automatisk metode hvor flere prgver analyseres

samtidig, var det vanskeligere & vurdere hvilke stammer som kan ha fatt feil resultat.

Som omtalt i Resultat, ble det etter PCR-analyse observert at stamme 1-58 og 1-82 gav ulikt
resultat i forhold til de fenotypiske metodene. Etter retesting samsvarte resultatene for bade
PCR og de fenotypiske metodene. Denne forskjellen skyldes antakelig en tilfeldig feil ved
farste oppsett. Det kan derfor ikke utelukkes at denne feilen kan ha gjentatt seg. Fglgene av
dette vil veere at flere stammer skulle ha blitt positive for blaZ-genet pa sanntids-PCR, enn

det antallet som er representert her.
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6. Konklusjon

S. aureus er en klinisk relevant bakterie med stor utbredelse blant bade mennesker og dyr.
Resistensutvikling blant denne bakteriearten har blitt en global utfordring, da dette medfarer
problematikk ved antibiotikabehandling. Feilvurdering av bakteriens resistensmekanisme kan
medfare at anibiotikabehandlingen ikke fungerer, og det vil ta lengre tid for pasienten a bli
frisk. Malet med denne studien var derfor & sammenligne de fenotypiske metodene
lappediffusjon og klgverbladtest mot den genotypiske metoden PCR, for & undersgke om
PCR burde innfgres som rutine for resistensbestemmelse av S. aureus for sikker
diagnostisering. Tidligere forskning har brukt ulike teknikker og prinsipper, og dette har gitt
varierende resultater. Resultatene fra denne studien er relativt gode for de fenotypiske

metodene, sammenlignet med de andre studiene.

Klgverbladtest- og PCR-resultatene stemte overens for alle de 158 stammene. Sensitiviteten
og spesifisiteten for klgverblad ble beregnet til 100 %, som underbygger metodens
kredibilitet. Ettersom sensitivitet og spesifisitet for lappediffusjon ble tilneermet 99 %, tyder
dette pa at ogsa denne metoden er palitelig og kan benyttes til resistenshestemmelse. Dersom
et lappediffusjons-resultat er vanskelig & vurdere, eller er pa grensen mellom resistent eller
falsom, skal det veere tilstrekkelig & utfgre klgverbladtest ettersom denne ifalge studiens
resultater skal gi samme svar som en sanntids-PCR-analyse. De fenotypiske metodene er
billigere og mindre ressurskrevende enn sanntids-PCR-analysen, og derfor vil disse vere a

foretrekke.

Ifalge studiens resultater vil ikke sanntids-PCR veere kritisk & innfgre som tilleggsanalyse
eller overta for de fenotypiske testene, ettersom klgverbladtesten viste seg a ha 100 %
korrelasjon med PCR. Derimot kan det vurderes a innfgre PCR-metoden for & imgtekomme
mottoet til Mikrobiologisk avdeling “raske relevante resultater.” Da oppsett av klgverbladtest
vil ta en hel ekstra dag, kan det vurderes a kjare blaZ-analyse pa hastepraver. Dette vil
medfare raskere svar og starre andel behandling rettet mot bruken av smalspektret

antibiotikum.
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8. Appendix

Vedlegg 1: Metodebeskrivelse ved bruk av BIOMIC.

For & analysere MH-skaler pd BIOMIC velges forst “Test” gverst til venstre i bildet og
deretter “Rapid batch test”. Staphylococcus aureus velges som organisme, og
“Studentprosjekt” som Drug Panel. Under “Specimen nummer” noteres provenummer pa alle
skaler som skal analyseres, for en trykke p& “OK”. Deretter velges “Testing center” i
hovedmenyen og “Batch Specimen”. Under “Initial” skrives initialene til den som analyserer
platen. Praven som gnskes analysert markeres ved a trykke pa prevenummeret i listen. Nar
dette er gjort kan skalen plasseres i analyseskuffen med sonen opp mot pilen pa maskinen, og
skyves inn i instrumentet. Eventuelt rusk eller stav tarkes bort med lofritt papir far skalen blir
plassert i skuffen. “Read Plate” velges for & fa frem bildet av skalen. Avlesningen gjares ved
a justere maleringen rundt sonekanten. Til slutt velges “Review results” for & lagre resultatet.
Skuffen dras ut og skalen byttes ut med neste som skal analyseres. Nummeret pa neste skal
velges i listen, og samme prosedyre gjentas. For a lagre alle resultatene markeres nederste
prove i listen, hoyreklikk og velg “select all above”, hayreklikk igjen og dermed “Move to
past”. Fjern den nederste haken for “Transfer results to LIS om denne er markert, og trykk

‘COK’i.

Supplementeer tabell 1: Tillaging av PCR-mastermiks med reagenser for 1 prgve og 61
praver.

Reagens Til 1 prgve: Mengde (L) Til 61 praver: Mengde (L)
Premix Extaq HS (TaKaRa) | 12,5 763

blaZ F2-primer (10 uM 1 61

l@sning)

blaZ R-primer (10 uM 1 61

lgsning)

blaZz-Pb 0,5 30,5

Vann (PCR-grade) 8 488
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Supplementeer figur 1 og 2: PCR-resultat for oppsett 2 og 3.
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Figur 1. Resultater fra PCR-analysering av oppsett 2. x-aksen viser antall sykluser, mens y-aksen viser
amplifisert mengde av genet blaZ. Dersom en stamme inneholder genet blaZ vil mengden blaZ gke ved antall
sykluser, ettersom genet blir amplifusert, og det dannes en bayd kurve. Dersom stammen ikke inneholder genet
blaz vil kurven veere flat. Threshold verdi ble satt til 50 000 ARn. Oppsett 2 inneholdt prgve 1-54 til 2-6.
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Figur 2. Resultater fra PCR-analysering av oppsett 3. x-aksen viser antall sykluser, mens y-aksen viser
amplifisert mengde av genet blaZ. Dersom en stamme inneholder genet blaZ vil mengden blazZ gke ved antall
sykluser, ettersom genet blir amplifusert, og det dannes en bayd kurve. Dersom stammen ikke inneholder genet
blazZ vil kurven veere flat. Threshold verdi ble satt til 50 000 ARn. Oppsett 2 inneholdt prave 2-7 til 21-1-7.
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Supplementaer tabell 2: Radata.

Tabell 2: Resultater fra lappediffusjon (manuell og BIOMIC), klgverbladtesten og PCR-analyse.

Lappediffusjon
Student Student
Stamme 1
Negativ
kontroll
18/1/21
Positiv
kontroll
18/1/21 16 16
1-1 12 12
1-2 19 19
1-3 13 13
1-4 18 17
1-5 11 11
1-6 31 30
1-7 34 34
1-8 33 33
1-9 32 32
1-10 32 32
Negativ
kontroll
19/1/21
Positiv
kontroll
19/1/21 16 16
1-11 14 14
1-12 15 14
1-13 11 11
1-14 11 11
1-15 31 30
1-16 31 30
1-17 12 12

Student

16
12
19
13
17
11
31

34
32
32

31

16
13
14
11
11
30
30
11

Sonekant

Gjennom
Skarp/diffus

16 Skarp
12 Skarp
19 Skarp
13 Skarp
17 Skarp
11 Skarp

31 Diffus

Diffus
34 dobbelsone

33 Diffus

32 Diffus

Diffus,
vanskelig &
32 vurdere

16 Skarp
14 Skarp
14 Skarp
11 Skarp
11 Skarp
30 Diffus
30 Diffus
12 Skarp

Klgverblad-
test

Positiv/
negativ

Negativ

Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv

Negativ

Negativ
Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ

Positiv

BIOMIC

13
19
14
17
11
28

30
29
28

28

Auto Manuell

12
19
13
17
11
32

35
33
32

32

14
14
11
11
30
31
12

BlaZz
PCR

Positiv/
negativ

Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv

Negativ

Negativ
Negativ

Negativ

Negativ

Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ

Positiv
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1-18
1-19
1-20

Negativ
kontroll
20/1/21

Positiv
kontroll
20/1/21

1-21
1-22
1-23
1-24
1-25
1-26
1-27
1-28
1-29
1-30
1-31
1-32
1-33
1-34
1-35
1-36
1-37
1-38
1-39
1-40
1-41
1-42
1-43
1-44
1-45
1-46

21
14
13

16
32
32
21
13
29
22
22
13
31
31
29
13
29
32
21
31
31
33
33
14
31
33
30
13
11
13

20
13
12

16
31
32
20
14
30
22
22
13
30
30
30
12
29
31
20
30
31
32
32
13
31
33
31
12
11
12

20
14
12

16
31
32
21
14
29
22
22
13
30
31
30
13
29
31
21
31
31
33
32
13
30
33
30
12
11
12

20 Skarp
14 Skarp
12 Skarp

16 Skarp
31 Diffus
32 Diffus
21 Skarp
14 Skarp
29 Diffus
22 Skarp
22 Skarp
13 Skarp
30 Diffus
31 Diffus
30 Diffus
13 Skarp
29 Diffus
31 Diffus
21 Skarp
31 Diffus
31 Diffus
33 Diffus
32 Diffus
13 Skarp
31 Diffus
33 Diffus
30 Diffus
12 Skarp
11 Skarp
12 Skarp

Positiv
Positiv

Positiv

Negativ

(Positiv)
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv

Positiv

21
14
12

32
32
21
14
28
22
22
13
31
32
31
13
30
31
21
32
32
33
33
14
31
33
31
12
11
13

Positiv
Positiv

Positiv

Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv

Positiv
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1-47
1-48

1-49

1-50

Negativ
kontroll
26.01.21

Positiv
kontroll
26.01.21

1-51
1-52
1-53
1-54
1-55
1-56
1-57
1-58
1-59
1-60

Negativ
kontroll
27.01.21

Postiv
kontroll
27.02.21

1-61
1-62
1-63
1-64
1-65
1-66
1-67

13
11

32

31

17

32
32
32
29
31
21
14
13
12
21

15
33
31
30
31
29
29
31

12
10

32

32

17

31
33
32
30
30
21
14
13
12
21

15
33
31
30
31
30
29
31

13
11

33

31

18

32
33
32
29
30
21
14
14
12
21

16
32
32
30
31
29
29
31

13 Skarp

11 Skarp

Diffus
dobbeltson
32 e

Diffus
dobbeltson
3l e

17 Skarp

Diffus
dobbeltson
32 e

33 Diffus
32 Diffus
29 Diffus
30 Diffus
21 Skarp
14 Skarp
13 Skarp
12 Skarp
21 Skarp

15 Skarp
33 Diffus
31 Diffus
30 Diffus
31 Diffus
29 Diffus
29 Diffus
31 Diffus

Positiv

Positiv

Negativ

Negativ

Negativ

Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv

Positiv

Negativ

Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ

Negativ

29

29

29
29
29
27
28
22
15
14
12
22

29
28
28
28
26
26
28

13
11

33

32

33
33
34
31
32
21
15
14
13
22

33
32
31
32
30
29
31

Positiv

Positiv

Negativ

Negativ

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Negativ
Positiv

Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ

Negativ

56



1-68 12
1-69 32
1-70 12
1-71 29
1-72 13
1-73 13
1-74 30
1-75 12
1-76 28
1-77 12
1-78 12
1-79 11
1-80 30

Negativ

kontroll

31.01.21

Positiv

kontroll

31.01.21

) 15
1-81 25
1-82 25
1-83 30
1-84 30

24
vanskeli

1-85 g alese
1-86 10
1-87 11
1-88 28
1-89 31
1-90 29
1-91 31
1-92 12
1-93 20
1-94 29

12
31
12
29
13
12
30
12
29
12
12
11
30

15
25
24
30
30

28
10
11
28
32
29
31
12
20
29

13
31
12
29
13
13
30
13
29
13
12
11
29

15
25
25
31
31

26
10
11
29
31
29
31
12
20
29

12 Skarp
31 Diffus
12 Skarp
29 Diffus
13 Skarp
13 Skarp
30 Diffus
12 Skarp
29 Diffus
12 Skarp
12 Skarp
11 Skarp
30 Diffus

15 Skarp
25 Skarp
25 Skarp
30 Diffus
30 Diffus

26 Diffus
10 Skarp
11 Skarp
28 Diffus
31 Diffus
29 Diffus
31 Diffus
12 Skarp
20 Skarp
29 Diffus

Positiv
Negativ
Positiv
(Positiv)
Positiv
Positiv
Negativ
Positiv
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv

Negativ

Negativ

Positiv
Positiv
Positiv
Negativ

Negativ

Negativ
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv

Negativ

28
12
27
14
12
27
13
26
12
11
12
26

24
23
28
28

26
10
11
28
28
26
28
11
21
27

12
32
12
29
13
13
29
12
28
12
12
11
30

25
24
31
31

29
10
11
29
32
29
31
12
20
30

Positiv
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Positiv
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv

Negativ

Positiv
Negativ
Negativ

Negativ

Negativ
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv

Negativ
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1-95
1-96
1-97
1-98
1-99
1-100

Negativ
kontroll
1.2.21

Positiv
kontroll
1.2.21

2-1
2-2
2-3
2-4
2-5
2-6
2-7
2-8
2-9
2-10

Negativ
kontroll
2.2.21

Positiv
kontroll
2.2.21

2-11
2-12
2-13
2-14
2-15
2-16
2-17
2-18
2-19

30
30
12
28
29
33

16
32
29
30
19
19
19
13
19
11
12

16
31
31
29
11
29
30
12
31
13

30
29
12
28
29
33

16
32
30
31
19
19
18
13
19
11
13

15
31
31
30
10
29
30
12
31
12

31
30
12
28
29
33

16
32
29
31
20
19
19
14
19
12
13

16
31
32
30
11
29
30
13
30
13

30 Diffus
30 Diffus
12 Skarp
28 Diffus
29 Diffus
33 Diffus

16 Skarp
32 Diffus
29 Diffus
31 Diffus
19 Skarp
19 Skarp
19 Skarp
13 Skarp
19 Skarp
11 Skarp
13 Skarp

16 Skarp
31 Diffus
31 Diffus
30 Diffus
11 Skarp
29 Diffus
30 Diffus
12 Skarp
31 Diffus
13 Skarp

Negativ
Negativ
Positiv

Negativ
Negativ

Negativ

Negativ

Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv

Positiv

Negativ

Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ*
Negativ
Positiv
Negativ

Positiv

28
28
12
26
27
30

29
26
28
20
20
20
12
18
11
13

31
30
12
29
30
34

32
30
32
20
19
19
14
19
12
13

32
32
29
11
28
30
13
31
12

Negativ
Negativ
Positiv

Negativ
Negativ

Negativ

Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv

Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Positiv

Negativ
Negativ
Positiv

Negativ

Positiv
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2-20
2-21
2-22
2-23
2-24
2-25
2-26
2-27
2-28
2-29
2-30

Negativ
kontroll
03.02.21

Positiv
kontroll
03.02.21

2-31
2-32
2-33
2-34
2-35
2-36
2-37
2-38
2-39
2-40
2-41
2-42
2-43
2-44
2-45
2-46
2-47
2-48

10
11
29
13
29
31
31
31
29
32
30

16
13
15
32
31
13
12
16
12
31
32
32
29
29
12
34
10
11
30

11
11
29
12
30
31
31
31
29
32
29

16
13
14
32
32
12
12
16
11
30
32
32
29
29
12
34
10
11
30

11
12
30
13
29
31
31
31
29
32
30

16
14
15
32
32
13
12
16
12
30
32
32
30
29
13
34
10
12
30

11 Skarp
11 Skarp
29 Diffus
13 Skarp
29 Diffus
31 Diffus
31 Diffus
31 Diffus
29 Diffus
32 Diffus
30 Diffus

16 Skarp
13 Skarp
15 Skarp
32 Diffus
32 Diffus
13 Skarp
12 Skarp
16 Skarp
12 Skarp
30 Diffus
32 Diffus
32 Svak Diffus
29 Diffus
29 Diffus
12 Skarp
34 Diffus
10 Skarp
11 Skarp
30 Diffus

Positiv

Positiv

Negativ
Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ

Negativ

Negativ

Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Positiv
Positiv

Negativ

13
15
28
29
13
13
17
12
28
28
28
27
26
13
31
10
12
28

11
12
29
13
30
31
31
31
29
32
30

14
15
33
32
13
13
16
12
31
32
32
30
30
13
35
11
12
31

Positiv

Positiv

Negativ
Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ

Negativ

Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Positiv
Positiv
Positiv
Positiv
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv
Negativ
Positiv
Positiv

Negativ
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2-49
2-50
2-51

Kontrolle
r fra
02.02.21

21-1-1
21-1-2
21-1-3
21-1-4
21-1-5
21-1-6
21-1-7

14
13
13

29
27
27
29
19
28
23

14
13
13

29
27
27
28
19
28
24

15
13
14

29
27
27
29
19
27
23

14 Skarp
13 Skarp
13 Skarp

29 Diffus
27 Diffus
27 Diffus
29 Diffus
19 Skarp
28 Diffus
23 Diffus

Positiv
Positiv

Positiv

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Positiv

Negativ

Negativ

26
25
26
26
19
26
23

15 Positiv
14 Positiv
14 Positiv

29 Negativ
27 Negativ
27 Negativ
29 Negativ
20 Positiv
28 Negativ
24 Negativ
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