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Abstrakt

Urinvégsinfektioner ar en av de vanligaste typerna av infektion, dar Proteus mirabilis ingér bland de
orsakande bakterierna. Utvecklingen av antibiotikaresistens hos bakterier dr ett vixande problem
globalt och korrekt antibiotikaresistensbestamning ar viktigt for framgangsrik behandling av bakteriella
infektioner. Diskdiffusionstest dr en vanlig resistens-bestamningsmetod pa kliniska laboratorium och
ger generellt ett lattolkat resultat. Ibland kan dock avvikande fenomen som dubbelzoner forekomma,
till exempel hos P. mirabilis med ceftazidim. For nidrvarande saknas riktlinjer for tolkning av denna typ
av dubbelzonfenomen och prevalensen ar okdnd hos kliniska isolat. Syftet med denna studie var att
undersoka prevalensen av dubbelzonfenomenet hos gramnegativa stavar isolerade fran kliniska
urinprover. Resistensbestdimning utfordes pa totalt 246 kliniska isolat med diskdiffusionstest enligt
metod frdn European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Tvéa isolat som tidigare visat
fenomenet, P. mirabilis LKK-28 och LKK-30, anvindes som positiva kontroller. Bland de 246 isolat som
analyserades uppvisade inget dubbelzonfenomenet. Daremot uppticktes att en av kontroll-stammarna
forlorade fenomenet 6ver tid. Konklusionen blev att prevalensen av dubbelzonfenomenet ar <0,4%
bland de kliniska isolat som inkluderades i denna studie. Vidare undersokning av skillnaden mellan

LKK-28 och LKK-30 kan leda till fordjupad forstaelse av mekanismerna bakom dubbelzonfenomenet.
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Introduktion

Urinvégsinfektion (UVI) &ar en vanlig orsak till vardbesok i Sverige och i resten av varlden. Globalt
drabbas 150 miljoner ménniskor varje ar av en urinvagsinfektion, framfor allt kvinnor, dar 6ver halften
far en symtomgivande UVI vid négot tillfille i livet (1, 2). Bland dessa kvinnor far cirka en fjardedel
dterkommande infektioner. UVI innefattar infektion i nedre urinviagarna (cystit och uretrit), infektion i
ovre urinvigarna (pyelonefrit) samt asymtomatisk bakteriuri. Man kan dven drabbas av prostatit i
samband med UVI (3). Recidiverande urinvéigsinfektion definieras som minst tvd antibiotika-
behandlade UVI under det senaste halvaret eller minst tre det senaste ret. Ovriga fall riknas som
sporadiska infektioner. Ytterligare indelning gors utifran huruvida patientens urinvigar dr normala eller
inte. Om patienten har normala urinvégar ir infektionen okomplicerad medan den ar komplicerad om
urinvdgarnas struktur och funktion ar avvikande, exempelvis pad grund av tumor eller kateter. Den
vanligaste orsaken till UVI hos bade mén och kvinnor ar uropatogena Escherichia coli (UPEC) vilken
rdknas som en primarpatogen art. Dar ingér dven Staphylococcus saprophyticus som ar vanlig bland
kvinnor i fertil alder. De sekundérpatogena arterna, bland andra Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus

och Proteus, ar vanligare vid recidiverande-, komplicerade- och vardrelaterade infektioner (1).

En urinvégsinfektion startar vanligtvis med att en uropatogen fran tarmfloran koloniserar uretra och
migrerar upp till urinbldsan (4). Kolonisation av urinviagarna mojliggors av adhesiner som formedlar
bindning till epitelet i urinviagarna. De bakterier som &r orsak till komplicerade urinvagsinfektioner, till
exempel Proteus mirabilis och Enterococcus spp, bildar ofta biofilm i katetrar och urinvigarna vilket
bidrar till kolonisering samt skydd mot immunforsvaret och antimikrobiella &mnen (5, 6). For att
undvika virdens immunfdrsvar kan uropatogener dven forandra sin morfologi och invadera epitelceller.
Bakterierna kan tillverka toxiner och proteaser som orsakar skada i vdvnaden och darmed frigor
niaringsimnen. Bakterierna kan sedan migrera vidare upp till njurarna déar toxinerna orsakar
vavnadsskada. Om infektionen inte behandlas och bakterierna tar sig genom njurepitelet till blodbanan

kan det leda till bakteriemi och urosepsis (5).

Antibiotikaresistens hos bakterier ar ett vixande problem globalt och utgor ett stort hot mot ménniskors
hilsa och liv. Under 2019 beriknas cirka 4,95 miljoner dodsfall varlden 6ver ha varit associerade till
antibiotikaresistens, varav 1,27 miljoner direkt kan harledas till resistenta bakterier. Varst drabbade &ar
laginkomstlander (7). I Europa upptiacktes nistan 700 000 infektioner orsakade av antibiotika-
resistenta bakterier under 2015, varav cirka 33 000 dodsfall registrerades (9). Antibiotikaresistens-
utvecklingen kan dven fa samhéllsekonomiska konsekvenser. Fran ar 2018 till 2050 ber#knas kostnaden
for samhillet bli 16 miljarder kronor i Sverige (9). Drygt 11 ooo fall av anmilningspliktig
antibiotikaresistens hos bakterier rapporterades I Sverige 2021. Detta innefattar Enterobacteriaceae
med extended spectrum betalactamase (ESBL) samt karbapenem-nedbrytande enzymer (CARBA),
meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA), pneumokocker med nedsatt kanslighet for
penicillin (PNSP) och vankomycinresistenta Enterococcus faecalis och Enterococcus faecium (VRE)
(10). Bland de multiresistenta bakterier som Varldshilsoorganisationen (World Health Organisation,

WHO) anser utgor storst hot mot den globala hilsan ingir flera bakterier vilka kan orsaka



urinvagsinfektioner, inklusive E. coli och Klebsiella spp (11). Dessa bakterier kan inneha kromosomala-

eller plasmidkodade betalaktamaser som ger resistens mot flera betalaktamantibiotika (1).

Okomplicerad cystit hos kvinnor kan behandlas med antibiotika utan foregdende urinodling eller
snabbtest. I 6vriga fall, till exempel vid misstanke om pyelonefrit, om patienten dr man eller gravid
kvinna, behover urinodling med bestimning av art och resistens genomféras (1). Antibiotika-
resistensbestdmning kan goras med fenotypiska odlingsmetoder eller nukleinsyrabaserade genotypiska
metoder. Fenotypisk resistensbestimning bygger pa analys av bakteriens tillvaxt i nérvaro av
antimikrobiella medel, medan genotypisk resistensbestimning gors genom identifiering av resistens-
gener eller mutationer. Eftersom de genotypiska metoderna endast detekterar forekomst av kidnda
resistensgener maéste resultatet verifieras med en fenotypisk metod for att inte missa resistens orsakad
av nya mutationer (12). Diskdiffusionstest dr en vanlig resistensbestimningsmetod pa kliniska
laboratorium. Det ar en fenotypisk metod som baseras pa att bakterieisolat odlas ut pa agarplattor. Pa
plattorna appliceras dven antibiotikaindrankta filterlappar och agarplattorna inkuberas 6ver natten i
viarme. Nista dag avldses de si kallade hidmningszonerna som bildats pa grund av frénvaro av
bakterietillvaxt runt antibiotikalapparna. Zondiametern mits och jamférs mot brytpunktstabeller for
att faststilla bakteriernas kianslighet mot respektive antibiotika. Detta bidrar till att patientens infektion

kan behandlas korrekt (1, 13).

Med diskdiffusionsmetoden fés i vanliga fall vilavgrinsade, homogena hamningszoner som ar enkla att
tolka. Ibland kan dock avvikande fenomen finnas vid avlasning. Ett sidant exempel ar dubbelzoner,
vilka kdnnetecknas av en zon med bakterievixt ndrmast antibiotikalappen och utanfér denna en
hamningszon dar inga bakterier vixer. Detta fenomen har bland annat observerats hos Aeromonas spp
med trimetoprim-sulfametoxazol samt hos Haemophilus influenzae med amoxicillin-klavulansyra (14).
I bada dessa fall ingér tva antibiotika som anvinds i kombination for att uppna en synergistisk effekt
(15, 16). En forklaring till att dubbelzonerna uppstér ar att antibiotikan diffunderar ut i agarn med olika
hastighet och att synergismen far full effekt i den yttre zonen dir bakterietillvixt saknas. Enligt

riktlinjerna for resistensbestdmning ska den yttre zonen matas vid avlasning (14).

I rutindiagnostiken pa klinisk mikrobiologi, Norrlands universitetssjukhus (NUS), har det observerats
att dubbelzoner kan formas dven runt antibiotikadiskar som endast innehéller en substans, till exempel
ceftazidim med P. mirabilis. Riktlinjer for avlisning av denna typ av dubbelzonfenomen saknas pé
grund av otillrackligt kunskapsunderlag och prevalensen hos kliniska prover ar hittills okdnd. Syftet
med denna studie var att undersoka prevalensen av dubbelzonfenomenet hos gramnegativa stavar
isolerade fran kliniska urinprover som en del i ett pagdende forskningsprojekt for att kartligga de

molekyldra mekanismerna bakom fenomenet.



Material och metoder

Bakterieisolat

Alla gramnegativa stavar som isolerats vid rutindiagnostik for urinodling vid Klinisk mikrobiologi, NUS,
Umea, Sverige, mellan 2023-03-27 — 2023-04-17 inkluderades i denna studie. Totalt analyserades 246
kliniska isolat. Dessutom inkluderades sju kontrollisolat som anvidnds for kontroll av multipoint-
metoden vid urinodling. P. mirabilis LKK-28 och LKK-30 anvindes som positiva kontroller for
dubbelzonfenomenet (Tab. 1). Vid projektets start odlades isolaten ut frin -80°C och nya utstryk

utfordes fran foregdende platta en géng i veckan for att ha farska kulturer.

Resistensbestimning

Bestimning av antibiotikaresistens utfordes enligt riktlinjer for diskdiffusionsmetod frdn European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (13) pa samtliga bakterieisolat.
Bakteriekolonier togs fran Cystine Lactose Electrolyte Deficient (CLED)-plattor (Teknisk biokemisk
enhet (TBK), NUS, Ume4, Sverige) som inneholl 25 isolat per platta. Kolonierna suspenderades till 0,5
McFarland-standard i saltlosning (0,9% NaCl) och inokulaten stroks ut pd Mueller-Hinton (MH)
agarplattor (TBK) inom 15 min. P4 varje platta applicerades inom 15 min efter inokulation fyra
antibiotikalappar, ndmligen Oxoid Antimicrobial Susceptibility Test Discs (ThermoFischer Scientific,
Waltham, MA, USA). Dessa innehéll 10 ug ceftazidim (CAZ), 5 pg cefotaxim (CTX), 10 pg gentamicin
(CN) respektive 5 pg ciprofloxacin (CIP). Agarplattorna inkuberades 16-20 tim vid 35°C. Plattorna

bedomdes visuellt for att se om dubbelzonfenomenet forekom hos isolaten.

Etiska overviaganden

I denna undersokning anvindes endast bakterieisolat fran kliniska prover. Dessa kunde inte kopplas till
patienternas personuppgifter. Proverna analyserades forst av personalen pa Klinisk mikrobiologi vilket
innebar att patienternas provresultat inte paverkades av denna undersokning. Provmaterialet ansags

darfor etiskt forsvarbart att anvéanda.



Resultat

Forekomst av dubbelzonfenomen hos kliniska isolat

Totalt 246 kliniska isolat analyserades och inget av dessa uppvisade dubbelzonfenomenet vid
resistensbestimning med ceftazidim eller 6vriga antibiotika som inkluderades. Detta motsvarar en
prevalens pa <0,4%. Av isolaten som undersoktes utgjorde E. coli 64% och resterande gramnegativa

stavar 36% (Tab. 2). Totalt ingick 15 Proteus-isolat varav 12 var P. mirabilis.

Forekomst av dubbelzonfenomen hos kontrollstammar for urinodling
Bland de kontrollstammar som anvénds vid rutindiagnostik pa urinodlingslab ingick fem isolat av E.
coli, ett av Klebsiella aerogenes och ett av P. mirabilis (Tab. 1). Inget av dessa isolat uppvisade

dubbelzonfenomenet vid resistensbestdmning,.

Dubbelzonfenomen o6ver tid hos positiva kontrollstammar

Under studieperioden utfordes resistensbestimning vid sammanlagt 15 tillfillen. Vid varje tillfille
inkluderades tva kontrollstammar, LKK-28 och LKK-30, for att sdkerstilla odlingsférhallandena for
dubbelzonfenomenet. LKK-30 uppvisade fenomenet vid samtliga 15 avldsningstillfdllen i niarvaro av
ceftazidim (Fig. 1). Fenomenet forekom efter resistensbestimning med ceftazidim vid 9 av 15
avlasningstillfillen hos LKK-28. Dubbelzonen forsvann forst vid det attonde tillfallet, fem dagar efter
senaste nya utstryk av kontrollstammen pad CLED-platta, men uppvisades igen ndastkommande tva

avlasningstillfallen. Darefter slutade LKK-28 helt att uppvisa dubbelzonfenomenet (Tab. 3).



Diskussion

Antibiotikaresistensbestimning ar ett viktigt verktyg for att effektivt kunna behandla infektioner.
Diskdiffusion dr en fenotypisk metod for resistensbestimning som ar enkel att utfora och anvands pa
ménga kliniska laboratorier. De resulterande hamningszonerna ar vanligtvis tydliga och littolkade,
men, i vissa fall uppstdr ovanliga fenomen som kan forsvéra tolkningen, som med P. mirabilis och
ceftazidim. I denna studie screenades kliniska isolat for férekomst av fenomenet for att kunna faststilla
dess prevalens. Eftersom resistensbestimning for ceftazidim endast utfors pa ett fital kliniska prover,
framst for allvarligt sjuka patienter diar misstanke om pyelonefrit eller sepsis finns, ar det av stor vikt att

utfora en systematisk screening for att undersoka prevalensen for fenomenet.

Resistensbestdmningen av de 246 kliniska isolaten fran urinprover visade att dubbelzonfenomenet inte
noterades hos nigot av dessa isolat. Detta motsvarar en prevalens pa <0,4%. Proteus utgjorde endast
en liten andel av de bakterieisolat som undersoktes, vilket motsvarar en forvantad niva eftersom Proteus
hor till de sekundirpatogena arterna fér UVI (1). Det dr mojligt att isolat som uppvisar dubbelzon-
fenomenet hade kunnat hittas om fler prover hade undersokts. For att kunna inkludera fler P. mirabilis
i denna studie skulle ett stérre antal kliniska isolat ha behovts analyseras, vilket i detta fall inte var

mojligt pa grund av begriansad tid.

Beskrivningar av dubbelzonfenomenet ar hittills sillsynta i litteraturen. EUCAST tar endast upp
dubbelzoner vid resistensbestimning av Aeromonas spp och H. influenzae med trimetoprim-
sulfametoxazol respektive amoxicillin-klavulansyra (14) som anvinds i kombination for att uppné en
synergistisk effekt. (15, 16). En forklaring till att dubbelzonerna uppstar ar att antibiotikan diffunderar
ut i agarn med olika hastighet och att synergismen far full effekt i den yttre zonen dar bakterietillvixt
saknas. Detta kan dock inte forklara dubbelzonfenomenet hos P. mirabilis eftersom antibiotikalappen
endast inneholl ceftazidim. Ett liknande fenomen kan observeras hos Enterococcus faecalis dar ett
trippelzonfenomen férekommer. I detta fall tros de ovanliga inhibitionszonerna bero pa inducering av
effluxpumpar som framjar bakteriernas 6verlevnad (17). Det ar ként att effluxpumpar bidrar till nedsatt
antibiotikakénslighet dven hos P. mirabilis (18). Liknande mekanismer skulle kunna ligga bakom

dubbelzonfenomenet och ytterligare studier behovs for att ta reda péa orsaken till fenomenet.

For att bakteriella infektioner ska kunna behandlas framgangsrikt maste ritt dos antibiotika ges. Efter
resistensbestdamning far den behandlande lakaren ett svar frin laboratoriet, angivet som kanslig (S),
kinslig vid 6kad exponering (I) eller resistent (R), vilket beskriver den aktuella bakteriens kinslighet
mot olika antibiotika (1). Avvikande monster vid resistensbestimning, till exempel dubbelzonfenomenet
dar bakterien verkar 6verleva vid hogre antibiotikakoncentrationer, vicker fragor kring vad det kan ha
for klinisk betydelse. Eagle-effekten beskriver det paradoxala fenomen nér bakterier som utsatts for
hogre antibiotikakoncentrationer dn vad som krivs for att ha baktericid effekt ovantat nog Gverlever,
vilket kan visas med Microdilution Minimum Bactericidal Concentration (MBC) Determination Assay.
Fenomenet beskrivs hos bdde gramnegativa och grampositiva bakterier, inklusive P. vulgaris och P.
mirabilis med betalaktam- respektive kinolonantibiotika. Det &ar inte klarlagt vilka de exakta

mekanismerna bakom Eagle-effekten ar, mojliga orsaker som presenterats hittills innefattar bland



annat paverkan av olika enzymer och inhibering av proteinsyntes (19). Flera studier pa djur har visat att
Eagle-effekten ger effekter dven in vivo. Exempelvis ses en okad 6verlevnad hos méss med pneumo-
kockinfektion som behandlats med en ldgre antibiotikados jamfort med de som fatt en hogre dos (20).
De enstaka studier som beror Eagle-effektens paverkan pd manniskor tyder pa att den skulle kunna ha
klinisk signifikans, men mer forskning kravs for att sidkert kunna faststilla dess betydelse (19).
Dubbelzonfenomenet hos P. mirabilis kan vara kopplat till Eagle-effekten och for att undersoka detta
vidare kan till exempel MBC-bestimning utforas. Pa grund av den majliga klinisk betydelsen av Eagle-
effekten ar det av stor vikt att kdnna till for att kunna ge effektiv behandling till patienter med exempelvis

komplicerade urinvagsinfektioner.

Vid varje resistensbestimning inkluderades tva kontrollstammar av P. mirabilis, LKK-28 och LKK-30,
som tidigare har uppvisat dubbelzonfenomenet. Hos LKK-30 forekom fenomenet vid samtliga
avlasningar vilket innebar att den var passande som positiv kontroll och odlingsférhéllandena var
lampliga. Det talar dven for att diskdiffusionsmetoden fungerade som forvintat. LKK-28 uppvisade
daremot inte fenomenet kontinuerligt. Vid det attonde avldsningstillfillet, 13 dagar efter det forsta
utstryket av kontrollstammen pd CLED-platta, forsvann fenomenet. Dubbelzonfenomenet uppvisades
dock igen vid nastkommande tva avlasningstillfiallen. Att fenomenet forsvann vid forsta tillfallet skulle
kunna bero pa slumpen, men dé dubbelzonen sedan upphorde helt vid de fem sista avldsningarna verkar
nagot ha hiant. Bdda kontrollstammarna har behandlats och férvarats pa samma sétt sa forklaringen till
forlusten av dubbelzonfenomenet hos LKK-28 bor inte vara hanteringen av stammarna. Det dr mer
troligt att det beror pa nagon forandring i bakteriernas formaga att 6verleva vid hogre antibiotika-
koncentration och som skett 6ver tid, da fenomenet forsvann efter cirka tva veckor. Vart att notera ar
att fenomenet forsvann efter den andra renstrykningen av isolatet pA CLED-plattan, medan fenomenet
forekom vid studiens borjan nir isolaten var farska. For att underséka om bakteriens uttryck av dubbel-
zonfenomenet paverkas av att de odlas ut pa nytt skulle ett experiment dar kontrollstammarna tas fran
farska utstryk varje gdng kunna goras. Aterigen verkar det vara skillnad p& de bada kontrollstammarna
eftersom LKK-30 inte har paverkats pa samma sitt 6ver tid. Detta skulle kunna undersokas vidare
genom att testa att inte gora nya utstryk av LKK-30 och dirmed se hur lang tid det skulle ta for
dubbelzonfenomenet att eventuellt forsvinna forutsatt att bakterierna 6verlever. En annan forklaring
till forlusten av dubbelzonfenomenet kan vara att det funnits tva olika populationer av bakterien pa den
forsta odlingsplattan, en som uppvisar fenomenet och en som inte gor det. Det ir mdgjligt att
renstrykning fran den &dldre CLED-plattan till ny platta lett till att bakterier som inte uppvisar
dubbelzonfenomenet har selekterats och fenomenet dirmed férsvunnit. Detta skulle kunna undersokas
genom att utgd fran en enskild koloni for att utesluta olika populationer med olika egenskaper. Ett annat
alternativ r att sekvensera bakteriens genom vid studiens start samt i slutet for att underséka om nagon
genetisk skillnad finns. Det skulle dven vara intressant att jamfora dessa bakteriers genom med

P. mirabilis-stammar som inte uppvisar dubbelzonfenomenet.

Sammanfattningsvis resistensbestimdes 246 bakterieisolat fran kliniska urinprover med disk-
diffusionstest och inget av dessa uppvisade dubbelzonfenomenet. Daremot uppticktes att en av
kontrollstammarna forlorade fenomenet efter en tid. Konklusionen blev att dubbelzonfenomenet &r

mycket ovanligt bland kliniska urinprover med en prevalens pd <0,4%. Mer forskning behovs for att



forsta detta fenomen och mekanismerna bakom det for att kunna faststilla riktlinjer for tolkning av

resultat samt undersoka eventuell klinisk betydelse.
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Tabell 1. Kontrollstammar som anvandes i studien.

Isolat Bakterieart

Kontroll vid rutinodling?

CCUG 17620 Escherichia coli
CCUG 1429 Klebsiella aerogenes
CCUG 26767 Proteus mirabilis
VAX10 13007 Escherichia coli
VAXJO 516105 Escherichia coli
MEL 32 Escherichia coli
EC3 Escherichia coli

Kontroll for dubbelzonfenomen
LKK-28 Proteus mirabilis
LKK-30 Proteus mirabilis

a) Anvands vid rutindiagnostik for att sdkerstilla odlingsforhéllanden for urinodling.
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Tabell 2. Forekomst av dubbelzonfenomenet hos bakterieisolat fran kliniska urinprover.

Bakterieart Antal isolat (n=246) Andel (%) Antal isolat med

dubbelzon
Escherichia coli 176 72 0
Klebsiella spp 40 16 0
Proteus mirabilis 12 5 0
Proteus vulgaris 3 1 0
Citrobacter spp 7 3 0
Enterobacter 5 2 0
Serratia liquefaciens 2 0,8 0
Morganella morganii 1 0,4 0
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Tabell 3. Uppvisande av dubbelzonfenomen hos kontrollstammar 6ver studiens tid.

Forekomst av dubbelzonfenomen

Avlasningsdatum Proteus mirabilis Proteus mirabilis
resistensbestdmning Dagar sedan nytt utstryk® LKK-28 LKK-30
2023-03-30 2 Ja Ja
2023-03-31 1 Ja Ja
2023-04-03 3 Ja Ja
2023-04-04 4 Ja Ja
2023-04-05 5 Ja Ja
2023-04-06 6 Ja Ja
2023-04-11 4 Ja Ja
2023-04-12 5 Nej Ja
2023-04-13 6 Ja Ja
2023-04-14 1 Ja Ja
2023-04-18 4 Nej Ja
2023-04-19 5 Nej Ja
2023-04-20 6 Nej Ja
2023-04-21 7 Nej Ja
2023-04-25 4 Nej Ja

a) Nytt utstryk av kontrollstam fran foregdende CLED-platta till ny platta.
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Figur 1. Dubbelzonfenomen hos Proteus mirabilis LKK-30 vid resistensbestimning med ceftazidim

(CAZ) pa MH-platta, avldsning 2023-04-11.
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