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Abstrakt  

Urinvägsinfektioner är en av de vanligaste typerna av infektion, där Proteus mirabilis ingår bland de 

orsakande bakterierna. Utvecklingen av antibiotikaresistens hos bakterier är ett växande problem 

globalt och korrekt antibiotikaresistensbestämning är viktigt för framgångsrik behandling av bakteriella 

infektioner. Diskdiffusionstest är en vanlig resistens-bestämningsmetod på kliniska laboratorium och 

ger generellt ett lättolkat resultat. Ibland kan dock avvikande fenomen som dubbelzoner förekomma, 

till exempel hos P. mirabilis med ceftazidim. För närvarande saknas riktlinjer för tolkning av denna typ 

av dubbelzonfenomen och prevalensen är okänd hos kliniska isolat. Syftet med denna studie var att 

undersöka prevalensen av dubbelzonfenomenet hos gramnegativa stavar isolerade från kliniska 

urinprover. Resistensbestämning utfördes på totalt 246 kliniska isolat med diskdiffusionstest enligt 

metod från European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Två isolat som tidigare visat 

fenomenet, P. mirabilis LKK-28 och LKK-30, användes som positiva kontroller. Bland de 246 isolat som 

analyserades uppvisade inget dubbelzonfenomenet. Däremot upptäcktes att en av kontroll-stammarna 

förlorade fenomenet över tid. Konklusionen blev att prevalensen av dubbelzonfenomenet är <0,4% 

bland de kliniska isolat som inkluderades i denna studie. Vidare undersökning av skillnaden mellan 

LKK-28 och LKK-30 kan leda till fördjupad förståelse av mekanismerna bakom dubbelzonfenomenet.  
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Introduktion 

Urinvägsinfektion (UVI) är en vanlig orsak till vårdbesök i Sverige och i resten av världen. Globalt 

drabbas 150 miljoner människor varje år av en urinvägsinfektion, framför allt kvinnor, där över hälften 

får en symtomgivande UVI vid något tillfälle i livet (1, 2). Bland dessa kvinnor får cirka en fjärdedel 

återkommande infektioner. UVI innefattar infektion i nedre urinvägarna (cystit och uretrit), infektion i 

övre urinvägarna (pyelonefrit) samt asymtomatisk bakteriuri. Män kan även drabbas av prostatit i 

samband med UVI (3). Recidiverande urinvägsinfektion definieras som minst två antibiotika-

behandlade UVI under det senaste halvåret eller minst tre det senaste året. Övriga fall räknas som 

sporadiska infektioner. Ytterligare indelning görs utifrån huruvida patientens urinvägar är normala eller 

inte. Om patienten har normala urinvägar är infektionen okomplicerad medan den är komplicerad om 

urinvägarnas struktur och funktion är avvikande, exempelvis på grund av tumör eller kateter. Den 

vanligaste orsaken till UVI hos både män och kvinnor är uropatogena Escherichia coli (UPEC) vilken 

räknas som en primärpatogen art. Där ingår även Staphylococcus saprophyticus som är vanlig bland 

kvinnor i fertil ålder. De sekundärpatogena arterna, bland andra Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus 

och Proteus, är vanligare vid recidiverande-, komplicerade- och vårdrelaterade infektioner (1).  

En urinvägsinfektion startar vanligtvis med att en uropatogen från tarmfloran koloniserar uretra och 

migrerar upp till urinblåsan (4). Kolonisation av urinvägarna möjliggörs av adhesiner som förmedlar 

bindning till epitelet i urinvägarna. De bakterier som är orsak till komplicerade urinvägsinfektioner, till 

exempel Proteus mirabilis och Enterococcus spp, bildar ofta biofilm i katetrar och urinvägarna vilket 

bidrar till kolonisering samt skydd mot immunförsvaret och antimikrobiella ämnen (5, 6). För att 

undvika värdens immunförsvar kan uropatogener även förändra sin morfologi och invadera epitelceller. 

Bakterierna kan tillverka toxiner och proteaser som orsakar skada i vävnaden och därmed frigör 

näringsämnen. Bakterierna kan sedan migrera vidare upp till njurarna där toxinerna orsakar 

vävnadsskada. Om infektionen inte behandlas och bakterierna tar sig genom njurepitelet till blodbanan 

kan det leda till bakteriemi och urosepsis (5). 

Antibiotikaresistens hos bakterier är ett växande problem globalt och utgör ett stort hot mot människors 

hälsa och liv. Under 2019 beräknas cirka 4,95 miljoner dödsfall världen över ha varit associerade till 

antibiotikaresistens, varav 1,27 miljoner direkt kan härledas till resistenta bakterier. Värst drabbade är 

låginkomstländer (7). I Europa upptäcktes nästan 700 000 infektioner orsakade av antibiotika-

resistenta bakterier under 2015, varav cirka 33 000 dödsfall registrerades (9). Antibiotikaresistens-

utvecklingen kan även få samhällsekonomiska konsekvenser. Från år 2018 till 2050 beräknas kostnaden 

för samhället bli 16 miljarder kronor i Sverige (9). Drygt 11 000 fall av anmälningspliktig 

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 känslighet för 

penicillin (PNSP) och vankomycinresistenta Enterococcus faecalis och Enterococcus faecium (VRE) 

(10). Bland de multiresistenta bakterier som Världshälsoorganisationen (World Health Organisation, 

WHO) anser utgör störst hot mot den globala hälsan ingår flera bakterier vilka kan orsaka 
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urinvägsinfektioner, 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 föregående urinodling eller 

snabbtest. I övriga fall, till exempel vid misstanke om pyelonefrit, om patienten är man eller gravid 

kvinna, behöver urinodling med bestämning av art och resistens genomföras (1). Antibiotika-

resistensbestämning kan göras med fenotypiska odlingsmetoder eller nukleinsyrabaserade genotypiska 

metoder. Fenotypisk resistensbestämning bygger på analys av bakteriens tillväxt i närvaro av 

antimikrobiella medel, medan genotypisk resistensbestämning görs genom identifiering av resistens-

gener eller mutationer. Eftersom de genotypiska metoderna endast detekterar förekomst av kända 

resistensgener måste resultatet verifieras med en fenotypisk metod för att inte missa resistens orsakad 

av nya mutationer (12). Diskdiffusionstest är en vanlig resistensbestämningsmetod på kliniska 

laboratorium. Det är en fenotypisk metod som baseras på att bakterieisolat odlas ut på agarplattor. På 

plattorna appliceras även antibiotikaindränkta filterlappar och agarplattorna inkuberas över natten i 

värme. Nästa dag avläses de så kallade hämningszonerna som bildats på grund av frånvaro av 

bakterietillväxt runt antibiotikalapparna. Zondiametern mäts och jämförs mot brytpunktstabeller för 

att fastställa bakteriernas känslighet mot respektive antibiotika. Detta bidrar till att patientens infektion 

kan behandlas korrekt (1, 13). 

Med diskdiffusionsmetoden fås i vanliga fall välavgränsade, homogena hämningszoner som är enkla att 

tolka. Ibland kan dock avvikande fenomen finnas vid avläsning. Ett sådant exempel är dubbelzoner, 

vilka kännetecknas av en zon med bakterieväxt närmast antibiotikalappen och utanför denna en 

hämningszon där inga bakterier växer. Detta fenomen har bland annat observerats hos Aeromonas spp 

med trimetoprim-sulfametoxazol samt hos Haemophilus influenzae med amoxicillin-klavulansyra (14). 

I båda dessa fall ingår två antibiotika som används i kombination för att uppnå en synergistisk effekt 

(15, 16). En förklaring till att dubbelzonerna uppstår är att antibiotikan diffunderar ut i agarn med olika 

hastighet och att synergismen får full effekt i den yttre zonen där bakterietillväxt saknas. Enligt 

riktlinjerna för resistensbestämning ska den yttre zonen mätas vid avläsning (14).  

I rutindiagnostiken på klinisk mikrobiologi, Norrlands universitetssjukhus (NUS), har det observerats 

att dubbelzoner kan formas även runt antibiotikadiskar som endast innehåller en substans, till exempel 

ceftazidim med P. mirabilis. Riktlinjer för avläsning av denna typ av dubbelzonfenomen saknas på 

grund av otillräckligt kunskapsunderlag och prevalensen hos kliniska prover är hittills okänd. Syftet 

med denna studie var att undersöka prevalensen av dubbelzonfenomenet hos gramnegativa stavar 

isolerade från kliniska urinprover som en del i ett pågående forskningsprojekt för att kartlägga de 

molekylära mekanismerna bakom fenomenet.  
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Material och metoder 

Bakterieisolat 

Alla gramnegativa stavar som isolerats vid rutindiagnostik för urinodling vid Klinisk mikrobiologi, NUS, 

Umeå, Sverige, mellan 2023-03-27 – 2023-04-17 inkluderades i denna studie. Totalt analyserades 246 

kliniska isolat. Dessutom inkluderades sju kontrollisolat som används för kontroll av multipoint-

metoden vid urinodling. P. mirabilis LKK-28 och LKK-30 användes som positiva kontroller för 

dubbelzonfenomenet (Tab. 1). Vid projektets start odlades isolaten ut från -80°C och nya utstryk 

utfördes från föregående platta en gång i veckan för att ha färska kulturer. 

Resistensbestämning  

Bestämning av antibiotikaresistens utfördes enligt riktlinjer för diskdiffusionsmetod från European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (13) på samtliga bakterieisolat. 

Bakteriekolonier togs från Cystine Lactose Electrolyte Deficient (CLED)-plattor (Teknisk biokemisk 

enhet (TBK), NUS, Umeå, Sverige) som innehöll 25 isolat per platta. Kolonierna suspenderades till 0,5 

McFarland-standard i saltlösning (0,9% NaCl) och inokulaten ströks ut på Mueller-Hinton (MH) 

agarplattor (TBK) inom 15 min. På varje platta applicerades inom 15 min efter inokulation fyra 

antibiotikalappar, nämligen Oxoid Antimicrobial Susceptibility Test Discs (ThermoFischer Scientific, 

Waltham, MA, USA). Dessa innehöll 10 µg ceftazidim (CAZ), 5 µg cefotaxim (CTX), 10 µg gentamicin 

(CN) respektive 5 µg ciprofloxacin (CIP). Agarplattorna inkuberades 16-20 tim vid 35°C. Plattorna 

bedömdes visuellt för att se om dubbelzonfenomenet förekom hos isolaten. 

Etiska överväganden 

I denna undersökning användes endast bakterieisolat från kliniska prover. Dessa kunde inte kopplas till 

patienternas personuppgifter. Proverna analyserades först av personalen på Klinisk mikrobiologi vilket 

innebar att patienternas provresultat inte påverkades av denna undersökning. Provmaterialet ansågs 

därför etiskt försvarbart att använda. 
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Resultat 

Förekomst av dubbelzonfenomen hos kliniska isolat  

Totalt 246 kliniska isolat analyserades och inget av dessa uppvisade dubbelzonfenomenet vid 

resistensbestämning med ceftazidim eller övriga antibiotika som inkluderades. Detta motsvarar en 

prevalens på <0,4%. Av isolaten som undersöktes utgjorde E. coli 64% och resterande gramnegativa 

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

Förekomst av dubbelzonfenomen hos kontrollstammar för urinodling 

Bland de kontrollstammar som används vid rutindiagnostik på 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 resistensbestämning.  

Dubbelzonfenomen över tid hos positiva kontrollstammar 

Under studieperioden utfördes resistensbestämning vid sammanlagt 15 tillfällen. Vid varje tillfälle 

inkluderades två kontrollstammar, LKK-28 och LKK-30, för att säkerställa odlingsförhållandena för 

dubbelzonfenomenet. LKK-30 uppvisade fenomenet vid samtliga 15 avläsningstillfällen i närvaro av 

ceftazidim (Fig. 1). Fenomenet förekom efter resistensbestämning med ceftazidim vid 9 av 15 

avläsningstillfällen hos LKK-28. Dubbelzonen försvann först vid det åttonde tillfället, fem dagar efter 

senaste nya utstryk av kontrollstammen på CLED-platta, men uppvisades igen nästkommande två 

avläsningstillfällen. Därefter slutade LKK-28 helt att uppvisa dubbelzonfenomenet (Tab. 3).  

 

 



 

8 

 

Diskussion 

Antibiotikaresistensbestämning är ett viktigt verktyg för att effektivt kunna behandla infektioner. 

Diskdiffusion är en fenotypisk metod för resistensbestämning som är enkel att utföra och används på 

många kliniska laboratorier. De resulterande hämningszonerna är vanligtvis tydliga och lättolkade, 

men, i vissa fall uppstår ovanliga fenomen som kan försvåra tolkningen, som med P. mirabilis och 

ceftazidim. I denna studie screenades kliniska isolat för förekomst av fenomenet för att kunna fastställa 

dess prevalens. Eftersom resistensbestämning för ceftazidim endast utförs på ett fåtal kliniska prover, 

främst för allvarligt sjuka patienter där misstanke om pyelonefrit eller sepsis finns, är det av stor vikt att 

utföra en systematisk screening för att undersöka prevalensen för fenomenet.  

Resistensbestämningen av de 246 kliniska isolaten från urinprover visade att dubbelzonfenomenet inte 

noterades hos något av dessa isolat. Detta motsvarar en prevalens på <0,4%. Proteus utgjorde endast 

en liten andel av de bakterieisolat som undersöktes, vilket motsvarar en förväntad nivå eftersom Proteus 

hör till de sekundärpatogena arterna för UVI (1). Det är möjligt att isolat som uppvisar dubbelzon-

fenomenet hade kunnat hittas om fler prover hade undersökts. För att kunna inkludera fler P. mirabilis 

i denna studie skulle ett större antal kliniska isolat ha behövts analyseras, vilket i detta fall inte var 

möjligt på grund av begränsad tid. 

Beskrivningar av dubbelzonfenomenet är hittills sällsynta i litteraturen. EUCAST tar endast upp 

dubbelzoner vid resistensbestämning av Aeromonas spp och H. influenzae med trimetoprim-

sulfametoxazol respektive amoxicillin-klavulansyra (14) som används i kombination för att uppnå en 

synergistisk effekt. (15, 16). En förklaring till att dubbelzonerna uppstår är att antibiotikan diffunderar 

ut i agarn med olika hastighet och att synergismen får full effekt i den yttre zonen där bakterietillväxt 

saknas. Detta kan dock inte förklara dubbelzonfenomenet hos P. mirabilis eftersom antibiotikalappen 

endast innehöll ceftazidim. Ett liknande fenomen kan observeras hos Enterococcus faecalis där ett 

trippelzonfenomen förekommer. I detta fall tros de ovanliga inhibitionszonerna bero på inducering av 

effluxpumpar som främjar bakteriernas överlevnad (17). Det är känt att effluxpumpar bidrar till nedsatt 

antibiotikakänslighet även hos P. mirabilis (18). Liknande mekanismer skulle kunna ligga bakom 

dubbelzonfenomenet och ytterligare studier behövs för att ta reda på orsaken till fenomenet. 

För att bakteriella infektioner ska kunna behandlas framgångsrikt måste rätt dos antibiotika ges. Efter 

resistensbestämning får den behandlande läkaren ett svar från laboratoriet, angivet som känslig (S), 

känslig vid ökad exponering (I) eller resistent (R), vilket beskriver den aktuella bakteriens känslighet 

mot olika antibiotika (1). Avvikande mönster vid resistensbestämning, till exempel dubbelzonfenomenet 

där bakterien verkar överleva vid högre antibiotikakoncentrationer, väcker frågor kring vad det kan ha 

för klinisk betydelse. Eagle-effekten beskriver det paradoxala fenomen när bakterier som utsätts för 

högre antibiotikakoncentrationer än vad som krävs för att ha baktericid effekt oväntat nog överlever, 

vilket kan visas med Microdilution Minimum Bactericidal Concentration (MBC) Determination Assay. 

Fenomenet beskrivs hos både gramnegativa och grampositiva bakterier, inklusive P. vulgaris och P. 

mirabilis med betalaktam- respektive kinolonantibiotika. Det är inte klarlagt vilka de exakta 

mekanismerna bakom Eagle-effekten är, möjliga orsaker som presenterats hittills innefattar bland 
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annat påverkan av olika enzymer och inhibering av proteinsyntes (19). Flera studier på djur har visat att 

Eagle-effekten ger effekter även in vivo. Exempelvis ses en ökad överlevnad hos möss med pneumo-

kockinfektion som behandlats med en lägre antibiotikados jämfört med de som fått en högre dos (20). 

De enstaka studier som berör Eagle-effektens påverkan på människor tyder på att den skulle kunna ha 

klinisk signifikans, men mer forskning krävs för att säkert kunna fastställa dess betydelse (19). 

Dubbelzonfenomenet hos P. mirabilis kan vara kopplat till Eagle-effekten och för att undersöka detta 

vidare kan till exempel MBC-bestämning utföras. På grund av den möjliga klinisk betydelsen av Eagle-

effekten är det av stor vikt att känna till för att kunna ge effektiv behandling till patienter med exempelvis 

komplicerade urinvägsinfektioner.  

Vid varje resistensbestämning inkluderades två kontrollstammar av P. mirabilis, LKK-28 och LKK-30, 

som tidigare har uppvisat dubbelzonfenomenet. Hos LKK-30 förekom fenomenet vid samtliga 

avläsningar vilket innebar att den var passande som positiv kontroll och odlingsförhållandena var 

lämpliga. Det talar även för att diskdiffusionsmetoden fungerade som förväntat. LKK-28 uppvisade 

däremot inte fenomenet kontinuerligt. Vid det åttonde avläsningstillfället, 13 dagar efter det första 

utstryket av kontrollstammen på CLED-platta, försvann fenomenet. Dubbelzonfenomenet uppvisades 

dock igen vid nästkommande två avläsningstillfällen. Att fenomenet försvann vid första tillfället skulle 

kunna bero på slumpen, men då dubbelzonen sedan upphörde helt vid de fem sista avläsningarna verkar 

något ha hänt. Båda kontrollstammarna har behandlats och förvarats på samma sätt så förklaringen till 

förlusten av dubbelzonfenomenet hos LKK-28 bör inte vara hanteringen av stammarna. Det är mer 

troligt att det beror på någon förändring i bakteriernas förmåga att överleva vid högre antibiotika-

koncentration och som skett över tid, då fenomenet försvann efter cirka två veckor. Värt att notera är 

att fenomenet försvann efter den andra renstrykningen av isolatet på CLED-plattan, medan fenomenet 

förekom vid studiens början när isolaten var färska. För att undersöka om bakteriens uttryck av dubbel-

zonfenomenet påverkas av att de odlas ut på nytt skulle ett experiment där kontrollstammarna tas från 

färska utstryk varje gång kunna göras. Återigen verkar det vara skillnad på de båda kontrollstammarna 

eftersom LKK-30 inte har påverkats på samma sätt över tid. Detta skulle kunna undersökas vidare 

genom att testa att inte göra nya utstryk av LKK-30 och därmed se hur lång tid det skulle ta för 

dubbelzonfenomenet att eventuellt försvinna förutsatt att bakterierna överlever. En annan förklaring 

till förlusten av dubbelzonfenomenet kan vara att det funnits två olika populationer av bakterien på den 

första odlingsplattan, en som uppvisar fenomenet och en som inte gör det. Det är möjligt att 

renstrykning från den äldre CLED-plattan till ny platta lett till att bakterier som inte uppvisar 

dubbelzonfenomenet har selekterats och fenomenet därmed försvunnit. Detta skulle kunna undersökas 

genom att utgå från en enskild koloni för att utesluta olika populationer med olika egenskaper. Ett annat 

alternativ är att sekvensera bakteriens genom vid studiens start samt i slutet för att undersöka om någon 

genetisk skillnad finns. Det skulle även vara intressant att jämföra dessa bakteriers genom med 

P. mirabilis-stammar som inte uppvisar dubbelzonfenomenet.  

Sammanfattningsvis resistensbestämdes 246 bakterieisolat från kliniska urinprover med disk-

diffusionstest och inget av dessa uppvisade dubbelzonfenomenet. Däremot upptäcktes att en av 

kontrollstammarna förlorade fenomenet efter en tid. Konklusionen blev att dubbelzonfenomenet är 

mycket ovanligt bland kliniska urinprover med en prevalens på <0,4%. Mer forskning behövs för att 



 

10 

 

förstå detta fenomen och mekanismerna bakom det för att kunna fastställa riktlinjer för tolkning av 

resultat samt undersöka eventuell klinisk betydelse.  
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Tabell 1. Kontrollstammar som användes i studien. 

Isolat Bakterieart 

Kontroll vid rutinodlinga 

CCUG 17620 Escherichia coli 

CCUG 1429 Klebsiella aerogenes 

CCUG 26767 Proteus mirabilis 

VÄXJÖ 13007 Escherichia coli 

VÄXJÖ 516105 Escherichia coli 

MEL 32 Escherichia coli 

EC3 Escherichia coli 

Kontroll för dubbelzonfenomen 

LKK-28 Proteus mirabilis 

LKK-30 Proteus mirabilis 

a) Används vid rutindiagnostik för att säkerställa odlingsförhållanden för urinodling.  
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Tabell 2. Förekomst av dubbelzonfenomenet hos bakterieisolat från 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 

 
  



 

16 

 

Tabell 3. Uppvisande av dubbelzonfenomen hos kontrollstammar över studiens tid. 

  Förekomst av dubbelzonfenomen 

Avläsningsdatum 

resistensbestämning 
Dagar sedan nytt utstryka 

Proteus mirabilis 

LKK-28 

Proteus mirabilis 

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 från föregående CLED-platta till ny platta. 
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Figur 1. Dubbelzonfenomen hos Proteus mirabilis LKK-30 vid resistensbestämning med ceftazidim 

(CAZ) på MH-platta, avläsning 2023-04-11. 

 


