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Sammanfattning

Introduktion: Vildtypspopulationen (WT) dr den delen av bakteriepopulationen som saknar all
form av fenotypiskt pavisbara resistensmekanismer. Trots detta, enskilda bakterier i den homogena

populationen varierar anda i vilken utstrickning de paverkas av ett antibiotikum.

Syfte: Att kartligga orsakerna i variationen inom WT, bade avseende inhibitionszon och MIC just
for att forsta vad som paverkar fordelningen av zondiametern och MIC virdet hos vildtyps-
organismer. Skiljer sig antibiotikakansligheten at mellan individer 1 WT eller finns det andra orsaker
till variationen som ex. mikroorganismens andra biologiska egenskaper som tillvixthastighet,

metabolism mm. dn just relationen till antibiotika?

Material och metod:

Genom detta kvantitativa empiriska forskningsstudie kombineras lappdiffusion, buljongspidning
och spektrofotometri som metoder for att objektivt kunna forstd och beskriva orsaken till
variationen inom WT med fokus pa biologisk variation kontra metodvariation hos 10 stycken
Staphylococcus aureus WT f6r erytromycin och 10 stycken Escherichia coli WT f6r meropenem.
Isolaten var utvalda beroende pa i vilken del av normalpopulationen de tillhérde — nedre, medel

eller 6vre del.

Resultat: Vid upprepad bestimning av ett och samma isolat tenderar virdena att (a) variera £ 1—
3 mm mellan matningar, (b) att dra sig mot populationens centrala omrade men (c) alltid (med ett
undantag) hélla sig inom det vi definierar som den Gauss-férdelade W'T. Buljongspadningsmetoden
visar att isolaten endast i liten utstrackning skiljer sig fran varandra och att man oavsett metod inte

reproducerbart kan placera ett isolat ovanfor eller nedanfor ett annat.

Slutsats: Den ursprungligen registrerade himningszonen fran olika delar av WT skiljer sig upp till
+ 2 mm f6r en art och ett antibiotikum och att det genomsnittliga “liget i populationen” ar
reproducerbart men att olika individers ligen” 6verlappar 1 sadan grad att en mer detaljerad
gradering av bakteriens kinslighet inom normalpopulationen inte dr mojlig eller meningstull,

varken med MIC eller inhibitionszon.
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Introduktion

Forvirvad antibiotikaresistens innebir att en mikroorganism som ursprungligen kunde paverkas av
ett definierat antibiotikum, genom en genetisk hindelse utvecklar motstandskraft mot medlet ifraga
(1). Genotypisk resistensbestimning anvinds for detektion av kind resistens, det vill siga R-genen
ar kind och genetiska metoder kan pavisa dess férekomst (2). Fenotypisk resistensbestimning
miiter ett eller flera antibiotikas aktivitet mot bakterier och kan anvindas f6r bade kind och okind
resistensdetektion och ger samtidigt en gradering av bakteriens kinslighet eller resistens (2). Den
fenotypiska resistensbestimningen kan goras med buljongsspadning (dar “gradienten” skapas
genom fallande koncentrationer i individuella bigare med tillvixtmedium), gradientmetod (varvid
gradienten av antibiotika skapas i form av mikrolappar med varierande antibiotikamingd utefter en
plastremsa) och lappdiffusion (varvid gradienten skapas i agar genom diffusion frin ett
diffusionscentrum). Den del av en bakteriepopulation som ér fri fran fenotypiskt pavisbara
resistensmekanismer kallas for vildtypspopulationen (WT). Det finns ett flertal studier som visar
pa en nira korrelation mellan en fenotypisk och genotypisk karakterisering av WT (3). Den
nuvarande definitionen av WT for en art och ett antibiotikum bygger pa antagandet att individer
inom WT saknar gener for resistens. Vildtypen ir typiskt en Gaussférdelad population av mat-
virden med ett for vatje art/antibiotikum har en nedre och en 6vre dnde, dir varje dnde ir en
spegelbild av den andra (4). Genom att faststilla slutpunkten for den kinsligaste” delen av
populationen kan den speglade andra dnden faststillas. Via buljongspidning bestims den ldgsta
koncentration som for ett antibiotikum férmar himma den enstaka bakterieisolatets tillvixt
benimns ’the Minimum Inhibitory Concentration” (MIC) (5, 6). Det hogsta MIC-virdet (mot-
svarande den minsta inhibitionszonen) i den sa definierade WT benimns ECOFF (epidemio-
logiska cut-off) (7). ECOFF ir alltid ett enstaka virde (MIC eller zon) och utgors av individer i
populationen med MIC-virden SECOFF. Det finns god acceptans avseende ECOFF:s formaga
att skilja mellan individer med och utan antibiotikaresistens. Var kunskap om skillnaderna mellan
individer inom WT dr daremot ofullstindig. En del av variationen mellan individer i normal-
populationen idr teknisk och slumpmissig. Sannolikt spelar ocksa biologiska skillnader mellan
individerna roll (8), men vi vet inte i vilken utstrickning de biologiska skillnaderna dr direkt
relaterade till antibiotikumet i fraga, och hur stor del som orsakas av andra biologiska variationer
som kan paverka MIC-virdets respektive inhibitionszonens stotlek. Aven om vi inte vet i vilken

utstrickning variationen inom WT kan forklaras av biologi respektive teknisk variation, sa vet vi



att WT for en art och ett antibiotikum ar identisk oavsett var vi hamtar bakterierna geografiskt,

djurart, tidsmassigt m.m.

Syfte

Syftet med projektet dr att niarmare kartligea orsakerna till variationen i WT, bide MIC och
inhibitionszon, for att forsta vad som paverkar fordelningen av MIC virdet samt zondiametern
hos vildtypsorganismer. Varfor uppfor sig bakteriearter i detta avseende nistan identiskt, och varfor
nistan identiskt oavsett vilket antibiotikum som underséks? Skiljer sig antibiotikakidnsligheten at
mellan individer i WT eller finns det andra orsaker till variationen? Nagra forskare hivdar att den
skillnad i MIC som f6religger mellan ytterdndarna pa vildtypspopulationerna, typiskt 0,125 mg/L
till 1,0 mg/L eller 0,016 mg/L till 0,125 mg/L. maste kunna utnyttjas i terapeutiska kalkyler och
bedémningar. Om 4 andra sidan, variationen i MIC-virden inom WT i f6rsta hand dr teknisk, daligt
reproducerbar och kanske dessutom ur biologisk synpunkt mest paverkad av mikroorganismens
andra egenskaper (tillvixthastighet, metabolism mm) dn just relationen till antibiotika sa bér man
striva efter att halla thop WT 1 allt tinkande runt farmakokinetik, farmakodynamik och behand-

lingsstrategier.



Material och metod

Design
Arbetet dr en kvantitativ empirisk forskningsstudie diar vi kombinerade olika metoder for att
objektivt kunna forsta och beskriva orsaken till variationen inom vildtypspopulationen med fokus

pé biologisk variation kontra metodvariation.

Studiepopulation/urval
Pa Klinisk Mikrobiologi i Region Kronoberg och Blekinge har man sedan manga ar tillbaka sparat

bland annat antibiotikaresistens-data i systemet AdBakt. Frin databasen soktes fram zon/MIC-
tordelningshistogram  f6r  Staphylococcus — aurens (S.  awurens) samt  Escherichia  coli (E.  coli).
Inklusionskriterien var att isolaten ska tillhora respektive arts vildtyp: S. aureus for erytromycin 15
ug och E. coli £6r meropenem 10 ug. Isolaten var utvalda beroende pa i vilken del av normal-
populationen de tillhérde — nedre, medel eller 6vre del (Figur 1). De utvalda isolaten avlistes
upprepat, vid olika tillfillen. Arbete och avlisningen skedde blint. Den tekniskt ansvarige for

laboratoriearbetet var inte informerad om isolatets vildtypstillhorighet.
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Figur 1. Histogram foér (a) Staphylococcus aureus och erytromycin och (b) Escherichia coli
och meropenem. De vertikala linjerna visar den nedre, medel och 6versta delen av vildtyps-

populationen (WT)



Efter pilotstudier har vi identifierat totalt 20 stycken vildtyp stammar fran blododlingsisolat, varav

10 stycken S. aureus och 10 stycken E. coli.

Metoder

Samtliga bakteriestammar var avidentifierade och endast arten var kind. De forvarades i frysror pa
-70 grader Celsius pa Klinisk Mikrobiologi i Vixj6. For att undvika och sikerstilla att isolaten inte
blev kontaminerade under aren togs de en och en fram pa egna agarplattor: S. awureus isolaten pa
blod agarplatta och E. co/i pa uriselekt. Varje isolat kontrollerades med Matrix Assisted Laser
Desorption — Time Of Flight (MALDI-TOF) som bekriftade bakteriearten med mycket tillfor-

litliga resultat.

For kvalitetskontroll av material och arbetet anvindes stammar med kidnda referensprofiler,
Staphylococcus anrens ATCC 29213 och Escherichia coli ATCC 25922 (15). Det laborativa arbetet
utférdes pa Klinisk mikrobiologi i Vixjé och sammanstillningen samt analysen av data gjordes i

Excel.

Lappdiffusion

I lappdiffusionsmetoden later man antibiotikum diffundera frain en kommersiellt tillverkad
papperslapp med en bestimd mingd antibiotika ut i en agarplatta som tidigare har inokulerats med
en bakterieslamning. Nir diffusionen fullbordats skapas en koncentrationsgradient i agarn.
Laboratoriet for den Europiska kommittén for antimikrobiell kidnslighetstestning (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST) har utvecklat standardiserade
metoder for snabbvixande bakterier som beskriver forvaring och férberedelse av agarplattor,
preparation av inokulat, inokulering av agarplattor, applicering av antibiotikalappar, inkubering av
resistensplattor, instruktioner for avlisning av resistensplattor och mitning av inhibitionszoner
med skjutmatt samt tolkning av resistensbestimning som 4r i sammanhang med gemensamma
europeiska MIC-brytpunkterna (16, 17). Enligt detta har f6r . aurens anvints erytromycin 15 pg,
trimethoprim-sulfamethoxazole 25 pg, cefoxitin 30 pg, levofloxacin 5 pg, rifampicin 5 pg,
tetracyclin 30 pg och for E. co/i meropenem 10 g, piperacillin-tazobactam 36 ug, trimethoprim 5
g, ciprofloxacin 5 pg, nitrofurantoin 100 pg och tobramycin 10 pg. Alla antibiotikalappar var fran

Oxolid (ThermoUFischer Scientific). Alla MH plattor hade oxoid agarbas.



Lappdiffusion dr den mest anvinda metoden for resistensbestimning i det dagliga klinisk mikro-
biologiska laboratoriearbete. Den kriver ingen dyr utrustning, dr extremt flexibel och m&jligg6r

testning av de flesta bakteriearter och antibiotika.

Buljongspadning

MIC-bestimning utférs med mikrobuljongspiadning (broth microdilution, BMD) som ir referens
metoden for kinsligehets- och resistensbestimning enligt ISO-standard 20776-1:2019 (18). Andra
metoder som kan anvindas for resistensbestimning som exempel lappdiffusion behéver kalibreras
mot BMD (17). P4 EUCAST referenslaboratorium anviands kommersiellt tillgingliga mikrotiter-

plattor med 96 brunnar med frystorkade antibiotika.

De kommersiella mikrotiterpanelerna anvinda i projektet var fran ThermoFisher Scientific:
— 8. aurens — Sensititre SEMSE3, Sensititre SEMSE4 respektive Sensititre SEMSEDS,
Sensititre SEMSEG.
— E. coli — Sensititre SEMEN 5, Sensititre SEMENG respektive Sensititre SEMST5,
Sensititre SEMSTO.
Buljongsspiadningen var genomford enligt standardiserade rekommendationen fran EUCAST (12,
17).

Spektrofotometri

Med hjilp av spektrofotometri kan man indirekt mita bakteriepopulationers utveckling i buljong.
Metoden baseras pa grumlighetsmitning som dr direkt proportionerlig med bakteriemassan som
innehaller bade levande och déda bakterieceller. Spektrofotometern med hjélp av en ljuskilla mater
absorbansen (optisk densitet -OD), dvs. grumligheten. Med tanken att de flesta bakterier dr nistan
farglosa, den direkta ljusabsorbtionen dr minimal. OD-n pa indirekt sitt visar antalet bakterier och

ar ett logaritmiskt varde.

I denna studie har anvints Tecan Infinite F50, Magellan absorbansmitare. Vaglingden var 620nm.
Forvirmt MH buljong tillverkat in-house har testats parallellt med MH buljong fran TermoFischer
Scientific som har dven anvints vid buljongspidning, tillsammans med sterilférpackade flatbottna-
de 96 brunnars mikrotiterplattor. Varje brunn fylldes med ren MH buljong och till detta tillsattes 1
pl, 5 pl eller 10 pl bakterieisolat som var inkuberad i luft 6ver natten. Absorbansmitning var gjord

forst vid 0 minut (fére inkubation), direfter var 30:e minut upp till 7,5 timme.



Etik
Ansokan till Etikprovningsmyndigheten dr inte nédvindig f6r de planerade delarbetena eftersom

bakterieisolaten finns avidentifierade och sparade i frys och inte kan identifieras till nagon person.

Alla f6rsok ar zn-vitro.

Tidsplan

Pilotstudierna paboérjades under 2019 och delar som idr genomférda kommer presenteras i detta
arbete. I fortsittningen planeras utkade tester fOr att sikerstilla att férhallanden som man lyckas
faststilla for en art och ett antibiotikum ar giltiga f6r andra art och andra antibiotika samt att kart-
ligga vilka variabler av tillvixtbetingelser som har storst betydelse f6r variationen av MIC och
inhibitionszon 1 normalpopulationen. Sistnimnda arbete planeras goras i form av doktorandarbete

narmsta aren.



Resultat

Lappdiffusion

Vid upprepad bestimning av ett och samma isolat ser men en variation av = 2-3 mm. Isolat som
ursprungligen identifierades som tillhérande extremomradena (lagt och hogt) drar sig vid om-

testning mot medianen av vildtypspopulationen.

Virdena tenderar att (a) variera £ 1-3 mm mellan matningar (alla isolat har viss och liknande
variation pa sin zondiameter vid upprepade testningar dven om avldsaren dr en och samma och de
metodologiska forutsittningarna ér identiska (Figur 2)), (b) att dra sig mot populationens centrala
omrade men (c) alltid (med ett undantag) halla sig inom det vi definierar som den Gauss-férdelade

vildtypspopulationen.

Ett isolat, SA3, som i labdatasystemet vid ursprunglig rutinavlisning, lag strax éver medelkategorin

har 1 princip vid alla testningar legat hogre, i snitt 5 mm, dn férvintat, oavsett antibiotika.

Aven hos E. coli stammarna bekriftades att de enskilda isolaten har sin egen variation vid upprepade
testningar och avldsningar, men de hamnar aldrig utanfér normalpopulationen (Figur 2). Femtio
procent (n=8) behdll sin kategori och 50 procent listades till medel delen, oberoende om de har
legat i nedre eller 6vre omraden, men egentligen alla isolat (n=10) tillhérde WT, dock hos tvi isolat

saknades utgangsvirdet 1 AdBakt.
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Figur 2. Variationen pa zondiametern hos de utvalda kliniska isolat jamfért med antibiotikaresis-

tensdata fran Adbakt systemet

Resultaten bekriftade att lappdiffusionsmetoden dr tekniskt ytterst reproducerbar med lag

standarddeviation (Tabell 1).
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Tabell 1. Standardavvikelse (SD) vid upprepade lappdiffusionstester

5D SA1 S5A2 S5A3 5A4 SAS SAE SAT SAB SAD SA10

ERY15 | 11 0,7 0,9 1,0 02 0z 09 07 0,9 0,7
TSU25 | 14 0,7 0,2 0.8 02 0,5 12 06 07 0,8
FOX30| 03 0,6 07 0,5 07 07 B 08 05 0,6
LEV5 | 08 0,6 12 04 1,0 07 05 1,0 07 1,0
RIF 5 07 0,6 1,5 0,7 1,1 07 09 1,1 08 0,8
TET30 | 03 0,7 14 0,7 1,1 07 1,0 07 1,1 0,6

5D EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 ECE ECT ECE ECS EC10

MER10| 1,0 1,0 1,0 0,7 1,0 0,7 1,0 0,7 0,9 0,8
TRI S 0,6 0,9 0,6 0,7 0.6 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8
PTZ36 | 07 0,9 0,6 0,5 0.6 0,4 0,7 0,7 0,9 0,6
CIP 5 0,8 0,9 0,5 1.1 07 1.1 0,5 0,9 0,5 1,4
MIT100 | 07 0,8 0,6 1,0 07 0,8 11 0,7 0,9 0,9
TOB10 | 05 0,4 0,6 0,0 0,5 0,5 0,7 0,5 0,4 0,8
Buljongspadning

Nir MIC-bestimnings- och lappdiffusionsresultat {61 S. aureus och E. coli stills mot varandra, visar
det sig att isolaten (oavsett om virderade med MIC eller zon) endast 1 liten utstrickning skiljer sig
fran varandra och att man oavsett metod inte reproducerbart kan placera ett isolat ovanfor eller
nedanfor ett annat (undantag det isolat som for alla antibiotika systematiskt uppvisar storre zoner
an alla andra (Figur 3) och vid var efterkontroll inte kan placeras 1 vildtypen). Alla undersékningar

genomfoérdes i enlighet med de standardiserade rekommendationerna frain EUCAST (12, 17).
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Figur 3. Forhallande mellan inhibitionszon och Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

I ett annat experiment undersoktes MIC-virdets utveckling 6ver inkubationstidens lingd, genom
att vi utforde avldsning av mikrotiterplattan 6ver tid, dir den tidigaste mojliga avlasningstidpunkten

for var efter 4 timmars inkubation (Tabell 1).
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Tabell 2. Manuell avlasning av den kommersiella mikrotiterplattan en gang i timen (S. aureus,

erytomycin) éver 18 timmar (standard inkubationstid &r 16 — 20h)

MICovertime | 4H 5H 6H 7H &H 9H 10H 11H 12H 13H 14H 15H 16H 18H
SA1ERY 0,03 0,06 0,12 0,12 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
SAZ ERY 0,06 0,06 0,12 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
SAJERY 0,03 0,03 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
SAA ERY 0,06 0,12 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
SAS ERY 0,06 0,12 0,12 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
SAGERY 0,06 0,12 0,25 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,35
SATERY 0,03 0,06 0,12 0,12 0,12 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
SABERY 0,06 012 | 0325 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
SA9 ERY 0,06 012 | 012 | 012 | 0325 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5
SA10ERY 0,06 012 | 012 | 012 | 025 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5
Spektrofotometri

For att lattare kunna mita tillvixthastigheten som klassiskt utférs som ovan beskrivits (bedémning
av grumlighet med det nakna 6gat), har vi upphandlat en spektrofotometer dir inkubations-
temperatur och automatiska avlisningstider kan stillas in (exempelvis, méitning var 10 minut under
24 timmar, vid 35 °C och med kontinuerlig skakning). Vi planerar att fortsitta och utvidga férséken
genom att bittre karakterisera MIC-virdets utveckling 6ver tid med titare métningar och 6ver hela

dygnet.
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Diskussion

Syftet med denna kvantitativa empiriska studie var att inleda ett stérre och mer langsiktigt projekt
1vilket vi studerar faktorer som paverkar de fenotypiska matt vi anvinder for att beskriva bakteriers
kanslighet for antibiotika, MIC-virdet (Minimum Inhibitory Concentration) och inhibitionszonens
storlek runt en vildefinierad antibiotikalapp. Inom bakteriologi och infektionsmedicin har man
linge tagit for givet att MIC-virdet (och didrmed indirekt himningszonens storlek) star i direkt
relation till mikroorganismens “kinslighet” for ett antibiotikum. Vi vet att MIC-virdets reproducer-
barhet, nar alla andra faktorer ar lika och sd standardiserade som mojligt, édr ett virde ovanfér och
ett virde under mal-virdet; i siffror innebir det att ett arbitrdrt MIC-virde 1 mg/L vid upprepade
bestimningar pendlar mellan 0,5, 1 och 2 mg/L.. Fér himningszonen motsvarar det teoretiskt och

faktiskt T 2 - 3 mm runt ett arbitrart varde.

Hos individer i en bakteriepopulation som tillhér den sk. vildtypen varierar uppmitta MIC-virden
3 — 5 spadningssteg; exempelvis uppmits MIC-virdena 0,25, 0,5 och 1 mg/L eller for en annan
art/antibiotikakombination 0,064, 0,125, 0,25 och 0,5 mg/L; eller for att ta ett exempel ur den
faktiska verkligheten hos 90 000 Staphylococcus aunrens utan vankomycinresistens varierar MIC-
virdena mellan 0,5, 1 och 2 mg/L och {6t erytromycin dr motsvarande vatiation 0,06, 0,125, 0,25,
0,5 och 1 mg/I.. Ar den skillnad som pi nistan exakt samma sitt kan beskrivas for i stort sett alla
art/antibiotika-kombinationer ett uttryck for en verklig biologisk variation som teoretiskt sett
kunde utnyttjas i behandlingen av patienter, eller dr den helt och hillet ett uttryck f6r den tekniska
slumpmassiga variationen som alltid forekommer eller dr den ett uttryck for en biologisk variation
som inte dr direkt knuten till respektive medels aktivitet mot bakterien utan till andra biologiska
variabler sisom delningstid (tillvaxthastighet), f6rméga att ta till vara naringsamnen, individens

mottaglighet f6r antibiotikums effekt vid litt skiftande milj6férhallanden, m.m.

Vi studerade teknisk metodvariation, forekomst av resistensmekanismer eller resistensgener men
dven hur bakterien paverkades av variationer i fysiologiska egenskaper som metabolism, tillvixt-
hastighet, mm. For detta selekterades totalt 10 isolat fran vardera tva arter och tva antibiotika. Vi
ville studera om bakteriens “lige” inom vildtypspopulationen (nedre tredjedelen, mittersta
tredjedelen och 6vre tredjedelen) var uttryck for en reproducerbar egenskap. For S. aurens valde vi

erytromycin som test-antibiotikum, och f6r E. co/i valde vi meropenem.

14



Initialt har 5 stycken S. awurens och 5 stycken E. coli testats och de avlastes av samma person under
samma omstindigheter vid 4 olika tillfillen, ssmmanlagt 40 ganger. I nista fas ytterligare 5 SA och
5 EC blev inkluderade, avldsningen skedde pa samma sitt, dock f6r dessa totalt 10 ganger. Alla
variabler oavsett vald metod (lappdiffusion eller buljongspidning) skedde enligt EUCAST standar-

diserade regler (16, 18) och var strikta och fasthallna under hela arbetets gang.

Resultaten visade positiv utfall vad giller reproducerbarhet inte enbart till antibiotikumet i fraga
dir stammarna var vildtyper for, utan for alla testade antibiotikum (§. aureus: erytromycin 15 pg,
trimethoprim-sulfamethoxazole 25 pg, cefoxitin 30 pg, levofloxacin 5 pg, rifampicin 5 pg,
tetracyclin 30 pg och for E. coli: meropenem 10 ug, piperacillin-tazobactam 36 pg, trimethoprim 5

g, ciprofloxacin 5 pg, nitrofurantoin 100 ug och tobramycin 10 pg).

Standardavvikelsen (SD) dr mattet pa ett antal virdens spridning kring medelvirdet och beriknas

med foljande formel:

2=’
(-1

dir x dr sampelmedelvardet MEDE (tall; tal2;...) och n dr sampelstorleken.

Man maste ta hinsyn till att antal avlasningar skiljer sig nagot mellan olika isolat, men oavsett detta
ar standardavvikelsen lag, vilket stédjer det ursprungliga resonemanget att variationen av SD ar 1
huvudsak icke relaterat till antibiotikum (Tabell 1). Hombach et al. studerade pa ett liknande sitt
den tekniska och biologiska variationen via lappdiffusion, dock skedde avlisningen i deras studie
automatiskt med en Sirscan lisare. Deras resultat, precis som det som presenteras hir bekréftar
sambandet mellan tillf6rlitligt reproducerbart resultat och laga standardavvikelsevirden, genom att
optimera variationen i materialet tack vare anvindning av samma “’batch/lot” av agarplattor, anti-
biotikalappar (8). I samma studie dras slutsatsen att tekniska faktorer paverkar i stor utstrickning
lappdiffusionsresultatet men att bakteriens egna biologiska egenskaper styr pa ett omfattande satt
variationen i zondiametern och dérfor ar viktigt att inte dela upp populationen utan att under-séka
om resistensgener férekommer, annars kommer att foreligga oundvikliga kategoriseringsfel oavsett

hur noggrann man ir rent tekniskt.
Trots att studien ar ganska liten (n=20), finns starka bevis pd att den biologiska variationen i en

bakteriepopulation ar vildigt liten och SD stédjer att denna variation ar metodrelaterad sa linge vi

pratar om vildtypsisolat.
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For att sikerstalla att lappdiffusionsresultaten ar palitliga gjordes upprepade testningar pa utvalda
QC stammar och dven buljongspidning pa alla isolat vid tva olika tillfallen utan att hitta nagra

diskrepanser.

Avlisning av BMD plattor f6r MIC-bestimning sker rutinmissigt efter 16—20 timmar och resultatet
blir ett enstaka MIC virde per test. Studiens S. awurens stammar avlistes en gang i timmen (Tabell
2), dar det tidigaste MIC virdet kunde bestimmas forst efter 4 timmars inkubation. Detta giller
aven for E. co/i dir avldsningen pagick en ging i timmen foérsta 8 timmarna och sedan vid
standardiserad 16-20 timmar. Pa de kommersiella mikrotiterplattorna som har anvants for testning
av E. coli, ir den ligsta moijliga avlisningsbara meropenem koncentrationen 0,016 mg/L. Dirfor
har 66,6 procent av stammarna (n=10) har detta virde som slutlig MIC och hos dessa var det inte
mojligt att bedéma MIC-virdets dynamik. Hos de bedombara resterande 33,3 procent, skedde
forindringen frin den initiala 0,016mg/L tll det slutliga 0,32mg/L nigon ging mellan 8 och 16—

20 timmatr.

Man behoéver saklart ta hansyn till att denna tekniska variabeln kan spela roll 1 MIC virdets utveck-
ling och att tillvixthastigheten just pd grund av temperaturskillnader rent teoretiskt skulle kunnat
paverka resultaten, men trots detta ser vi inga kategoriseringsfel eller svingningar i MIC virden.
Det avlasta MIC-virdet ar hogre efter lang inkubationstid vilket inte ar ovantat. Huruvida MIC-
virdet sedan nar en plata kriver tidsmissigt lingre f6rsok. Detta medfor bekymmer med bindning
av vissa antibiotika till materialet 1 plattor och degeneration 6ver tid av andra antibiotika med

resulterande felaktiga matnivéer.

Merparten av vara resultat stodjer teorin att en stor del av variationen 1 MIC-virden inom WT ar
starkt paverkad av mikroorganismers andra biologiska egenskaper, som exempelvis variation i

tillvixthastighet, metabolism m.m., 4n just relationen till antibiotika.

Det ir vilkind att inkubationsvillkorn samt inokulat-koncentrationen ir forenliga/direkt propot-
tionerliga med effekten av antibiotika, dir forindringar som forlingd inkubation eller hégre
respektive liagre inokulat nivder leder till felaktiga antibiotikaresistensdata, dvs felaktiga MIC
virden. Utéver detta den antimikrobiella aktiviteten av antibiotikan paverkas av miljon dir de

befinner sig, sisom temperatur, pH men dven ljus.
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Sammanfattningsvis ar slutsatsen att den ursprungligen registrerade himningszonen fran olika delar
av vildtypspopulationen skiljer sig upp till & 2 mm f6r en art och ett antibiotikum och att det
genomsnittliga ”laget 1 populationen” ir reproducerbart men att olika individers ”lagen” 6verlappar
1 sadan grad att en mer detaljerad gradering av bakteriens kinslighet inom normal-populationen

inte ar mojlig eller meningsfull, varken med MIC eller inhibitionszon.

Nista steg 1 studien ar att renodlat studera och kartldgga ytterligare variablers paverkan pa upp-
komsten av ett MIC-virde. I detta syfte kommer de redan utvalda isolaten testas pa egen-designade
mikrotiterplattor, dir alla antibiotikum som dven har anvints vid lappdiffusion finns med i de
koncentrationer dar MIC utvecklingen 6ver tid kan monitoreras. Fér dnnu sikrare avldsning och
mitning tillvixthastighet kommer BioTek Epoch2 Microplate Spectrophotometer anvindas som
har inbyggd virmekilla samtidig inkubationsmojlighet likadant som skaknings-funktion for

absorbansmitning dir beh6vs jaimn grumlighetsniva i brunnen.
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