Urinvagsinfektion

— Resistensbestamning

Bakgrund

Urinvigsinfektion ir relativt vanligt och orsakas av bakterier som tringer in i urin-
roret och vidare upp i urinbldsan. Om infektionen dr begrinsad till urinréret och
urinbldsan kallas det bliskatarr. Bldskatarr laker vanligtvis ut av sig sjalv men kan
ibland behova behandlas med antibiotika. Ibland sprider sig infektionen till njurarna
och njurbickenet. Det ger njurbiackeninflammation som ar allvarligare och maste
alltid behandlas med antibiotika. Tyvirr har allt fler bakterier blivit resistenta mot
olika sorters antibiotika. Genom att gora en resistensbestimning av de bakterier som
orsakat infektionen kan man pa forhand se om de ir resistenta mot ett visst antibio-
tikum och till vilken grad, for att kunna ge patienten ritt behandling.

Uppgift
Du ska odla upp bakterier frdn ett "urinprov” och testa ndgra olika sorters antibiotika
for resistensbestimning.

Definitioner for resistens hos mikroorganismer (SIR-systemet)
S=Susceptible (kdnslig vid normal dosering)

En mikroorganism kategoriseras som “kanslig vid normal exponering” ndr sannolikheten for
framgangsrik behandling dr hog vid normal dosering av medlet. Infektionen kan forvantas svara
pa behandling av detta antibiotikum vid dosering rekommenderad for denna typ av infektion.
Bakterien har inga pdvisade resistensmekanismer mot medlet.

|=Intermediate (kdnslig vid 6kad exponering)

En mikroorganism kategoriseras som “kénslig vid kad exponering” nadr sannolikheten for
framgangsrik behandling dr hog om exponeringen fér medlet 6kas genom dndrad dosering eller
genom att medlet koncentreras i infektionsharden. Det kan behévas dosjustering eller forandring
av administrationssdtt. Behandlingseffekten med detta medel dr osdker. Bakterien har forvarvat
laggradig resistens mot medlet eller har naturligt ligre kdnslighet for medlet.

R=Resistent:
En mikroorganism kategoriseras som “resistent” nar sannolikheten for framgangsrik behandling
dr lag dven om exponeringen fér medlet 6kas. Klinisk effekt av behandling med detta medel &r
osannolik. Bakterien har forvarvat betydelsefulla resistensmekanismer eller dr naturligt resistent
mot medlet.

Definitioner:
https://wwwisls.se/raf/resistensbestamning/definitioner/
https://anvisningar.se/Anvisningar/Klinisk-mikrobiologi/A/Antibiotika---resistensbestamning-av-bakterier/
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Sakerhet
e Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

* Anvind endast klass-1-organismer.

e Var uppmirksam si att inte spritldsningen antinds d& utrustningen ska sterileras.

Ha alltid ett lock tillgangligt for att kvava eld.

Dag 1- renodling av urinprov

Material

1 "urinprov”

Ympnal i metall eller engdngsympnaélar i plast

1 agarplatta

Mirkpenna

70% spritlosning

Briannare + tindstickor vid anvindning av ympn4l av metall

Bigare for uppsamling vid anvindning av engdngsympnal

UtfGrande - utstryk

Tvitta hinderna med tvél och vatten. Torka av biankytan med 70% spritldsning.
Mirk undersidan av agarplattan med namn och provnummer som stér pa "urinprovet”.

Om du anvinder en ympnal av metall: Doppa ympnaélen i spritlésningen och brinn hastigt
av metallskaftet pd ympnélen och glodga platinadglan i gaslagan. Hall 6glan nistan lodritt
ilagan sa att hela metalltriden glodgas samtidigt. Obs! Oglan maéste svalna innan den dop-
pas i bakterieprovet! Hall den i luften si att den svalnar eller 1t den varma 6glan svalna
genom att hilla den vid kanten mot ett sterilt parti av agarytan i en petriskil. Alternativt
anvind en steril engdngsympnal.

Doppa en steril ympnal i urinprovet. Gor ett primirstryk genom att stryka ut bakterierna
i ett sicksackmonster 6ver en del av agarytan, se figur 1 nedan. Sitt pa locket. Sterilisera
ympnal av metall enligt punkt 3 eller sling engdngsympnalen i avsedd behéllare.

Ta en ny ympnal om du anvinder engings. Gor ett sekundirstryk genom att dra den ste-
rila ympnélen en gdng 6ver utstryk 1 och stryk ut i ett sicksackmonster 6ver en del av den
rena agarytan, se figur 2 nedan. Sitt pé locket. Sterilisera ympnal av metall enligt punkt 3.
Vind pd ympnél om du anvinder engdngs. Dra den sterila ympnélen en géng 6ver utstryk
2 och gor ett tertidrutstryk i ett sicksackmonster dver en del av den rena agarytan, se figur
3 nedan. Sitt pd locket. Sterilisera ympnal av metall enligt punkt 2 eller sling ympnélen
om du anvinder en steril engdngsympnal i avsedd behéllare.

Still in plattan med locket nedét i inkubatorn (37 °C) éver natt.
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Figur 1: Forsta ut- Figur 2: Andra ut- Figur 3: Enskilda bakte-
stryket. stryket. riekolonier har bildats

efter inkubation dar
det tredje utstryket
har gjorts.
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Dag 2 - resistensbestdmning

Material

Renkultur pé agarplatta frin dag 1

1 agarplatta

Sterila bomullspinnar

Antibiotikalappar (for nagra olika sorters antibiotika)

1 eppendorfror med steril NaCl (0,9%)
Antibiotikalappar

Utforande

1.
2.
3.

Tvitta hinderna med tvél och vatten.
Torka av bankytan med 70% spritldsning.

Mirk agarplattan pa sidan eller pa kanten av undersidan med provnummer och
dina initialer.

Overfor med en steril ympnal cirka 4 bakteriekolonier frin din bakterieodling
till ett eppendorfror med 0,5 ml steril 0,9% NaCl-16sning. (For att sterilisera
ympnaélen se punkt 3, Dagl)

Slamma upp bakterierna med hjilp av att ympnalen, vrid den i 16sningen s&
att du fir en jimn suspension. Vissa bakteriekolonier kan vara svara att slamma
upp, anviand en mikropipett med steril spets for att pumpa upp och ner négra
ganger eller anvind en Vortexapparat.

Tag en steril bomullsarmerad pinne och doppa i bakteriesuspensionen. Sprid
ut bakteriesuspensionen med bomullspinnen TATT p4 en ny agarplatta enligt
nedan:

a. Borja med att stryka ett kors diagonalt 6ver plattan
b. Stryk titt pa dversta halvan av plattan

c. Vind 90 ° och stryk 6ver den nu évre halvan

d. Vind 90 ° och stryk éver den nu 6vre halvan

e. Vind 90 ° och stryk 6ver den nu évre halvan

Markera pé undersidan av agarplattan vilka antibiotikalappar du placerar (se
bild pé forsta sidan f6r exempel). Skriv i kanten av agarplattan.

Fordela antibiotikalapparna jimnt pa agarplattan med en steril pincett eller en
blodlancett. Inte f6r nira kanten! Tryck forsiktigt pa lapparna med pincetten/
lancetten sé att de kommer &t bakterierna men nudda inte agarn utanfor sjilva
lappen.

Still agarplattan i rumstemperatur med locket uppét i ca 30 min si att antibio-
tikan kan diffundera ut i agarn.

10. Inkubera agarplattan i 37°C med locket uppét till nista dag d& himningszoner-

nas storlek avlises.
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Dag 3 - Avids resultat

P4 agarplattorna har du placerat olika antibiotikalappar. Om det bildats en zon runt
en antibiotikalapp dir det inte vixer nigra bakterier kallas det for en himningszon.
Hiamningszonernas diameter ger ett métt pd hur kénslig bakterien ar for ett specifikt
antibiotikum. Genom att jamfora himningszonernas diameter med en standardta-
bell kan man bestimma kinsligheten enligt SIR-systemet (se faktaruta pa forsta si-
dan). Bakterierna kan antingen vara S=kinslig, [=intermediir eller R=resistent for de
antibiotika som testats.

Material

e Agarplatta frén dag 2

e Skjutmatt

e Standardtabell f6r SIR-virden (se nedan)

Utforande

Ligg plattan med agarsidan mot dig och locket nedit mot banken. Himningszonens
diameter mits med ett skjutmatt (mm) och mits som diametern av den himmade zo-
nen. Om ingen hamningszon finns (d.v.s att bakterierna har vixt helt intill lappen) s&
anges det som diametern 0 mm. Mit alla himningszonerna och berikna kinsligheten
med hjilp av tabellen hir nedanfor. Plattorna ska inte 6ppnas. Lis om definitioner av
S, T och R pé forsta sidan.

Antibiotika S = kinslig I= intermediir R= resistent
Kloramfenikol > 17mm 17mm < 17mm
Gentamicin > 17mm 17mm < 17mm
Ampicillin 2 14mm - < 14mm
Trimethoprim 218mm 15-18mm <15mm
Cefotaxime 2 20mm 17-20mm < 17mm
Doxycycline 222mm 19-22mm <19mm

Tabellen visar varden for E.coli och bestams av EUCAST (https://www.eucast.org) som satter
brytpunkter och bestdmmer SIR-vdrden i Europa.Tabellen f6r bakterier och antibiotika finns under
"Clinical breakpoints”. (Vdrdena ar fran 2021.)

o Jimfor tabellen med dina resultat.

e Vilken antibiotika skulle du rekommendera till din patient?

Fundera pa féljande fragor

1. Forestéll er en situation da en patient kommer in med symptom for en bakterieinfektion:

- | vilka fall fungerar denna metod som ni har genomfdrt bra? | vilka situationer kan det bli problem?
2. Antibiotika kan delas in i tva storre grupper; bred- och smalspektrum.

- Om ett test likt detta gors hos ldkaren hur paverkar det val av antibiotika?

- Vilka konsekvenser far det pa antibiotikaanvdndningen om denna metod &r den enda som dr majlig?

- Forslag pa atgéarder?
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