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Nar bakterien skal
afslgres hurtigt

Jo hurtigere, man kan afslare hvilken bakterie, der er skyld i en infektion, jo bedre.

Afslgring af bakterier foregar typisk ved mikroskopi og ved at dyrke bakterierne

i petriskale, men ved at bruge dna-baserede metoder er det ofte muligt at fa et

resultat vaesentligt hurtigere.

Af Tine Yding Wolff,

Per Halkjeer Nielsen,
Claus Moser og

Trine Rolighed Thomsen

M I Danmark er der hvert &r
ca. 250.000 indleggelser som
folge af en infektionssygdom.
At veere ramt af en infektion
betyder, at en sygdomsfremkal-
dende mikroorganisme (ogsd
kaldet et patogen) har invaderet
og formerer sig i eller pa en del
af kroppen og medforer skade.
Det indtrengende patogen kan
vere en bakterie, svamp, virus
eller parasit. Infektioner daek-
ker séledes over et meget bredt
udsnit af mere eller mindre
alvorlige sygdomme. Influenza,
blerebetendelse, meningitis og
HIV er alle eksempler pa syg-
domme opstéet pd baggrund af
en infektion.

Nar der er mistanke om, at
en patient har fiet en alvor-
lig infektion, gelder det om at
identificere den forirsagende
mikroorganisme hurtigst
muligt for at kunne give en
mélrettet behandling. P4 syge-
husene identificeres bakterier i
dag hovedsageligt vha. mikro-
skopi og dyrkning pa forskel-
lige typer af nzringsmedier
(agarplader eller blodkolber).
Desuden laves forskellige bioke-
miske tests for at kunne skelne
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Bioanalytiker Pia Poss arbejder med sekventeringsmaskinen pd Klinisk Mikrobiologisk Afdeling pd Rigshospi-
talet for at identificere bakterier pi baggrund af deres 168 rRNA gen.

bakterierne fra hinanden. antibiotika, ligesom mikrosko-  inden dyrkningen giver et svar

Fordelen ved den traditio- pisk pavisning af mikroorga- (oftest 1-2 degn), og at visse
nelle dyrkning er, at metoden nismen i relevant provemate- mikroorganismer ikke kan dyr-
som regel viser bdde bakte- riale underbygger betydningen  kes under de forhold, der ruti-
riearten, og hvorvidt den er af dyrkningsfundet. Ulempen nemassigt anvendes i hospitals-
resistent overfor forskellige er, at der gar relativt lang tid, laboratorier.
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Dna afslgrer mikroben

Nu er dna-baserede metoder il
at identificere mikroorganis-
mer ogsa ved at vinde indpas pi
sygehusene, da de giver mulig-
hed for meget hurtigere resul-
tater. Disse metoder bygger pa
den sikaldte polymerase chain
reaction (PCR — se boks). Meto-
den er baseret pa analyse af dna
fra mikroorganismens genom,
og er dermed uathengig af, om

bakterien kan vokse pé et medie.

Nir man anvender PCR til at

identificere mikroorganismer,

udnytter man, at hver art har en

unik sammensatning af dna.
Metoden kan sammenlig-

nes med en kopimaskine, hvor

Aktuel

Naturvidenskab

| 4] 2010

%

M I KROBIOLOGII

a4

P b

Foto: CDC/ Margaret Williams, PhD; Claressa Lucas, PhD;Tatiana Travis, BS

¥ - - P 4
Farvet elektronmikroskop-billede af legionella-bakterier (Legionella pneumophila), som er drsag til den
sdkaldte Legionersyge. Dna-baserede metoder kan vare en hurtig vej til at afslore sadanne bakterier.

enzymet dna-polymerase afleser
en dna-sekvens og vha. bygge-

sten i form af nukleotider laver
en dna-streng komplementer
til denne (en kopi). P4 denne
méde opformeres dna’et i pro-
verne til mengder, det er muligt
at analysere pa (se boks).

Det er bade muligt at lave en
bredspektret PCR-analyse, hvor
man underspger for mange bak-
terier pa én gang eller en spe-
cifik PCR-analyse, hvor man
leder efter netop de mikroorga-
nismer, man har mistanke om,
at patienten er inficeret med.

Inden for bredspektret PCR
findes flere metoder f.eks.
direkee 168 sekventering, der
tager udgangspunke i et bestemt
gen (165, se boks). Direkte
sekventering er hurtig men til
gengzld uegnet i tilfelde, hvor
flere bakeeriearter er til stede i
den samme prove. Et alterna-
tiv er fremstilling af sdkaldte
klonbiblioteker, hvor de enkelte
produkter, der produceres i
den bredspektrede PCR-pro-
ces, adskilles og analyseres hver
for sig. Dette gor, at man kan
pavise flere forskellige bakterie-
arter i en prove, hvilket er en
fordel i tilfelde, hvor en prove
er inficeret med flere bakterie-
arter pé én gang. Fremstilling af
klonbiblioteker er dog temmelig
tidskrevende og anvendes der-
for mest i forsknings- og udvik-
lingssammenhang.

Den specifikke metode er
derimod hurtig og kan give et
resultat i Iobet af fi timer, hvor
bestemmelse via traditionel dyrk-
ning vil tage mindst et dogn.

pformering af dna med PCR
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3. Temperaturen hzves til 72 °C. Primerne
fungerer som startpunkt for enzymet

dna-polymerase, som genopbygger
den komplementaere dna-streng.

For at kunne identificere bakte-
rier pa baggrund af deres dna
er det ngdvendigt at opformere
en lille del af deres genom. |
Polymerase chain reaction
(PCR) efterlignes cellernes dna-
kopiering, sa der pa fa timer
dannes millioner af kopier af en
bestemt dna-sekvens (se figur).
Man tilsaetter sma stykker dna
kaldet primere, som har en
sekvens af dna-byggesten (nuk-
leotider), der er komplementeer
til en del af den dna-sekvens,
man gerne vil opformere. Med
udgangspunkt i disse primere

Udsnit af genet 16S rDNA, der bestar af konserverede

Primer

Prgven opvarmes til 95 °C,
hvorved de to dna-strenge
adskilles.

2.

Temperaturen szenkes til 55-60 °C, sa sma
stykker dna (primere) kan hafte sig til
dna-strengen ved at genkende deres
komplementzere sekvens

Primer

~_

kan enzymet dna-polymerase
lave en kopi af den gnskede
dna-sekvens. PCR-reaktionen
forlgber i tre trin, der typisk gen-
tages 30-40 gange.

Selvom alle organismer har
unikke genomer, er der ofte store
ligheder mellem generne hos de
forskellige arter. Et eksempel er
genet 16S rDNA, der koder for en
del af bakteriens ribosom (riboso-
mer indgar i proteinsyntesen og
findes i alle organismer). Genet
bestar af ni variable omrader, der
er unikke for den pageeldende
bakterieart, og otte konserve-

Primer 1 —

rede omrader, som stort set er
ens i neesten alle bakterier. De
variable og konserverede omra-
der er fordelt imellem hinanden
over hele 16S-genet, og ved at
anvende universelle primere spe-
cifikke for to konserverede omra-
der kan man fa et PCR-produkt,
der deekker bade konserverede
og variable omrader (se figur).
Ved hjeelp af 16S PCR kan man
med andre ord opformere dna fra
mange forskellige bakterier pa én
gang, og 16S genet er derfor et
hyppigt anvendt target til identifi-
kation af bakterier.

og variable omrader. Ved at anvende primere, der er spe-

cifikke for to konserverede omrader, kan man opformere
dna fra mange forskellige bakteriearter pa én gang.

Variable omrader

<— Primer 2
Konserverede omrader s
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Undersagelse af bakteriers resistens overfor forskellige antibiotika.

Bakteriedyrkningens
begraensninger

Nar man identificerer sygdomsfremkaldende bakterier og deres
resistensmgnster, foregar dette i dag overvejende vha. dyrkning pa
forskellige veekstmedier efterfulgt af biokemiske tests. Der gar som
regel mindst et dggn og ofte leengere tid, inden der foreligger svar pa
dyrkningen, og flere forskellige faktorer har indflydelse pa udfaldet af
dyrkningen. Eksempelvis kraever visse mikroorganismer nogle andre
veekstforhold end dem, der rutinemaessigt anvendes i hospitalslabora-
torier. Et eksempel pa dette er bakterier af Chlamydia-familien, der er
sakaldt intracellulzere bakterier. Det betyder, at de kun kan leve inden
i andre celler, f.eks. epitelceller, og derfor kreever det seerlige cellekul-
turer at dyrke dem. Kighoste-bakterien Bordetella pertussis er et andet
eksempel pa en mikroorganisme, der ikke vokser i standard veekstme-
dier, og den kreever desuden 4-5 dages vaekst, inden kolonierne kan

ses med det blotte gje.

En anden parameter, der kan pavirke mikroorganismernes evne
til at vokse, er hvis der er givet antibiotika. | mange tilfeelde hvor en
patient har symptomer pa en alvorlig infektion gives en bredspektret
antibiotikabehandling, inden arsagen til infektionen er kendt. Hvis
behandlingen gives, inden der udtages materiale til dyrkning, kan
dette haemme mikroorganismerne og veere arsag til, at de ikke vokser

frem i veekstmedierne.

En tredje forhindring er, hvis bakterierne vokser i en sakaldt biofilm,
der er en slimet substans bestaende af én eller flere bakterie- eller
svampearter, dna, proteiner samt polysakkarider udskilt af mikro-
organismerne. Det er ofte tilfeeldet, nar bakterier eller svampe vokser
pa en overflade som det f.eks. er tilfeeldet ved kateterinfektioner og
plak pa teenderne. Bakterier i biofilm kan bade veere vanskelige at
dyrke i laboratoriet, ligesom de ofte er mere tolerante overfor anti-
biotika end planktoniske (fritsvgmmende) bakterier af samme art.

PCR-metoder pa
sygehusene

P4 landets sygehuse er det som
regel kun bakterier, svampe og
enkelte parasitter, der diagno-
sticeres vha. dyrkning. De fle-
ste parasitter identificeres vha.
mikroskopi eller ved pavisning
af antistoffer i patientens blod,
mens landets store sygehuse i
stadigt stigende omfang anven-
der PCR til at identificere virus

og svert dyrkbare bakterier og
svampe som f.eks. Mycobacte-
rium tuberculosis, Mycoplasma
pneumoniae og pneumocyster.
P4 de klinisk mikrobiologiske
afdelinger benyttes primert
specifik PCR frem for den
bredspektrede metode. Dette
betyder som nevnt, at der skal
foretages en specifik PCR-
analyse for hver af de mikroor-
ganismer, som leegen vurderer,

kan vere drsag til en infektion.
Ofte omfatter sogningen altsa
nogle specifikke mikroorganis-
mer, og det er derfor vigtigt at
vere bevidst om, at en negativ
PCR-analyse ikke ngdvendig-
vis udelukker, at der er tale om
en infektion — det er muligvis
bare en anden organisme, der er
arsagen.

Ogsé derfor vinder den bred-
spektrede metode i stigende
grad frem som supplement, nir
dyrkningsprever har givet nega-
tivt resultat og er serligt inte-
ressant i de tilfelde, hvor der er
tydelige kliniske tegn pé infek-
tion.

Fordelen ved en specifik PCR
er ogsa, at den kan benyttes
i prover, hvor der mi forven-
tes en del normalflora. I disse
tilfzelde er den bredspektrede
metode ikke velegnet, da den
ikke kan skelne mellem dna fra
forskellige bakterier, og dna fra
eventuelle patogener risikerer
dermed at “drukne” i maengden
af dna fra normalfloraen.

Hjerteinfektion under lup
P4 Teknologisk Institut og Aal-
borg Universitet beskaftiger
man sig meget med PCR som
redskab til at identificere bakte-
rier i forbindelse med forskellige
typer infektioner. Analyserne
foregar i samarbejde med flere
af landets sygehuse og har bl.a.
omfattet infektioner i hjertet, i
lungeveav, pa urinkatetre, ved
kna- og hofteproteser samt i
kroniske sér.

En af vore undersggelser har
fokuseret pa infektios endokardit,
som er en relativt sjzlden, men
alvorlig sygdom, der rammer
ca. 300 danskere om dret. Syg-
dommen opstar, nar mikroorga-
nismer i blodet slir sig ned pa
indersiden af hjertet (endokar-
diet). Det er typisk en eller flere
af de fire hjerteklapper, der er
mest udsat for infektion, og i
svere tilfelde kan en ultralyds-
scanning af hjertet afslore store
klumper af bakterier, der vokser
pa hjerteklappen i en biofilm.
Konsekvensen af sygdommen
kan vere skadede, ineffektive
hjerteklapper, der ikke lengere
slutter tet, og dette kan med-
fore, at hjertet skal arbejde hér-
dere for at pumpe blodet rundt

i kroppen. I de alvorligste til-
felde bliver klappen helt utet,
og der opstar hjertesvigt med en
meget hgj dedelighed til folge.
Hvor hurtigt en korreke diag-
nose kan stilles har betydning
for, hvor omfattende skaderne
pa hjertet bliver, og hvorvidt
behandling med antibiotika er
tilscrekkelig, eller om patien-
ten skal have en hjerteopera-
tion. Nar diagnosen infektios
endokardit er stillet, forsoges
det at identificere den relevante
mikroorganisme vha. forskellige
dyrkningsmetoder, hvor enten
blod eller vav fra hjertet er
udgangspunkt for dyrkningen. I
mange tilfelde kan der dog ikke
dyrkes noget frem enten pga.
forudgaende antibiotikabehand-
ling eller forekomst af bakeerier,
der kraever serlige dyrknings-

forhold.

Tankeveekkende resultater
I et studium, der blev udfert
pa Aalborg Universitet i sam-
arbejde med Rigshospitalet

og Teknologisk Institut pd til-
bagevarende materiale efter
standardundersegelser, blev
forekomsten af bakterier i 19
hjerteklapper undersegt med
traditionelle dyrkningsmetoder
og PCR-metoder.

Blod- og vevsdyrkning var
positiv for hhv. ni og syv prover,
mens der med PCR-metoderne
blev pavist dna fra bakeerier i
alle proverne. Med dyrknings-
metoderne blev der primert
fundet stafylokokker, strepto-
kokker og enterokokker, der
alle er meget velkendte pato-
gener og ofte er involveret i
denne sygdom. Disse bakterier
blev ogsi fundet med PCR-
metoderne, men derudover blev
der ogsé pavist dna fra bakte-
rier, der sjeldent forbindes med
sygdommen, f.cks. Legionella,
Pseudomonas og Propionibac-
terium. Efterfolgende viste en
kvantitativ PCR-analyse speci-
fik for Legionella, at der i en af
proverne var en meget hoj fore-
komst af Legionella-dna, hvilket
bekraftede fundet af denne bak-
terie i klonbiblioteket.

Et andet interessant resultat
var, at der med dyrkningsmeto-
derne udelukkende blev pavist
infektion med monokulturer,
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mens PCR-metoderne i flere
tilfelde paviste dna fra flere for-
skellige bakterier i den samme
prove. Det skal understreges, at
betydningen af disse dyrknings-
uathengige fund ikke er afklaret
og kan skyldes flere andre fakto-
rer end infektion (f.eks. at pro-
verne er blevet forurenet et sted
i processen).

I det hele taget ligger der en
stor fremtidig opgave i afklaring
af betydningen af dyrkningsuaf-
hangige fund i lighed med de
kriterier som Robert Koch satte
op for omtrent 100 ar siden, for
at kunne sammenholde et dyrk-
ningsfund med en infektions-
sygdom.

Nyt lys over katetres
bakterieflora

I et andet lignende studium
blev centralvenekatetre fra 18
patienter undersogt. Denne
type katetre leegges i en central
blodare, hvor den kan sidde i
flere maneder, mens den anven-
des til at give medicin og vaske
direkte i blodet. Jo leengere

tid kateteret sidder i patien-
ten, des storre er risikoen for, at
der opstédr en infektion. Dyrk-
ning af bakterier fra katetrene
foregar normalt ved en sakaldt
Makis metode, hvor spidsen af
kateteret rulles pé en agarplade,
og indstiksstedet siges at veere
inficeret, hvis der fremkommer
mindst 14 baketeriekolonier pa
pladen. Mange mener, at Makis
metode er utilstrekkelig, da den
kun giver oplysninger om bak-
terier uden pa kateterets spids,
mens bakterier lengere oppe ad
kateteret og pd indersiden risi-
kerer at blive overset.

I undersogelsen blev kateter-
spidserne undersogt med Makis
metode pd Rigshospitalet, mens
bade inder- og yderside af de
18 katetre blev undersogt med
PCR-metoder. Makis metode
var positiv for 11 af 18 katetre,
og med denne metode blev der
primert fundet sikaldt koagu-
lase-negative stafylokokker, der
er en del af den naturlige bakee-
rieflora pA menneskets hud.

PCR-metoderne bekreftede
forekomsten af disse stafylokok-
ker i mange af katetrene, men
der blev ogsa pévist dna fra en
stor blanding af andre bakterier.

Resultaterne af undersogelsen
viste desuden, at der var stor
forskel pé hvilke bakeerier der
fandtes pé inder- og ydersiden
af katetrene, og at der var en
storre diversitet af bakterier, jo
leengere tid kateteret havde sid-
det i patienten.

Et supplement til
veerktgjskassen

Som det er tilfzldet med dyrk-
ningsmetoderne, er identifi-
kation af bakterier med PCR-
metoder forbundet med bide
fordele og ulemper. At metoden
er baseret pa detektion af dna
betyder, at den er uathengig

af, om mikroorganismerne er i
stand til at vokse, og med PCR
kan man saledes pavise svak-
kede og ikke dyrkbare bakterier,
svampe samt virus. Desuden er
den specifikke PCR, hvor man
gnsker at pavise tilstedevarelsen
af en bestemt mikroorganisme,
en hurtig metode, der giver et
svar i lobet af fi timer. Bred-
spektret PCR med efterfolgende
fremstilling af klonbiblioteker er
derimod meget tidskrevende og
er derfor ikke egnet som et hur-
tigt diagnostisk varktj.

PCR-metodens hgje folsom-
hed kan dog vare en ulempe,
nar den skal bruges til at iden-
tificere bakterier i en infek-
tion. Metoden kan nemlig ikke
skelne mellem dna fra levende
og dede bakterier, og i den kli-
niske mikrobiologi er det der-
for en udfordring at tolke, om
de paviste bakterier er relevante
for infektionen, eller om fun-
dene stammer fra dede eller
klinisk uvasentlige bakeerier.
Der findes i dag kits pi marke-
det, der kan fjerne fritliggende
dna fra en prove, si der efter-
folgende kun arbejdes videre
med dna fra intakte, aktive
bakterier.

Det er vigtigt at pointere, at
PCR-metoden ikke viser resi-
stensmonsteret og dermed ikke
giver det endelige svar pa, hvor-
dan en infektion skal bekempes.
P4 sigt bliver det miske muligt
at bruge PCR til at undersoge
bakteriers resistensmenster ved
at malrette PCR mod forskel-
lige relevante resistensgener.

Selvom PCR alts3 ikke kan
erstatte dyrkning af bakeerier i
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Nerbillede af en kateterspids klar
til undersogelse.

dag, kan metoden fungere som
et verdifuldt supplement.

De dyrkningsuathengige
metoders pracision og hurtig-
hed forbedres hele tiden via
nyt apparatur, hvilket pa sigt
vil gore dem til et meget veerdi-
fuldt diagnoseverktej pa landets
hospitaler. I et igangverende
projekt stottet af ABT-fonden
undersoger Rigshospitalets kli-
nisk mikrobiologiske afdeling,
Teknologisk Institut og Aalborg
Universitet effekten af dna-
baserede metoder som diagno-
stisk veerktoj. Alle positive blod-
dyrkninger er i en tre méneders
periode blevet undersogt med
gengse dyrkningsmetoder og
med 168 sekventering, og i halv-
delen af tilfeldene blev resultatet
af 16S sekventeringen inddraget
i overvejelserne omkring anbe-
faling af antibiotisk behandling.
P4 nuverende tidspunke er det
ved at blive gjort op, om 16S
sekventeringen har haft en gun-
sti betydning i form af en hur-
tigere diagnose, forkortede ind-
leggelsestider og mindsket brug
af bredspektret antibiotika. M

c
O
]
£
=3

2

S

o
5

2

0

o

o
3

£

S

g

2

Om forfatterne:

Tine Yding Wolff er civilinge-
nior i bioteknologi og konsu-
lent ved Teknologisk Institut
TIf 72202454
tyw@teknologisk.dk

Per Halkjer Nielsen er pro-
fessor ved Sektion for Biotek-
nologi, Aalborg Universitet
Tlf.: 99408503
phn@bio.aan.dk

Claus Moser er afdelingslege
ved Klinisk Mikrobiologisk
Afdeling, Rigshospitalet

Tif: 35456409
claus.moser@rh.regionh.dk

Trine Rolighed Thomsen er
mikrobiolog, ph.d. og senior-
konsulent ved Teknologisk
Institut samt lektor ved
Sektion for Bioteknologi,
Aalborg Universiter

TIf. 72201828

E-mail: trt@teknologisk.dk

Videre lesning:

Larsen et al, 2008: Use of cul-
tivation-dependent and -inde-
pendent techniques to assess
contamination of central venous
catheters: a pilot study. BMC
Clinical Pathology 2008;8:10.

Thomsen et al, 2010: The bac-
teriology of chronic venous leg
ulcer examined by culture-
independent molecular methods.
Wound Repair and Regeneration
2010;18(1):38-49.

www.abifonden.dklsitecorelcontent/
abtfonden/homelprojekter/andye/
forkortelse_indlaeggelser.aspx

Artiklen kommer fra tidsskriftet Aktuel Naturvidenskab. Se mere pa www.aktuelnaturvidenskab.dk





