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Mutiresistenta bakterier:
MRSA, VRE och ESBL
• Anrikningsbuljonger med näringsämnen och

antibiotika som hämmar en del växt
• Isolering av misstänkta kolonier på agarplatta
• Kromagarplattor
• Biokemiska test
• Resistensbestämning med antibiotikalappar
• Nya kombinerade metoder: Odling följt av

molekylärbiologisk detektion av resistensgener
• Oftast PCR-baserade
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Arvsmassa
DNA = deoxyribonukleinsyra

Bakteriers genom

Ringsluten DNA-molekyl = 
bakteriens kromosom

Plasmider = 
mindre ringslutna DNA-
molekyler med ett fåtal 
gener.



2008 4

PCR, polymerase c hain r eaction

NAAT = nucleic acid amplification techniques
”Nukleinsyra-amplifieringstekniker”
”Signalförstärkning”
”Nukleinsyra diagnostik”

DNA eller RNA

PCR är en NAAT
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Princip för PCR

• Återkommande cykler med olika temperatur
94°, denaturering av DNA-templat
50-60 °, primer annealing
72 °, extension mha Taq-polymeras

• 30-40 cykler
• Exponentiell tillväxt av amplifierad produkt
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PCR-reaktionen
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Bakterietillväxt – likheter med PCR

Exponentiell tillväxt, amplifiering av organism eller DNA
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Tillväxthastighet, ”growth rate”

• Odling: 
beroende av inokulatstorlek, avläsning av slutprodukt 
eller kontinuerligt.
ca 20 min cykler

• PCR: 
välkontrollerad, PCR effektivitet mellan 1.0 och 2.0
ca 30 s cykler

• DNA dubbleras ca 40 ggr snabbare än bakterier!
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Analys av resultat

• Positiv odling:
artbestämning, biokemisk typning, 
antibiotikakänslighet/resistens, ev. sekvensering, 
molekylärbiologisk typning 

• Positiv PCR: 
agarosgelelektrofores, smältpunktsanalys, specifika 
fluorescerande prober, konfirmerande PCR
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Fördelar med odling:

• Relativt billigt
• Man ser ”allt” i provet, även oväntade resultat
• Resistensbestämningar
• Endast viabla organismer av intresse
• Fenotypiska bestämningar
• Epidemiologisk typning
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Fördelar med PCR:

• Snabb amplifiering
• Hög specificitet
• Långsamväxande bakterier
• Svårodlade bakterier och virus
• Liten mängd (levande) mikroorganismer i ett prov
• Långa transporttider
• Misstanke om specifika agens
• Genotypiska bestämningar
• Resistensbestämningar möjliga
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Stafylokocker, Staphylococcus aureus
• Utbredd patogen på sjukhus.
• Orsakar infektioner i operationssår, lunginflammation, 

blodförgiftning, svinkoppor och matförgiftning.
• Stafylokocker, indelning

– Koagulasnegativa stafylokocker , KNS, ex. 
Staphylococcus epidermis � inte patogen

– Staphylococcus aureus � patogen och 
koagulaspositiv

– Båda förekommer ofta normalt i de övre 
luftvägarna

• S. aureus specifik gen: nukleasgenen, NucA
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MRSA, 
Methicillinresistenta Staphylococcus aureus

• Har samma egenskaper som S. aureus.
• Friska personer kan vara bärare.
• Resistens mot all � -laktamantibiotika.
• Ofta multiresistens
• Stort problem på sjukhus.
• Snabb och säker detektionsmetod viktig för att 

förhindra spridning.
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Resistensmekanism
• Methicillinresistenta S. aureus (MRSA)

– Uppkom strax efter att antibiotikan methicillin nådde 
marknaden (1961).

– Normalt: Tre stycken penicillinbindande proteiner (PBP1, 2 
och 3) som binder peptidoglukan och bygger upp cellväggen

– � -laktamantibiotika slår ut de normala PBP-proteinerna �
förstör cellväggen. 

– MRSA: Ett extra � PBP2´
– PBP2´ har låg affinitet för � -laktamantibiotika och 

fortsätter binda peptidoglukan � Stark cellvägg �
Resistens!

– PBP2´ kodas av genen mecA
• De flesta MRSA-stammarna är heterogent resistenta, dvs endast 

ett fåtal celler uttrycker resistens.
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Metod MRSA-screen
• Screeningmetoden startades år 2001, sjukhuset i Halmstad.
• Kombinerad odlings och PCR metod.
• Tre provtagningspinnar, näsa, svalg, perineum från en patient
• Förr: odlas i 5 ml anrikningsbuljong under 16 h, methicillin
• Nu: odlas i 2 ml anrikningsbulkjong 12 h, cefoxitin
• Buljongen innehåller en liten mängd cefoxitin för att även 

heteroresistenta MRSA ska växa. 

• 100 ml från varje buljong analyseras.
• Med test baserat på realtids-PCR kan man avgöra om det finns 

tillräckligt många nucA-bärande bakterier i anrikningsbuljongen 
för att vara misstänkt MRSA. 

• Negativt svar <24 tim. Positivt svar 2-3 dagar. 
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MRSA-screening, kombinerad PCR/odling
• DNA extraktion följt av realtids-PCR för genen nucA, 

specifik för S. aureus.
• Prover med >104 CFU/ml är positiv i screen
• En del S. aureus kommer att tillväxa bra i 

odlingsbuljongen och bli positiva med 
screeningtestet.

• Originalbuljongerna odlas ut på kromogen platta 
(chromID MRSA) som innehåller cefoxitin.

• Inte tidigare känd MRSA bärare?
1 koloni till nucA/mecA konfirmations-PCR

• Kvot nucA/mecA =1 för ren MRSA koloni, MRSA är 
positiv för båda generna i samma mängd.
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Enterokocker; Enterococcus faecium, 
Enterococcus fecalis

• Båda arterna av enterokocker är potentiellt patogena
• Vancomycinresistensgener: 

vanA, vanB, vanC, vanD, vanE
• vanA och vanB ger höggradig resistens främst hos 

E. faecium och E. faecalis
• Naturlig resistens kan förekomma hos tex

E. casseliflavus och E.gallinarum
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VRE-screening, kombinerad PCR/odling
• DNA extraktion på anrikningsbuljong följt av realtids-

PCR för generna vanA och vanB. 
• Prover där vanA eller vanB påvisas är positiv i screen
• Enterokocker med vanA och/eller vanB gener 

kommer att tillväxa bra 
• Originalbuljongerna odlas ut på kromogen platta 

(chromID VRE) som innehåller vancomycin
• Artbestämning utförs på kromplattan: 

blå-gröna kolonier är Enterococcus faecalis
lila kolonier är Enterococcus faecium

• 1 koloni till vanA/vanB konfirmations-PCR.
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ESBL, 
Extended Spectrum Beta Lactamases
• Mest faecesprov till ESBL screen
• Man kan hitta ESBL i urin och alla andra provlokaler 
• Prover utodlas direkt på selektivt ESBL medium 

(Bactus)

• Plasmidmedierad resistens
• Sprids mellan olika arter av enterobacteriaceae
• Ex isolat av E. coli: kromosomal resistens AmpC

skiljs från utvidgat spektrum (ESBL) som då är 
plasmidburen, pAmpC
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Kromagar ESBL (chromID ESBL, Biomerieux)

• Escherichia coli: pink to burgundy
colouration of ß-glucuronidase-
producing colonies

• Klebsiella, Enterobacter, Serratia, 
Citrobacter (KESC):
green /blue to browny-green
colouration of ß-glucosidase-
producing colonies

• Proteeae (Proteus, Providencia, 
Morganella):
dark to light brown colouration of 
deaminase-expressing strains.
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Statistik Unilabs Skövde okt 2009-sept 2010

• MRSA-screen= ca 4400 prover, 10% till odling på
platta, 67 prover slutsvar ”St. aureus MRSA”

• VRE-screen= ca 1300 prover, 3% till odling på platta, 
11 prover slutsvar ”Vancomycinres ent” varav 4 
prover VRE konfirmation (2 vanA, 2 vanB påvisad)

• ESBL-screen= ca 400 prover, en del vidare till ESBL-
utredning, slutsvar ”E. coli ESBL” vanligast, därefter 
”Kl. pneumoniae ESBL”
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Fördelar med NAAT:s

• Känsliga (1 organism = 1 mål-kopia!)
• Specifika (sekvensen är unik!)
• Snabba metoder
• Automatisering, robotar för extraktion och pipettering
• Kommersiella system: 

instrument, reagenskit, kontroller, dekontamination
• Externa kvalitetskontroller
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Användning av molekylärdiagnostik 
inom mikrobiologi

• Detektion av bakterie-/virus DNA eller RNA i olika 
slags prov

• Detektion av vissa virulensgener eller resistensgener 
hos en bakterie

• Byta ut traditionella serologiska test eller konventionell 
odling mot detektion av organism DNA i olika prov

• Kombinerade metoder 
• NAATs: snabb, enkel, känslig, specifik 
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Framtidens diagnostik:

• ”Vätskebaserad bakteriologi”
• Närbild av flockad pinne i nylon 

(Copan Innovation, Italien). 
• Den flockade pinnen har bättre 

uppsugningsförmåga och släpper av 
mer material till lösning än en 
traditionellt lindad pinne.

• Detektion av MRSA, VRE och ESBL 
från ett och samma prov, tex e-swab
(flockad pinne i universellt 
transportmedium)

• Automatiserad utodling till platta
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På gång inom mikrobiologi:
Maldi-TOF (Time-Of-Flight mass spectrometry)

• Artbestämning av isolat med 
mass-spektrometri

(Bruker Microflex)
• Typning av bakterier och 

svampisolat på några minuter


