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Sammanfattning 

En ökad utbredning av vankomycinresistenta enterokocker (VRE) har setts i Sverige sedan 2007. 
Bakteriemi orsakad av VRE är mycket svårbehandlad, varför snabbare tillförlitlig resistensdiagnostik är 
betydelsefullt för att minska dödlighet, vårdtider, vårdkostnader och belastning på sjukvårdssystemet. 
På mikrobiologilaboratoriet, Region Jönköpings län (RJL), tar idag identifiering av fenotypisk 
vankomycinresistens vid optimala förhållanden 6 timmar, räknat från att enterokocker konstaterats 
växa i blodet. Resistensgenerna vanA och vanB, som bland andra orsakar vankomycinresistens hos 
enterokocker, kan genetiskt verifieras med loop-mediated isothermal amplification men tar idag upp till 
ett dygn då bakteriekolonier används som analysmaterial i arbetsrutinen på 
molekylärbiologilaboratoriet, RJL. Syftet med studien var att utvärdera bakteriepellet som 
analysmaterial för genetisk identifiering av vanA och vanB, på Genie® II Mk2 med eazyplex® VRE 
basic, hos enterokocker från positiva blododlingar. För att utvärdera bakteriepellet som analysmaterial 
analyserades isolat av Enterococcus faecium (n=17) och Enterococcus faecalis (n=5) från bakteriepellets 
tillverkade från simulerade positiva blododlingar med eazyplex® VRE basic på Genie® II Mk2, varpå 
resultaten jämfördes mot isolatens faktiska närvaro/frånvaro av vanA/vanB. Samstämmigheten av de 
uppmätta- och de förväntade resultaten var fullständig, vilket indikerar att bakteriepellet med hög 
tillförlitlighet kan användas som analysmaterial till eazyplex® VRE basic för att påvisa vanA och vanB 
hos enterokocker i blododlingar. 

Nyckelord: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), mikrobiologi, molekylärbiologi, sepsis, 
vankomycinresistenta enterokocker (VRE) 
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Summary 

Identification of vanA and vanB in enterococci in bacterial pellet from positive blood 
cultures on Genie® II Mk2 with eazyplex® VRE basic 

An increased prevalence of vancomycin-resistant enterococci (VRE) has been observed in Sweden since 
2007. Treating bacteremia caused by VRE is difficult, which is why faster, and reliable resistance 
diagnostics are important. At the Microbiology laboratory, Region Jönköping County, the identification 
of phenotypic vancomycin resistance under optimal conditions takes 6 hours from when growth of 
enterococci in blood is determined. The genes vanA and vanB, which among others cause vancomycin 
resistance, can be genetically verified by loop-mediated isothermal amplification, but takes up to one 
day since bacterial colonies are used as analysis material. The aim of the study was to evaluate bacterial 
pellet as an analytical material for genetic identification of vanA and vanB, on Genie® II Mk2 with 
eazyplex® VRE basic, in enterococci from positive blood cultures. To evaluate the bacterial pellet, 
isolates of Enterococcus faecium (n=17) and Enterococcus faecalis (n=5) from bacterial pellets made 
from simulated positive blood cultures were analyzed with eazyplex® VRE basic on the Genie® II Mk2, 
and the results were compared to the actual presence/absence of vanA/vanB in the isolates. The 
complete coherence between the expected and measured results indicates that the bacterial pellet can 
be used as an analytical material for eazyplex® VRE basic. 

Keywords: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), microbiology, molecular biology, sepsis, 
vancomycin-resistant enterococci (VRE) 
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Förkortningslista 

ACC  Accuracy 
AST  Antimicrobial susceptibility testing 
ATCC  American Type Culture Collection 
ATU  Area of Technical Uncertainty 
BIP  Backward inner primer 
BOP  Backward outer primer 
EUCAST  European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testings 
FIP  Forward inner primer 
FN  Falskt negativ 
FOP  Forward outer primer 
FP  Falskt positiv 
LAMP  Loop-mediated isothermal amplification 
MALDI-ToF  Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 
MCC  Matthew’s correlation coefficient 
McF  McFarland 
MH  Mueller Hinton 
MRSA  Meticillinresistenta Staphylococcus aureus 
PCR  Polymerase chain reaction 
R  Resistent 
RALF Resuspension and lysis fluid (resuspenderings- och lyseringslösning) 
RAST  Rapid antimicrobial susceptibility testing 
RJL  Region Jönköpings län 
S  Susceptible (känslig) 
SN  Sant negativ 
SP  Sant positiv 
UK NEQAS   United Kingdom External Quality Assessment Services 
VRE  Vankomycinresistenta enterokocker 
VSE  Vankomycinkänsliga enterokocker 
VVE  Vankomycinvariabla enterokocker 
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Inledning 

Enterokocker är fakultativt anaeroba grampositiva kocker. De finns främst i tarmens normalflora, men 
etablerar och sprider sig lätt i sjukhusmiljö. Detta beror på att enterokocker kan utstå långa perioder av 
torka, såväl som deras egenskap att adherera till olika material. Enterokockers förmåga till förvärvad 
antibiotikaresistens mot vankomycin beskrevs för första gången på 1980-talet i Storbritannien (1, 2) och 
har därför de senaste decennierna fått stor uppmärksamhet (3). Det är framförallt två genkomplex, vanA 
och vanB, som ger upphov till olika grad av vankomycinresistenta enterokocker (VRE) (4). De 
enterokockarterna som avses vid benämning av VRE är Enterococcus faecium och Enterococcus 
faecalis, där vankomycinresistens är mest prevalent hos E. faecium i Sverige.  

VRE är idag ett stort problem på framför allt intensivvårdsavdelningar i USA och södra delar av Europa 
(3). Fram till 2007 var VRE relativt ovanligt i Sverige men har sedan dess orsakat flera begränsade 
utbrott även på svenska vårdinrättningar (5). Folkhälsomyndigheten estimerade 2017 att antalet  
VRE-fall i Sverige, fram till 2050, kommer vara 200–400 fall per år (6). Enterokockinfektioner påträffas 
främst i sår och urinvägar, men även sepsis förekommer (4). Från år 2016 till 2021 har totalt 28 fall av 
sepsis orsakat av VRE rapporterats i Sverige (5). Av alla sepsisfall i Sverige som orsakades av 
enterokocker år 2021 var 0,3 % vankomycinresistenta E. faecium och 0,1 % vankomycinresistenta E. 
faecalis (7). Det är främst äldre personer med nedsatt immunförsvar som drabbas av 
enterokockinfektioner, där enterokocksepsis ofta är mycket svårbehandlat (4). Detta medför att det i 
genomsnitt krävs 15,2 vårddygn för behandling en VRE-sepsis jämfört med de 6,7 standardvårddygn 
som krävs för behandling av sepsis orsakat av en icke-resistent bakterie. Ett vårddygn för behandling av 
sepsis kostar i genomsnitt cirka 10 000 kronor (8). Av den totala omvårdnadstiden behandlas patienter 
med allvarlig sepsis i median 2 dygn på intensivvårdsavdelning, vilket motsvarar en kostnad på cirka 50 
000 kronor per dygn (9). 

Definitionen av begreppet sepsis reviderades 2016. Enligt den nya definitionen är sepsis en livshotande 
organdysfunktion som utlöses av ett stört systemiskt svar vid en infektion (10). Ett exempel på sådan 
infektion är bakteriemi; bakterier i blodet. Enligt riktlinjer från det nationella vårdprogrammet för 
sepsis och septisk chock tas blododlingar på patienter med misstänkt sepsis i syfte att upptäcka eventuell 
bakteriemi (11). Vid blododling provtas patienten venöst eller arteriellt, där blodet direkt tillförs 
till blododlingsflaskor. Blododlingsflaskorna placeras därefter i ett blododlingssystem där automatisk 
avläsning av blododlingsflaskorna sker kontinuerligt varje timme. Efter inkubering larmar slutligen 
instrumentet för de flaskor som innehåller bakterier (3). På mikrobiologilaboratoriet, Region 
Jönköpings län (RJL), är det idag två resistensbestämningsmetoder som används i rutinarbetet för 
fenotypisk diagnostik av VRE vid positiv blododling; diskdiffusion baserat på European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testings (EUCASTs) rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) (12) 
samt diskdiffusion enligt EUCASTs antimicrobial susceptibility testing (AST) (13). Med denna 
arbetsrutin kan preliminärsvar om VRE, räknat från och med att en blododlingsflaska larmar positivt, 
ges efter cirka 6 timmar med RAST och slutsvar efter cirka 48 timmar med AST, förutsatt att RAST och 
AST utförs direkt när blododlingsflaskan larmar positivt. 

I svarsrutinen på molekylärbiologilaboratoriet, RJL, verifieras VRE (vanA och vanB) genetiskt med 
DNA-amplifieringsmetoden loop-mediated isothermal amplification (LAMP) med analysinstrumentet 
Genie® II Mk2 (OptiGene Limited, Horsham, Storbritannien) och reagenskittet eazyplex® VRE 
(AmplexDiagnostics GmbH, Gars-Bahnhof, Tyskland). Analystiden med Genie® II Mk2 är endast 15 
minuter (14). Trots detta tar det idag upp till ett dygn för genetisk verifiering av VRE på 
laboratoriemedicin, RJL. Detta beror i synnerhet på att bakteriekolonier används som analysmaterial, 
vilka framställs genom utodling av blod från positiva blododlingar följt av inkubering i upp till 24 
timmar. I rutindiagnostiken på mikrobiologilaboratoriet, RJL, artbestäms bakterier i tvättade 
bakteriepellets från positiva blododlingar med Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of 
Flight (MALDI-ToF). Framställning av pelleten tar cirka 10 minuter och tillverkas genom rening av blod 
från en positiv blododlingsflaska och består då av packade bakterier och blodceller. Om det är möjligt 
att använda bakteriepellet som analysmaterial, istället för bakteriekoloni, kan svarstiden för genetisk 
verifiering av VRE teoretiskt förkortas med ett dygn. Det är därför av stor vikt att utvärdera andra 
provmaterial än bakteriekolonier, då en mer effektiv svarsrutin snabbare leder till adekvat 
antibiotikabehandling. Snabbare behandling av allvarlig sepsis orsakad av VRE medför i sin tur minskad 
dödlighet hos patienter, kortare vårdtider, lägre vårdkostnader och minskad belastning på 
sjukvårdssystemet (4). 
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Bakgrund 

Behandling mot infektion av E. faecium och E. faecalis 

Enterokocker är mycket motståndskraftiga mot flera antibiotikum (4). Exempelvis är de naturligt 
resistenta mot antibiotikum tillhörande antibiotikagrupperna makrolider, fluorokinoloner, 
tetracykliner samt trimetoprim-sulfametoxazol (tillhörande antibiotikagruppen folsyreantagonister). 
Naturlig låggradig resistens kan även ses mot aminoglykosider, men god synergistisk effekt kan uppnås 
i kombination med cellväggsantibiotikum (3). Ampicillin, ett cellväggsantibiotikum, är tillsammans med 
aminoglykosider förstahandsvalet för behandling mot infektioner av E. faecalis. Ampicillin används 
dock i regel inte som behandling mot E. faecium eftersom resistens är vanligt (15). Vankomycin, 
tillhörande antibiotikagruppen glykopeptider, är förstahandsvalet av antibiotika mot bakteriemi orsakat 
av Ampicillinresistenta E. faecium (16). 

Vankomycins verkningsmekanism 

Vankomycins verkningsmekanism är inriktad mot grampositiva bakteriers cellväggssyntes. Cellväggen 
hos grampositiva bakterier består av ett cytoplasmatiskt membran innerst och ett tjockt lager med 
sammanlänkade peptidoglykankedjor ytterst. En enskild enhet peptidoglykan består av två sackarider 
och en kort peptidkedja. Cellväggsyntesen hos grampositiva bakterier sker i tre steg, varav de två första 
stegen sker inuti cellen. I det första steget bildas en prekursor kallad Lipid I som består av en sackarid 
och en pentapeptid. I det andra steget adderas en sackarid och bildar då Lipid II. Lipid II transporteras 
sedan genom membranet för att i sista steget inkorporeras i den nybildade peptidoglykankedjan. 
Vankomycin är inriktad mot pentapeptiden på Lipid II. Hos vankomycinkänsliga enterokocker består 
de två yttersta aminosyrorna på pentapeptiden av d-Alanyl-d-Alanin (d-Ala-d-Ala) som vankomycin har 
hög affinitet mot och kan bilda en vätebindning till. Detta förhindrar Lipid II från att inkorporeras i den 
nya cellväggen, vilket resulterar i att cellväggen kollapsar och bakterien lyseras (17) (Figur 1A). 

Hur vankomycinresistens uppkommer vid uttryckt vanA eller vanB 

Resistens mot vankomycin uppkommer genom en samverkan av flera gener i ett kluster (Figur 1C). Både 
vanA- och vanB-klustrena består av sju gener totalt som börjar med ett tvåkomponents signalsystem 
bestående av generna vanR och vanS. VanS-genen agerar som en sensor mot vankomycin eller mot 
störningar i cellväggssyntesen, som vid stimuli skickar en signal till vanR-genen som i sin tur 
uppreglerar resistensgenerna vanH, vanA/B och vanX. Dessa tre gener verkar för att ändra 
ändterminalen på pentapeptiden på nybildade Lipid II från d-Ala-d-Ala till d-Alanyl-d-Laktat  
(d-Ala-d-Lac) (Figur 1B, 1C). Vankomycin har lägre affinitet mot d-Ala-d-Lac, vilket medför att 
vankomycin inte längre kan förhindra Lipid II från att inkorporeras till peptidoglykankedjan. Således 
blir bakterien resistent mot vankomycin (17) (Figur 1B). VanY-genen, som finns hos både vanA- och 
vanB-klustrena, avlägsnar kvarvarande d-Ala-d-Ala peptider för att ytterligare minska vankomycins 
inverkan på bakterien. VanZ-genen, som ingår i vanA-klustret, leder till resistens mot antibiotikumet 
teikoplanin. Bakterier med vanB-klustet är således känslig mot teikoplanin. VanW-genen hos vanB-
klustret har okänd funktion. Enterokocker med vanA- eller vanB-klustrena kan sakna vissa av generna 
som annars ingår i klustrena eller att inte alla gener i klustret är funktionella. Det är då möjligt att 
genetiskt detektera vanA eller vanB utan att enterokocken uttrycker fenotypisk resistens. Dessa 
enterokocker kallas vankomycinvariabla enterokocker (VVE) (18). 
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Figur 1. Schematisk illustration av cellväggssyntesen hos (A) vankomycinkänslig- och (B) resistent 
grampositiv bakterie. Beskrivande bild av (C) genklustren vanA och vanB, samt pentapeptidstrukturen 
hos känsliga- och resistenta grampositiva bakterier. Illustrerad av författarna, baserad på (17–22). 
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Loop-mediated isothermal amplification 

Analysinstrumentet Genie® II Mk2, i kombination med reagenskittet eazyplex® VRE basic, baseras på 
metoden LAMP och används för detektion av vanA och vanB (14). LAMP är en molekylärbiologisk 
metod som används för amplifiering av DNA (deoxiribonukleinsyra), vilket sker under isoterma 
förhållanden. Slutprodukterna som produceras vid LAMP är DNA-strukturer som innehåller flera 
sammanlänkade målsekvenser i form av sammanlänkade och upprepande stammar och loopar (så 
kallade stam-loopar). LAMP är en mycket snabb DNA-amplifieringsmetod (23). Analystiden, inklusive 
förberedelser, av vanA och vanB med LAMP utfört med reagenskittet eazyplex® VRE basic 
(AmplexDiagnostics GmbH, Gars-Bahnhof, Tyskland) på analysinstrumentet Genie® II Mk2 är 20 
minuter (14) och har mycket hög specificitet (23). Jämförelsevis är analystiden för genetisk verifiering 
av vanA och vanB med polymerase chain reaction (PCR), som tidigare användes i rutinarbetet på 
molekylärbiologilaboratoriet, RJL, cirka 2 timmar. Mängden produkt från LAMP kan mätas 
fluorometriskt i realtid, varpå kvalitativt svar om närvaro/frånvaro av vanA/vanB erhålls (23). 

Beskrivning av primers och inbindningsregioner kring målsekvensen 

På vardera sida om målsekvensen används tre inbindningsregioner vid LAMP. Dessa 
inbindningsregioner (sekvenser) kommer hädanefter kallas F1-F3 samt B1-B3 (eller F1c-F3c samt  
B1c-B3c, där c står för komplementärt) (Figur 2AI). Vid LAMP används DNA-polymeras med hög 
strängseparerande aktivitet och fyra primrar; forward inner primer (FIP) och backward inner primer 
(BIP) samt forward outer primer (FOP) och backward outer primer (BOP) (Figur 2AII). FIP och BIP 
består av två sekvenser vardera, där en av sekvenserna i vardera primer (F2 och B2) kan hybridisera 
uppströms och nedströms om målsekvensen i DNAt (till F2c och B2c). Den andra sekvensen i FIP och 
BIP (F1c och B1c) kallas för ”overhang” och kan inte hybridisera till den ursprungliga DNA-strängen. 
Primrarna FOP och BOP består av en sekvens vardera; F3 och B3 (23). 

Metodprincip 

I LAMP hybridiserar inledningsvis FIP till F2c i en ursprunglig DNA-sträng, vilket initierar syntes av 
cDNA av DNA-polymeraset (Figur 2BI). Eftersom ingen inbindning eller syntetisering sker till F3c i 
DNAt kan istället FOP hybridisera till F3c i DNAt (Figur 2BII). Hybridiseringen mellan FOP och F3c 
initierar syntes av cDNA, vilket simultant separerar dsDNA (Figur 2BIII). Den nyligen separerade 
strängen hybridiserar därefter till sig själv (F1 och F1c) och bildar en loop (Figur 2BIV). Därefter bildas 
en till ny struktur med en loop på vardera sida om målsekvensen med hjälp av BIP och BOP enligt 
följande. BIP hybridiserar till B2c i DNA-strängen som redan har en loop, varpå cDNA syntetiseras 
(Figur 2BV). Därefter hybridiserar BOP till B3c i DNAt vilket, samtidigt som syntetisering av cDNA, 
separerar dsDNA (Figur 2BVI). Den nyligen separerade DNA-strängen hybridiserar slutligen till sig själv 
(B1 och B1c samt F1c och F1), vilket bildar en loop på vardera sida om målsekvensen (Figur 2BVII). Till 
3’-änden av den hantelformade DNA-strukturen adderas därefter nukleotider komplementärt, vilket 
öppnar upp loopen i 5’-änden. Denna nybildade struktur är en så kallad stam-loop (Figur 2BVIII). En 
stam-loop fungerar som startmaterial för LAMP-cykling, andra fasen av LAMP. Vid LAMP-cykling 
hybridiserar FIP och BIP i olika steg till loopar i syntetiserade DNA-strängar, vilket exponentiellt 
amplifierar antalet målsekvenser. Produkten av LAMP är DNA-strukturer med varierande längd, där 
längden varierar beroende på antalet sammanlänkade målsekvenser och loopar (Figur 2BIX) (23). Även 
så kallade loop-primers kan användas i LAMP för ytterligare amplifiering av DNA (24). 
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Figur 2. Schematisk illustration av (A) ursprunglig, enkelsträngad, DNA-sträng och primers, samt (B) 
metodprincip för LAMP. Illustrerad av författarna, baserad på (23). 
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Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 

I rutinverksamheten på mikrobiologilaboratoriet, RJL, artbestäms bakterier i tvättade bakteriepellets 
från positiva blododlingar genom analys med MALDI-ToF. Analysmetoden, en typ av 
masspektrofotometri, är en av de snabbaste och mest tillförlitliga teknikerna för artbestämning av 
bakterier. Vid analys med MALDI-ToF överförs en liten del av en bakteriekoloni eller bakteriepellet till 
en position på en MALDI-provplatta, på vilken även en matrixlösning appliceras. Matrixlösningen 
extraherar endogena proteiner från bakterierna som sedan mäts med en detektor. När provet därefter 
bestrålas av lasern i MALDI-ToF-instrumentet evaporerar proteinerna. Proteinerna separeras utifrån 
molekylmassa och anländer till detektorn i instrumentet. Genom att mäta den specifika tidpunkten då 
proteiner anländer till detektorn erhålls ett proteinmönster som slutligen jämförs mot proteinmönster 
i en referensbank. Överrensstämmelse mellan det uppmätta proteinmönstret och ett proteinmönster i 
referensbanken påvisar bakteriens art. Varje proteinmönster är artspecifikt och fungerar som ett 
molekylärt fingeravtryck (25). 

Fenotypisk resistensbestämning med diskdiffusion 

En av de mest frekvent använda resistensbestämningsmetoderna för att undersöka humanpatogena 
bakteries resistensmönster på kliniska laboratorier är diskdiffusion. Enligt EUCASTs 
diskdiffusionsmetod, AST, stryks en suspension med en bestämd koncentration av bakterier ut jämnt 
över en agarplatta, varpå diskar med en bestämd koncentration antibiotika placeras. Antibiotikan från 
disken diffunderar radiellt i agarn och bildar därigenom en koncentrationsgradient. Efter inkubering 
kan, vid känslighet mot den aktuella antibiotikan, en bakteriefri zon ses kring antibiotikalappen. På 
liknande sätt utförs EUCASTs diskdiffusionsmetod RAST. Skillnaden mellan RAST och AST är att vid 
utstrykning av bakterier vid RAST används blod från positiva blododlingsflaskor som material och vid 
AST används bakteriekolonier från renodling. Ytterligare en skillnad är att inkuberingstiden för RAST 
är kortare än AST. Då enterokockers känslighet mot vankomycin ska bestämmas mäts 
inhiberingszonens diameter efter 6 timmars inkubering för RAST och efter 24 timmars inkubering för 
AST. Inhiberingszonens storlek som bildas vid RAST och AST korresponderar till bakteriens känslighet 
mot antibiotikan. Genom att mäta inhiberingszonens diameter, och jämföra måttet mot EUCASTs 
brytpunktstabell, kan bakterien slutligen kategoriseras som S (känslig) eller R (resistent) mot 
antibiotikan (26). EUCASTs brytpunktsmått (RAST (27) och AST (15)) för vankomycin mot 
enterokocker finns presenterat i Bilaga 1. Då enterokockers känslighet mot vankomycin ska bestämmas 
med AST behöver även utseendet på inhiberingszonens kant tas i beaktning. Oavsett hur stor 
inhiberingszonens diameter kring vankomycin är så bedöms enterokocken som R (VRE) om 
inhiberingszonens kant är diffus, samt om kolonier växer inuti inhiberingszonen (28) (Figur 3). 

 

  

Figur 3. Inhiberingszoner vid AST för (A) vankomycinkänslig E. faecalis och (B-D) olika 
vankomycinresistenta E. faecium (vanB). (A) Inhiberingszonens diametern är större än 12 mm och 
zonkanten är skarp. (B, C) Inhiberingszonens diametern är större än 12 mm men zonkanten är diffus. 
(D) Växt av kolonier kan ses inuti inhiberingszonen. Bilder tagna av författarna. 



7 
 

Syfte 

Studien syftade till att utvärdera bakteriepellet som analysmaterial för genetisk identifiering av vanA 
och vanB, på Genie® II Mk2 med eazyplex® VRE basic, hos enterokocker från positiva blododlingar. 
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Material och metod 

Urval och studiedesign 

Studien utfördes i form av en metodutvärdering på mikro- och molekylärbiologilaboratoriet, RJL. 
Arbetet innefattade bakterieisolat (n=24) av arterna E. faecium och E. faecalis från patienter (n=15), 
kontrollstammar från United Kingdom External Quality Assessment Services (UK NEQAS) (n=4), 
referensstammar från American Type Culture Collection (ATCC) (n=2) och isolat från Länssjukhuset 
Ryhovs stambank (n=3). Isolaten (n=24) utgjordes av enterokocker med vanA (n=9), vanB (n=13) samt 
VSE (vankomycinkänsliga enterokocker, utan vanA och vanB) (n=2) (Bilaga 2). Förekomst av vanA 
eller vanB hos samtliga patientisolat hade vid tidigare tillfällen genetiskt analyserats från bakteriekoloni 
på Genie® II Mk2 (OptiGene Limited, Horsham, Storbritannien) med eazyplex® VRE 
(AmplexDiagnostics GmbH, Gars-Bahnhof, Tyskland) i rutinarbetet på molekylärbiologilaboratoriet, 
RJL. Humanblod från blodgivare användes i studien för tillverkning av positiva blododlingsflaskor. 
Blodet överlämnades i omärkt kärl av personal på substratavdelningen, RJL, efter genomförda 
kontroller som ingår i rutinarbetet vid tillverkning av blododlingsplattor. Fenotypisk kontroll av 
vankomycinkänslighet hos bakterieisolaten utfördes i arbetet med RAST och AST. Identifiering av vanA 
och vanB utfördes på Genie® II Mk2 med eazyplex® VRE basic (AmplexDiagnostics GmbH) (n=22) 
samt på eazyplex® VRE (n=2) på enterokocker från bakteriepellet (Bilaga 2). Kontroll av art i 
bakteriepelletsen utfördes med MALDI-ToF. Där utöver gjordes även efterstryk vid flera moment i 
arbetet för att kontrollera närvaro av bakterier. 

Beskrivning av analysinstrument och reagenskit 

Analysinstrumentet Genie® II Mk2, i kombination med reagenskittet eazyplex® VRE basic, baseras på 
metoden LAMP som används för amplifiering och detektion av vanA och vanB (14). Till instrumentet 
används idag ett annat reagenskit för identifiering av vanA och vanB på molekylärbiologilaboratoriet, 
RJL; eazyplex® VRE. Reagenskitten innehåller rör med 500 µL resuspenderings- och lyseringslösning 
(RALF) samt teststrip. Ett teststrip från eazyplex® VRE basic består av brunnar, där en frystorkad pellet 
finns i tre av brunnarna för identifiering av vanA, vanB och inhiberingskontroll. Ett teststrip från 
eazyplex® VRE består av brunnar, där en frystorkad pellet finns i fem av brunnarna för identifiering av 
vanA, vanB, inhiberingskontroll samt provkontroll för sår- och rektalprov. En frystorkad pellet 
innehåller DNA-polymeras, buffertkomponenter, Mg2SO4, fria nukleotider, primers och fluorescerande 
färg. Analys med eazyplex® VRE basic och eazyplex® VRE på Genie® II Mk2 ger kvalitativa resultat 
angående förekomst av resistensgenerna vanA och vanB (14). Vid förekomst av inhiberande faktorer i 
provmaterialet blir inhiberingskontrollen negativ, vilket förhindrar falskt negativa resultat av vanA och 
vanB (14). 

Datainsamlingsmetod 

Tillverkning av positiva blododlingsflaskor 

Bakteriestammarna tinades och inokulerades på en blodagarplatta (substratavdelningen, Länssjukhuset 
Ryhov Jönköping, Sverige) och inkuberades därefter aerobt i 35 ± 1 °C i 24 timmar. Fria bakteriekolonier 
suspenderades i 0,9 % (w/v) NaCl till 0,5 McFarland (McF), där mätning av McF utfördes med hjälp av 
DensiCHECK PlusTM (bioMérieux, Durham, NC). Bakteriesuspensionen späddes därefter med faktor 
1:106. Av den slutliga bakteriesuspensionen odlades 100 µl ut på en blodagarplatta som inkuberades 
aerobt i 35 ± 1 °C i 24 timmar och kontrollerades därefter för växt. Till en aerob BacT/ALERT® 
blododlingsflaska (bioMérieux) tillsattes 0,4 mL av den spädda bakteriesuspensionen och 10 mL 
humanblod. Blododlingsflaskorna placerades i blododlingssystemet BacT/ALERT® VirtuO® 
(bioMérieux) vid 36,5 °C. En droppe blod från de positiva blododlingsflaskorna odlades ut i trestryk på 
blodagarplatta och inkuberades aerobt i 35 ± 1 °C i 24 timmar för användning till AST. 

Kontroll av fenotypisk vankomycinresistens med RAST 

Tre droppar blod från egentillverkad positiv blododlingsflaska ströks ut jämnt över en Mueller Hinton 
(MH)-agar (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Frankrike), varpå vankomycin (5 µg) i diskform 
(Oxoid Limited, Hampshire, Storbritannien) placerades, och inkuberades aerobt i 35 ± 1 °C i 6 timmar. 
Efter inkubering mättes zondiametern för vankomycin och jämfördes mot EUCASTs Zone diameter 
breakpoint tables for RAST (27) för kontroll av enterokockisolatens känslighet mot vankomycin. 
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Kontroll av fenotypisk vankomycinresistens med AST 

Fria bakteriekolonier på blodagarplatta från egentillverkad positiv blododlingsflaska suspenderades i 
0,9 % (w/v) NaCl till 0,5 McF, där mätning av McF utfördes med hjälp av DensiCHECK PlusTM 

(bioMérieux). Bakteriesuspensionen inokulerades jämnt till en MH-agar, på vilken vankomycin (5 µg) i 
diskform placerades, och inkuberades aerobt i 35 ± 1 °C i 24 timmar. Efter inkubering mättes 
zondiametern för vankomycin och jämfördes mot EUCASTs Clinical breakpoint tables (15) för kontroll 
av enterokockisolatens känslighet mot vankomycin. 

Tillverkning av bakteriepellet och analys med MALDI-ToF 

Från egentillverkad positiv blodflaska överfördes 1 mL blod till 200 µL saponinlösning (5 %, w/v). 
Därefter blandades och inkuberades lösningen i minst 5 min i rumstemperatur. Provet centrifugerades 
1 min vid 10 570 g och supernatanten avlägsnades. Provet tvättades genom att 1 mL avjoniserat vatten 
tillsattes, blandades och centrifugerades i 1 min vid 10 570 g. Supernatanten avlägsnades innan provet 
självtorkade. Proverna applicerades i dubbelpositioner på en MALDI-provplatta. Först tillsattes 0,5 µL 
70 %-ig myrsyra (CH2O2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) till varje prov som sedan fick torka innan 1 µL 
matrix tillsattes (2,5 mg alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic acid löst i 350 µL stocklösning (50% 
acetonitril, 47,5% sterilt vatten och 2,5% trifluorättiksyra)) (Sigma-Aldrich). Efter att matrixen torkat 
analyserades proverna med MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics, Bremen, Tyskland) med 
inställningen sepsityper som används till blododlingar. 

Genetisk identifiering av vanA och vanB i bakteriepellet 

En liten mängd bakteriepellet suspenderades i ett rör med 500 µL RALF från reagenskittet eazyplex® 
VRE basic. För att kontrollera att bakterier fanns i blod-RALF-suspensionen ströks suspensionen på 
blodagarplatta och inkuberades därefter aerobt i 35 ± 1 °C i 24 timmar och kontrollerades för växt. 
Provet inkuberades i 2 minuter vid 99 °C och eventuell kondens centrifugerades ner innan 25 µL av 
suspensionen överfördes till varje brunn med en frystorkad pellet i teststrippen. Eventuella luftbubblor 
avlägsnades innan teststrippen kördes för analys i Genie® II Mk2. Enligt samma steg som för genetisk 
identifiering av vanA och vanB hos 22 stammar från bakteriepellet med eazyplex® VRE basic 
analyserades 2 stammar med reagenskittet eazyplex® VRE. 

Dataanalys 

Identifieringen av närvaro eller frånvaro av vanA och vanB i bakteriepellet med eazyplex® VRE basic 
jämfördes mot isolatens förväntade resultat. Överensstämmelsen mellan det uppmätta och det 
förväntade resultatet upprättades med en confusion matrix för bestämning av antalet sant positiva (SP) 
och -negativa (SN) samt falskt positiva (FP) och -negativa (FN) uppmätningar. Med hjälp av antalet SP, 
SN, FP och FN beräknades därefter överensstämmelsen genom beräkning av accuracy (ACC), 
specificitet, sensitivitet och Matthew’s correlation coefficient (MCC). Beräkningar och upprättande av 
tabeller samt confusion matrix utfördes med hjälp av Microsoft® Excel® för Microsoft 365 MSO 
version 2301 (Microsoft Corporation, Redmond, WA). 

Etiska överväganden 

Inför arbetet har en etisk egengranskning genomförts enligt anvisningar från Hälsohögskolan i 
Jönköping. I arbetet studerades bakteriestammar som isolerats från patienter i rutinverksamheten på 
Länssjukhuset Ryhov i Jönköping. Patientisolaten var pseudoanonymiserade vilket innebar att de var 
märkta med ett LID-nummer som i sin tur var kopplade till patientens personnummer i 
laboratoriemedicins (RJL) datasystem (LabVantage Medical Suite LIS, Software point, Espoo, Finland). 
Personer utanför studiegruppen hade inte tillgång till datasystemet, varpå bakterieisolaten inte kunde 
härledas tillbaka till personlig information om patienterna. Personerna som ansvarade för den aktuella 
studien har tystnadsplikt. Tystnadsplikt inom vården innebär att ingen får lämna ut uppgifter om 
patienter om inte någon annan lag tillåter det. Även blod från blodgivare användes i utförandet av 
studien, vilket överlämnades i omärkt kärl av personal på substratavdelningen, RJL. Eftersom inga 
patientprovet användes i studien krävdes inga tillstånd inför genomförandet. Resultatet av studien hade 
ingen fysisk eller psykisk inverkan på patienterna som bakteriestammarna isolerats ifrån eller på 
blodgivarna.  
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Resultat 

Kontroll av art, fenotypisk vankomycinresistens och efterstryk 

De identifierade arterna i bakteriepellet med MALDI-ToF stämde överens med den art som förväntades. 
Även förväntad fenotypisk känslighet mot vankomycin stämde överens med den uppmätta känsligheten 
mot vankomycin (RAST och AST) för samtliga stammar (Bilaga 3). På samtliga efterstryk 
(bakteriesuspension till blododlingsflaska, blod från positiv blododlingsflaska och RALF-suspension) 
kunde växt av likartade kolonier ses. 

Identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE basic 

Vid identifiering av vanA och vanB hos enterokocker i bakteriepellet på Genie® II Mk2 med eazyplex® 
VRE basic (n=22) stämde närvaron/frånvaro av vanA/vanB överens med vad stammarna förväntades 
ha (SP och SN) hos samtliga isolat (Tabell 1). Hos en stam (E. faecium, vanB) blev inhiberingskontrollen 
negativ, varpå resultat om vanA och vanB uteblev. Efter upprepning av test från samma pellet blev 
inhiberingskontrollen positiv och stammen identifierades som vanB. Vid beräkning av ACC, specificitet, 
sensitivitet och MCC erhölls värdet 1 för samtliga beräkningarna (Bilaga 4). 

 
Tabell 1. Confusion matrix som beskriver överensstämmelsen mellan stammarnas (n=22) faktiska 
närvaro/frånvaro av vanA/vanB jämfört med de uppmätta resultaten med eazyplex® VRE basic. 

                            Faktisk 
   Uppmätt 

vanA vanB Negativ 

vanA 8 0 0 

vanB 0 12 0 

Negativ 0 0 2 

 

Identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE 

Vid identifiering av vanA och vanB hos enterokocker i bakteriepellet på Genie® II Mk2 med eazyplex® 
VRE (n=2) var det en stam som stämde överens med stammens faktiska gen (vanB). Hos den andra 
stammen (E. faecium, vanB) uteblev identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE då 
inhiberingskontrollen blev negativ vid de två tillfällen som stammen analyserades. 
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Diskussion 

Studiens syfte var att utvärdera bakteriepellet som analysmaterial för genetisk identifiering av vanA och 
vanB hos enterokocker i positiva blododlingar, där identifieringen utfördes med eazyplex® VRE 
basic på Genie® II Mk2. Bearbetningen av resultatet, och därigenom utvärdering av bakteriepellet som 
analysmaterial, gjordes i form av beräkningar och jämförelser mellan stammarnas faktiska- och 
uppmätta närvaro/frånvaro av vanA/vanB.  

Metoddiskussion 

eazyplex® VRE basic 

Under flera moment i arbetet har kontroller genomförts för att upptäcka eventuell provförväxling och 
kontaminering i vidare syfte att stärka arbetets validitet. Detta gjordes bland annat genom 
artbestämning av isolat i bakteriepelletsen med MALDI-ToF innan analys av vanA och vanB. Även 
fenotypisk kontroll av känslighet mot vankomycin hos isolaten i egentillverkade positiva 
blododlingsflaskor undersöktes med RAST och AST. Där utöver gjordes även efterstryk vid flera 
moment i arbetet för att kontrollera närvaro av bakterier. En sammanvägning av samtliga efterstryk 
gjordes slutligen, vilket starkt indikerade att bakteriepelletsen endast innehöll en bakteriestam 
vardera. Gramfärgning är en vanligt förekommande metod inom klinisk mikrobiologi som kan användas 
för kontroll av blandkultur, då bakteriers lagringsform och gramtillhörighet synliggörs vid 
mikroskopering (3). Eftersom gramfärgning inte utfördes på bakteriepelletsen i det aktuella arbetet är 
det inte garanterat att pelletsen vid tid för analys var av renkultur, vilket är en brist i studien. Däremot 
anses det vara osannolikt att pelletsen innehöll fler än ett isolat, då kolonierna på efterstryken var 
likartade. 

Arterna som användes i arbetet var E. faecium och E. faecalis som utgjordes av kliniska patientisolat, 
referensstammar och kontrollstammar. Enligt statistik från Länssjukhuset Ryhov var det under 2022 
totalt 87 patienter inom RJL med positiva blododlingar med fynd av enterokocker (ren- och 
blandkultur). Majoriteten utgjordes av E. faecium och E. faecalis (totalt 83 fynd sammanlagt). Andra 
enterokockarter som förekom i positiva blododlingar under 2022 inom RJL var E. avium, E. 
classiflavum, E. durans och E. gallinarum (1–4 fynd vardera). Trots förekomst av andra 
enterokockarter än E. faecium och E. faecalis i den kliniska verksamheten anses urvalet i studien 
representativt inför implementering av metoden för analys av kliniska patientprover. Antagandet 
baseras på faktumen att VRE endast avser arterna E. faecium och E. faecalis samt att det är dessa 
enterokockarter som är mest prevalenta i Sverige (4). 

Resistensgenerna vanA och vanB kan förekomma hos andra bakteriearter än endast enterokocker, 
där vanA hittills har detekterats hos arterna Staphylococcus aureus, Clostridioides difficile och 
Paenibacillus apianus och vanB har påvisats hos bakterieklassen Clostridia och arten Eggerthella lenta 
(14). Den globala prevalensen av vankomycinresistenta S. aureus 2020 var 1,5% (29). De vanligaste 
patogenerna som orsakar sepsis är bland andra S. aureus (samhällsförvärvad) och enterokocker 
(sjukhusförvärvad) (11). Det är nödvändigt med artbestämning i samband med analys med eazyplex® 
VRE basic eftersom reagenskittet kan identifiera vanA och vanB hos flera arter (14). Således innebär 
inte ett positivt resultat av vanA eller vanB med eazyplex® VRE basic att isolatet kan bekräftas som 
VRE förrän verifiering av art genomförts. I en studie från 2017 utvärderades reagenskitten eazyplex® 
MRSA (meticillinresistenta S. aureus), eazyplex® Gram-positive och eazyplex® Gram-negative vid 
diagnostik av positiva blododlingar. I studien analyserades 15 positiva blododlingar med blandkultur, 
vilket med de tre reagenskitten genererade felaktiga resultat vid 27% av fallen (30). Följaktligen är det 
av stor betydelse att artbestämma bakterien och säkerställa att bakteriepelleten innehåller renkultur i 
samband med identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE basic för att stärka metodens 
validitet och generera trovärdiga resultat. 

I arbetet har 22 isolat analyserats med eazyplex® VRE basic under tre veckor av två utförare. För att 
ytterligare undersöka, samt potentiellt stärka, metodens repeterbarhet skulle samma isolat kunna 
undersökas igen vid ett senare tillfälle av samma två utövare. Utöver detta skulle isolaten även kunna 
analyseras av andra utförare eller mellan reagenskit från olika batcher (olika LOT-nummer) för att 
ytterligare stärka metodens interbedömarreliabilitet. Oss veterligen finns det inga tidigare vetenskapliga 
studier som utvärderat bakteriepellet som analysmaterial till eazyplex® VRE basic. Tillverkaren av 
eazyplex® VRE basic, Amplex, har i en egen utvärdering av reagenskittet analyserat variationen mellan 
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utförare och mellan reagenskit med olika LOT-nummer hos två andra analysmaterial; bakteriekoloni 
och blod direkt från positiv blododling. Deras resultat visar att det inte är någon variation i resultaten 
mellan utförare eller mellan reagenskit med olika LOT-nummer (14). Det antas därför vara troligt 
att ingen variation heller föreligger i resultaten för bakteriepellets kopplat till dessa faktorer i den 
aktuella studien. 

För ett isolat som analyserades med eazyplex® VRE basic blev inhiberingskontrollen negativ. Vid 
återupprepning av testet blev inhiberingskontrollen positiv, varpå van-genen även stämde överens med 
det förväntade resultatet. Syftet med att genomföra inhiberingskontroll med varje prov är att förhindra 
falskt negativa resultat som uppstått på grund av inhiberande faktorer (14). Varför 
inhiberingskontrollen blev negativ första gången isolatet analyserades är oklart. En trolig orsak kan 
vara att för stor mängd bakterier användes från bakteriepelleten. Riktlinjen för metoden är att använda 
en liten mängd material, samt att för stor mängd cellmaterial kan leda till ogiltiga testresultat (14). 
Ytterligare en faktor som därmed stärker denna ansats är att den definierade mängden bakteriepellet 
som ska användas i metoden inte är exakt. Eftersom det inte finns något exakt mått på mängden material 
som ska användas i metoden (14) antas mängden provmaterial kunna variera från gång till gång som 
analysen genomförs, vilket medför en risk att för stor (eller för liten) mängd material används. En 
odefinierad mängd material, där för mycket material kan leda till ogiltiga resultat, anses kunna vara en 
brist med metoden. Om mängden material på något sätt skulle kunna definieras är det mindre risk att 
för stor (eller för liten) mängd material används. Därigenom skulle även materialåtgång och dess 
kostnader, på grund av återupprepade tester, minskas.  

eazyplex® VRE 

Inom ramen av studien odlades totalt 24 enterokockisolat i blododlingsflaskor. När två isolat återstod 
att analyseras för vanA/vanB med eazyplex® VRE basic fanns det inga fler teststrip att tillgå. Eftersom 
det fanns tillgång till teststrip från ett annat reagenskit, eazyplex® VRE, analyserades båda isolaten med 
detta reagenskit istället. Det framgår inte av reagenskittens tillverkare att det är någon skillnad gällande 
analys av vanA och vanB mellan reagenskitten (14, 31). Hos det ena isolatet kunde korrekt identifiering 
av gen fastställas. För det andra isolatet blev inhiberingskontrollen negativ, även efter omkörning. När 
personal på molekylärbiologilaboratoriet, RJL, senare analyserade ett kliniskt patientprov med ett annat 
reagenskit (genetisk verifiering av MRSA) på samma instrument (Genie® II Mk2) blev 
inhiberingskontrollen även då negativ (Personlig kommunikation, S Lundin, 2023-04-20). Enligt 
tillverkaren av eazyplex® VRE orsakas ogiltig inhiberingskontroll av följande; inhiberande faktorer i 
provet, för mycket cellmaterial eller defekt instrument (31). Analysinstrumentet Genie® II Mk2 är 
uppdelat i två block (A och B) som möjliggör simultan analys av två prover (14). Samtliga tre analyser 
där inhiberingskontrollen blev negativ utfördes på block A, vilket indikerar att resultaten troligen 
berodde på tillfälligt mätfel i block A. Som kontroll kan ett analysstrip med endast RALF (utan 
provmaterial) analyseras. Om inhiberingskontrollen blir ogiltig är det troligt att instrumentet är defekt 
(31). Detta var inget som utfördes på grund av begränsad tillgång till material, varpå orsak till ogiltig 
inhiberingskontroll inte har fastställts. Eftersom tre inhiberingskontroller efter varandra blev ogiltiga 
med block A antas orsaken till resultaten ändå högst troligen bero på defekt instrument. Detta utesluter 
dock inte att de ogiltiga inhiberingskontrollerna berodde på något annat, exempelvis för stor mängd 
cellmaterial eller inhiberande faktorer i provet. Gällande möjligheten för identifiering av vanA och vanB 
hos enterokocker från bakteriepellet med eazyplex® VRE görs inga slutsatser eftersom det inte var syftet 
med studien. 

Resultatdiskussion 

eazyplex® VRE basic 

Vid beräkning av ACC, specificitet, sensitivitet, och MCC erhölls högsta möjliga värdena för samtliga 
beräkningar. Värdena som erhölls av dessa beräkningar indikerar därmed starkt att närvaro eller 
frånvaro av vanA eller vanB med 100 % tillförlitlighet kan identifieras korrekt hos enterokocker i 
bakteriepellet med eazyplex® VRE basic på Genie® II Mk2. Oss veterligen finns det inga tidigare 
studier som utvärderat bakteriepellet som analysmaterial för eazyplex® VRE basic. Däremot finns det 
en likartad studie där bakteriepellet använts som analysmaterial vid analys av MRSA till en 
automatiserad PCR-baserad metod. Resultaten från denna studie visade att metoden hade 100 % 
specificitet och 99 % sensitivitet för de 106 stammar som undersöktes (32). Trots att en annan resistens-
gen undersöktes med en annan, men liknande, metod antas resultaten stärka resultaten i det aktuella 
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arbetet eftersom bakteriepellet användes som analysmaterial. Amplex, tillverkaren av eazyplex® VRE 
basic, har i en egen utvärdering av reagenskittet fastställt kittets specificitet- och sensitivitet till 100 % 
med bakteriekolonier eller blod direkt från blododlingar som analysmaterial (14). Även denna studie 
antas stärka det aktuella arbetets resultat eftersom samma reagenskit utvärderats i båda studierna, samt 
att samma sensitivitet och specificitet uppmätts. Dock bör resultaten tolkas med försiktighet eftersom 
andra analysmaterial än i den aktuella studien användes. Det finns även en risk för att studien kan anses 
partisk då det är reagenskittets egna tillverkare som utfört studien.  

Patientnyttan med snabbare diagnostik 

Trots att andelen VRE i positiva blododlingar i Sverige fortfarande är relativt ovanligt (4 fynd 2020 och 
2 fynd 2021) (7) är det av stor vikt att tidigt identifiera- och administrera effektiv behandling mot dessa 
infektioner. Ökad tillgänglighet för snabb diagnostik, och därigenom tidig insättning av effektiv 
antibiotikabehandling hos patienter med allvarliga bakterieinfektioner (däribland sepsis), förbättrar 
utfallet för patienter samt minskar vårdtiden, vårdkostnader och belastning på sjukvårdssystem (33). 
En av de första stora studierna (2006) som gjordes inom området visade att dödligheten ökade för varje 
timme som effektiv behandling fördröjdes hos patienter med septisk chock (34). Senare studier på 
samma ämne stöder dessa resultat (35, 36). En studie har även visat att fördröjd insättning av adekvat 
antibiotikabehandling ökar risken för sepsis att utvecklas till septisk chock (37), där dödligheten vid 
septisk chock är högre än vid sepsis (38, 39). I enlighet med tidigare nämnda studier fann en studie från 
2020 att det fanns ett signifikant samband (p=0,02) mellan ineffektiv behandling och ökad dödlighet 
hos patienter med sepsis med positiva blododlingar. Studien fann även att ökad dödlighet föreligger vid 
överflödigt bred antibiotikabehandling. Vidare skriver författarna i samma studie att patienter med 
resistenta bakterier löper större risk för samsjuklighet, kräver aggressivare vård samt att högre dödlighet 
föreligger (40). När allt detta vägs samman blir det än tydligare att snabbare resistensdiagnostik, och 
därigenom tidigare administrering av adekvat antibiotika, är viktigt för att förhindra komplikationer 
och minska dödligheten vid sepsis orsakat av bakteriemi med resistenta bakterier. Följaktligen är det av 
stort intresse att använda bakteriepellet istället för bakteriekolonier som analysmaterial vid fynd av 
enterokocker i positiva blododlingar, då ett dygns förkortad diagnostisering avsevärt kan påverka 
utfallet för patienter i de fall där varje timme räknas. 

Slutsatser 

Studiens resultat visar att det med mycket hög tillförlitlighet går att identifiera närvaro- och frånvaro av 
vanA och vanB hos enterokocker i bakteriepellet med eazyplex® VRE basic på Genie® II Mk2. Fördelen 
med att använda bakteriepellet istället för bakteriekolonier som analysmaterial är att svarstiden 
förkortas med ungefär ett dygn eftersom tiden för framodling av bakteriekolonier exkluderas. Kortare 
svarstider är i sin tur kopplat till minskad dödlighet hos patienter, kortare vårdtider, lägre 
vårdkostnader och minskad belastning på sjukvårdssystemet. Det är ett ytterst outforskat område; att 
använda bakteriepellet som analysmaterial till LAMP, men det finns ett fåtal liknande studier som delvis 
stödjer de huvudsakliga fynden i det aktuella arbetet.  
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Bilagor 

Bilaga 1 – EUCASTs brytpunktsmått för vankomycin mot enterokocker 
(AST och RAST) 

 
 

EUCASTs brytpunktsmått (diameter, mm) för vankomycin (RAST) (27) 

Enterococcus faecium R <13, ATU* = 13–50 

Enterococcus faecalis R <10, ATU* = 10–50 

EUCASTs brytpunktsmått (diameter, mm) för vankomycin (AST) (15) 

Enterococcus spp. R <12 <S 

*Area of Technical Uncertainty (ATU) innebär att tolkningen av resultatet är osäkert, varpå 
kategorisering om känslighet inom detta storleksintervall inte är möjlig (27). E. faecium och  
E. faecalis kan därför endast kategoriseras som R mot vankomycin med RAST (27). 
  



 
 

Bilaga 2 – Beskrivning av stammarna som ingick i studien 

 

Stammar som analyserades med eazyplex® VRE basic (n=22) 

Art VRE/VVE/VSE vanA/vanB Ursprung Infektionslokal 

E. faecium VRE vanB Stambank* - 

E. faecalis VRE vanB ATCC 51575** - 

E. faecalis VRE vanB Stambank* - 

E. faecalis VSE - ATCC 29212*** - 

E. faecalis VRE vanA UK NEQAS - 

E. faecium VRE vanA UK NEQAS - 

E. faecium VRE vanB Patientisolat Sår/perineum 

E. faecium VRE vanB Patientisolat - 

E. faecium VRE vanB Patientisolat Feaces/rektum 

E. faecium VVE vanA Patientisolat Feaces 

E. faecium VSE - Patientisolat Blod 

E. faecium VRE vanB UK NEQAS - 

E. faecium VRE vanA Patientisolat Perineum 

E. faecalis VRE vanB UK NEQAS - 

E. faecium VRE vanB Patientisolat Urin 

E. faecium VRE vanB Patientisolat Feaces/rektum 

E. faecium VRE vanA Patientisolat Feaces/rektum 

E. faecium VRE vanB Stambank* - 

E. faecium VRE vanB Patientisolat Perineum 

E. faecium VRE vanA Patientisolat Centralvenskateter/jugularis 

E. faecium VRE vanA Patientisolat Feaces/rektum 

E. faecium VRE vanA Patientisolat Feaces/rektum 

Stammar som analyserades med eazyplex® VRE (n=2) 

E. faecium VRE vanB Patientisolat Feaces/rektum 

E. faecium VRE vanA Patientisolat Urin 

 

* Stambanken på Laboratoriemedicin vid Länssjukhuset Ryhov i Jönköping 
** Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer and Kilpper-Balz (ATCC 51575) 
*** Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer and Kilpper-Balz (ATCC 29212) 
  



 
 

Bilaga 3 – Jämförelse av faktisk- och uppmätt art samt fenotypisk 
vankomycinkänslighet 

 

Art  Känslighet mot vankomycin 

Faktisk Uppmätt 
 Faktisk 

(S/R) 
Uppmätt - 

RAST (ATU/R) 
Uppmätt - 
AST (S/R) 

E. faecalis E. faecalis  S ATU S 

E. faecalis E. faecalis  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R ATU R 

E. faecalis E. faecalis  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  S ATU S 

E. faecium E. faecium  S ATU S 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R ATU R 

E. faecalis E. faecalis  R ATU R 

E. faecalis E. faecalis  R ATU R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R ATU R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

E. faecium E. faecium  R R R 

  



 
 

Bilaga 4 – Beräkning av ACC, specificitet, sensitivitet och MCC 

Beräkning av accuracy 

ACC anger andelen (%) korrekta identifieringar (SP och SN) i förhållande till det totala antalet 
identifieringar. Beräkning av ACC kan anta värden från 0 till 1, där 1 innebär att andelen korrekta 
identifieringar är 100 %. 
 

𝐴𝐶𝐶 =
𝐴𝑛𝑡𝑎𝑙𝑒𝑡 𝑘𝑜𝑟𝑟𝑒𝑘𝑡𝑎 𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑖𝑓𝑖𝑘𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑒𝑟

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙𝑎 𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙𝑒𝑡 𝑖𝑑𝑒𝑛𝑡𝑖𝑓𝑖𝑘𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑒𝑟
 

 
Totala antalet identifikationer/stammar = 22 
Antal korrekta identifikationer (vanA, vanB och negativ) = 8 + 12 + 2 
 

𝐴𝐶𝐶 =
8 + 12 + 2

22
= 1 

 

Beräkning av specificitet och sensitivitet 

Specificitet är andelen (%) uppmätta negativa resultat som korrekt identifierats som negativa (SN). 
Beräkning av specificitet kan anta värden från 0 till 1, där 1 innebär att andelen korrekta identifieringar 
av negativa resultat är 100 %.  
 

𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑒𝑡 =
𝑆𝑁

𝑆𝑁 + 𝐹𝑃
 

 
Sensitivitet är andelen (%) uppmätta positiva resultat som korrekt identifierats som positiva (SP). 
Beräkning av sensitivitet kan anta värden från 0 till 1, där 1 innebär att andelen korrekta identifieringar 
av positiva resultat är 100 %. 
 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒𝑡 =
𝑆𝑃

𝑆𝑃 + 𝐹𝑁
 

 
Med confusion matrix kan de uppmätta och faktiska värdena kategoriseras enligt följande: 
Antal sant positiva mätningar (SP) = 20 
Antal falskt positiva mätningar (FP) = 0 
Antal sant negativa mätningar (SN) = 2 
Antal falskt negativa mätningar (FN) = 0 
 

𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑒𝑡 =
2

2 + 0
= 1 

 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒𝑡 =
20

20 + 0
= 1 

 

Beräkning av Matthew’s Correlation Coefficient 

MCC anger korrelationskoefficienten för överrensstämmelsen mellan uppmätta och förväntade värden. 
Beräkning av MCC kan anta värden mellan -1 och 1, där -1 innebär att ingen överrensstämmelse 
föreligger, 0 innebär att överrensstämmelsen inte är bättre än randomiserade förutsägelser och 1 
innebär perfekt överensstämmelse mellan uppmätta och förväntade värden. Ett högt MCC-värde erhålls 
endast när majoriteten av mätningarna blir SP samtidigt som majoriteten av mätningarna blir SN. 
 
 



 
 

𝑀𝐶𝐶 =
𝑐 × 𝑠 − 𝑡 × �⃗�

√𝑠2 − �⃗� × �⃗� √𝑠2 − 𝑡 × 𝑡
 

 

=
𝑐 × 𝑠 − (𝑡𝑣𝑎𝑛𝐴 × 𝑝𝑣𝑎𝑛𝐴 + 𝑡𝑣𝑎𝑛𝐵 × 𝑝𝑣𝑎𝑛𝐵 + 𝑡𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣 × 𝑝𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣)

√𝑠2 − (𝑝𝑣𝑎𝑛𝐴 × 𝑝𝑣𝑎𝑛𝐴 + 𝑝𝑣𝑎𝑛𝐵 × 𝑝𝑣𝑎𝑛𝐵 + ⋯ ) √𝑠2 − (𝑡𝑣𝑎𝑛𝐴 × 𝑡𝑣𝑎𝑛𝐴 + 𝑡𝑣𝑎𝑛𝐵 × 𝑡𝑣𝑎𝑛𝐵 + ⋯ )
 

 
 

Klass (k) Antal faktisk gen (t) Antal uppmätt gen (p) 
Antal korrekta 
uppmätningar 

vanA 8 8 8 

vanB 12 12 12 

Negativ 2 2 2 

Total 22 (s) 22 22 (c) 

 
c=Antalet korrekta uppmätningar = 22 
s=Totala antalet prover = 22 
tk=Antalet prov som faktiskt tillhör klass k, där k är vanA (=8), vanB (=12) och Negativ (=2) 
pk=Antalet prov som uppmätts tillhöra klass k, där k är vanA (=8), vanB (=12) och Negativ (=2) 
 

𝑀𝐶𝐶 =
22 × 22 − (8 × 8 + 12 × 12 + 2 × 2)

√222 − (8 × 8 + 12 × 12 + 2 × 2) √222 − (8 × 8 + 12 × 12 + 2 × 2)
= 1 


