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Sammanfattning

Meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA) ér en viktig orsak till vardrelaterade
infektioner och innebér ett stort problem inom sjukvdrden pd grund av resistens mot
betalaktamantibiotika. Snabb och korrekt identifiering av MRSA dr dérfor viktig for att

mdjliggora ratt antibiotikabehandling och forhindra smittspridning.

Syftet med studien var att utvdrdera snabbtestet Clearview PBP2a for identifiering av MRSA
genom jamforelse med PCR-metoden Amplex eazyMini. Studien undersokte dven om olika

odlingsmedier, inkubationstider och kylforvaring paverkade testresultaten.

Totalt analyserades 99 isolat av S. aureus. Samtliga mecA-positiva MRS A-isolat identifierades
korrekt av snabbtestet och alla MSSA-isolat gav negativa resultat. Ett mecC-positivt MRSA-
isolat kunde ddremot inte detekteras. For mecA-medierad resistens uppvisade snabbtestet 100

% sensitivitet och specificitet jimfort med PCR.

Resultaten paverkades inte av odlingsmedium, forlingd inkubationstid eller kylforvaring.
Studien visar att Clearview PBP2a ér ett snabbt och tillforlitligt test for identifiering av mecA-
positiv MRSA inom rutinméssig laboratoriediagnostik, men att kompletterande molekylédra

metoder fortfarande behdvs for att uppticka mecC-positiva isolat.
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Summary

Verification of a PBP2a-Based MRSA Rapid Test, Comparison with mec4 PCR, and the
Significance of Incubation Time and Culture Medium

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important cause of healthcare-
associated infections and represents a major challenge in healthcare due to its resistance to
beta-lactam antibiotics. Rapid and accurate identification of MRSA is therefore essential to

enable appropriate antibiotic treatment and prevent the spread of infection.

The aim of this study was to evaluate the rapid test Clearview PBP2a for identification of
MRSA by comparison with the PCR-based method Amplex eazyMini. The study also
investigated whether different culture media, incubation times, and refrigerated storage

affected the test results.



A total of 99 S. aureus isolates were analyzed. All mecA-positive MRSA isolates were correctly
identified by the rapid test, while all MSSA isolates showed negative results. However, one
mecC-positive MRSA isolate was not detected. For mec4-mediated resistance, the rapid test

demonstrated 100% sensitivity and specificity compared with PCR.

The results were not affected by culture medium, prolonged incubation time, or refrigerated
storage. The study shows that Clearview PBP2a is a rapid and reliable method for identification
of mecA-positive MRSA in routine laboratory diagnostics, although complementary molecular

methods are still needed to detect mecC-positive isolates.
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Inledning

Meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA) utgor ett allvarligt problem globalt sett
och dr en viktig orsak till sviarbehandlade infektioner, &ven om forekomsten i Sverige

fortfarande ar relativt 1ag jamfort med ménga andra ldnder (1).

MRSA kénnetecknas av resistens mot Dbetalaktamantibiotika, vilket begrinsar
behandlingsalternativen vid MRSA infektioner (1). En annan resistensmekanism mot
betalaktamantibiotika dr produktion av enzymet betalaktamas, vilket utgdr den vanligaste

orsaken till penicillinresistens hos S aureus, men inte alla stammar bildar detta enzym (2).

Denna andra resistensmekanism drivs frimst av mecA-genen, denna gen producerar ett protien
som kallas for pencillin bindande protein 2a (PBP2a) som har kraftigt reducerad affinitet for
betalaktamantibiotika, vilket gor att bakterien kan fortsitta bygga sin cellvagg trots nirvaro av
betalaktamantibiotika. mecA-genen kodar for proteinet PBP2a, som leder till meticillinresistens
hos Staphylococcus aureus (S aureus) (2). Utdover mecA-genen har dven upptickt en variant
gen, mecC, som ocksa leder till methicillin-resistens hos S. aureus, vilket innebér att enbart

frdnvaron av mecA inte ar tillrackligt for att utesluta MRSA (3).

I Sverige har studier visat att en betydande andel av isolaten fortfarande dr kinsliga for
penicillin. I en studie av Resman et al. konstaterades till exempel att 30 % av S. aureus-isolat
fran blododlingar var penicillinkénsliga. For dessa patienter dr penicillin fortfarande ett
behandlingsalternativ, d& forskning tyder pa att det ger ett generellt béttre utfall samt férre
biverkningar jimf{ort med den annars vanligt anvdnda behandlingen med kloxacillin (4). Dessa
infektioner kan behandlas antigen med peroral (po) eller intravends (iv) antibiotikabehandling
beroende pa infektionens svarighetsgrad. Vid allvarliga infektioner sdsom S. aureus-bakteriemi
anvénds intravendst bensylpenicillin (penicillin G), peroralt penicillin anvénds ddremot framst

vid lindrigare infektioner (4).
Bakgrund

MRSA historik

De nordiska ldnderna har ldnge haft en 1dg forekomst av MRSA, generellt under 2,5 %. Under
borjan av 2000-talet skedde dock en tydlig epidemiologisk forandring. Efter att ha varit mycket



ovanligt fore ar 2000, 6kade incidensen successivt i regionen och hade fram till 2016 stigit med
cirka 6 till 35 ginger i1 de flesta nordiska ldnder férutom Finland som hade en mer stabil
utveckling efter 2004 (5). Overvakningen av MRSA formaliserades gradvis genom att
sjukdomen blev anmilningspliktig i Finland och Norge 1995, {6ljt av Sverige 2000, Danmark
2006 och Island 2008. Under perioden 2006-2009 infordes dessutom nationell molekyldr
typning i dvervakningssystemen. Detta mdjliggjorde en mer detaljerad kartlaggning av olika

MRSA-kloner (5).

Under perioden 2009 till 2016 observerades en 6kning av antalet olika genetiska varianter och

kloner av MRSA samt en forskjutning mot en storre andel samhéllsforviarvade infektioner (5).

Sverige rapporterade under denna period flest nya MRSA-fall i Norden med totalt 20 683
stycken. Kring ar 2010 observerades en snabb spridning av internationella kloner, sdsom
t223/CC22, och fram till &r 2016 uppvisade Sverige tillsammans med Norge en stor variation

av olika MRSA-kloner och spa-typer bland isolaten (5).
Riskgrupper for MRSA-smitta och béararskap

MRSA éterfinns idag i flera populationer och miljoer med hog risk for kolonisation. Sarskilt
utsatta grupper inkluderar dldre pa sdrskilda boenden och sdngliggande patienter som vérdas i
hemmet, vilka utgor en viktig lank mellan sjukhuset och samhéllet genom sina dterkommande
vérdkontakter (6). Inom hélso- och sjukvarden utgoér bade patienter och vardpersonal centrala
grupper i hanteringen av MRSA, eftersom bakterien, vilken ingar i ménniskans normalflora
och ofta bdrs utan symtom, létt riskerar att spridas genom kontaktsmitta via hdnder och
medicinsk utrustning (7). Analyser av riskfaktorer visar att sannolikheten for kolonisering av
MRSA édr hogre hos man, tidigare genomgéngna kirurgiska ingrepp samt vid forekomsten av
flera samtidiga sjukdomar, sdsom hjértsvikt eller diabetes (6). Srbarheten for dessa infektioner
Okar ytterligare vid nedsatt immunforsvar eller om individen nyligen genomgatt
virusinfektioner som influensa eller vattkoppor, vilka kan skada kroppens naturliga

skyddsbarridrer och underlitta for bakterien att invadera vdvnaden (8).
Spridning av MRSA

Spridning av MRSA sker framst genom direkt hudkontakt med personer som é&r bérare av

bakterien. Internationellt resande utgér en betydande riskfaktor for att introducera dessa



bakterier till nya geografiska omrdden, i Danmark berdknades 17 % av alla MRS A-infektioner

ar 2020 ha forvérvats utomlands (9).

Spridningen av livsmedelsassocierad MRSA sker genom zoonotisk dverforing, ndra och
regelbunden kontakt mellan grisar och manniskor dr den mest betydande faktorn. Personal som
arbetar med grisar dr koloniserade med bakterien i1 betydligt hdgre grad (53,2 %) 4n personer
utan direkt djurkontakt (14,3 %). Detta visar att smittan frimst dr yrkesassocierad och inte en
dominerande smittvédg i den allménna befolkningen. En avgorande vég for indirekt spridning
ar luften i1 djurstallar, vilken fungerar som en viktig reservoar for bakterien MRSA detekterades
i luften pa 97,1 % av de undersokta gardarna, vilket frimst bedomdes ha betydelse inom

jordbruksmiljder snarare &n i samhéllsspridning (10).
Virulensfaktorer och klinisk betydelse hos S. aureus

Virulensen hos S. aureus péverkas av olika virulensfaktorer och toxiner. En viktig
virulensfaktor &r adhesiner (MSCRAMMs), som hjilper bakterien att fasta vid vardvdvnad och
underldttar kolonisation och infektion. Ett exempel pé ett toxin &r Toxic Shock Syndrome
Toxin-1 (TSST-1). Gener som kodar for enterotoxiner och TSST-1 forekommer oftare hos
friska patienter med nésbérare én hos patienter med invasiv infektion, vilket tyder pa att dessa
toxiner framst bidrar till kolonisation och bérarskap. Statistiken visar att patienter med
Meticillinkénskiga Staphylococcus aureus bakteriemi (MSSA-bakteriemi) hade en dodlighet
pa 7 % inom 12 veckor efter forsta positiva blododlingen (11). Behandlingen av invasiva S.
aureus-infektioner bygger pa snabb diagnostik och ldmplig antibiotikabehandling for att
minska risken for komplikationer och dodlighet (11).

Enligt EUCAST:s riktlinjer anvédnds cefoxitin som screeningmetod for att identifiera
meticillinresistens hos S aureus dir ett isolat klassificeras som MRSA om det uppvisar en
hdmningszon pd mindre &n 22 mm vid diskdiffusionstest med cefoxitin 30 pg (12). Som
verifierande metod anvdndas PCR for pavisning av mecA- och mecC-gener, vilket bekréftar

meticillinresistens (12).
mec-gener och molekylir resistensdetektion

Nér det giller identifiering av. MRSA édr detektionen av mec-gener hos S. aureus
standardmetoden. Den vanligaste av dessa dr mecA-gener, som kodar for ett penicillinbindande

protein 2a (PBP2a) (13).



I normala fall binder f-lactamantibiotika till bakteriens penicillinbindande proteiner (PBP),
vilket blockerar deras funktion och dérmed stoppar uppbyggnaden av cellviggen sa att
bakterien dor (13). Hos MRSA-stammar som bér pa mecA-genen produceras proteinet PBP2a,
vars aktiva yta har en mycket lag affinitet for betalaktamantibiotika. Detta innebdr att
antibiotikat inte kan binda till proteinet pé ett effektivt sétt. P4 sa sétt kan bakterien fullfolja
sin cellviggssyntes och Overleva behandlingen trots att antibiotika finns 1 kroppen under

behandlingen (13).

Genen mecC beskrevs for forsta gdngen ar 2011. Den identifierades da som en ny typ av isolat
av MRSA med en avvikande homolog till den tidigare kdnda resistensgenen mecA. Upptickten

gjordes i MRSA-isolat fran bade ménniskor och djur 1 Storbritannien och Danmark (14).

Resistensgenen mecC har visat sig ha en stark koppling till vilda djur, dér en studie frin SVA
bekriftat att hela 64 procent av svenska igelkottar dr bdrare av denna MRSA-variant (15).
MecC ér en homolog till mecA och delar cirka 63 % nukleotidsekvensidentitet med den
klassiska mecA den skiljer sig samtidigt genetiskt 1 sddan utstrackning att den betraktas som en
separat resistensgen (14). Forekomsten av mecC hos bade djur tyder pé att zoonotisk dverforing
kan forekomma, vilket innebér att bakterien kan spridas mellan djur och ménniskor. (3).
En viktig utmaning i diagnostik av mecC ér att den inte detekteras vid konventionlla PCR-
metoder som endast dr designade for att detektera mecA, vilket kan leda till falskt negativa
resultat vid screening for MRSA. Detektion av bade mecA och mecC dr nodvéindig for en
fullstandig epidemiologisk overvakning och en direkt och avgoérande klinisk betydelse for
patientvdrden. Detta sdkerstéller korrekt diagnos och behandling samtidigt man forebygger att
patienter felaktigt bedoms som MRSA-bérare och dirmed utsétts for isoleringsatgérder som

inte 4r nddvandiga och som kan innebdra 6kade kostnader (3).
Diagnostiska metoder for detektion av MRSA

Diagnostik av MRSA baseras pa metoder som odling, PCR-analys och resistensbestimning av
S. aureus. Prov tas fran olika stéllen beroende pd om det giller en aktiv infektion eller
misstanke om bararskap. Vid infektion kan prover tas frdn exempelvis sdrsekret, urin, blod
eller andra kroppsvitskor (16). Vid missténkt bararskap gors screeningodlingar vanligtvis fran
nésa, svalg och rektum. Screening anvinds for att identifiera barare av MRSA och andra
multiresistenta bakterier (MRB), sérskilt hos patienter med riskfaktorer for smittbérarskap.

Exempel pa saddana riskfaktorer &r tidigare sjukhusvéard utanfér Norden under de senaste sex



ménaderna, sdsom dialys, sarbehandling eller kirurgiska ingrepp, samt utlandsvistelse utanfor

Norden under de senaste 24 manaderna (17).

PCR

Detektion av resistensgenerna mecA och mecC ér viktigt for identifiering av MRSA. PCR-
baserade metoder anvinds for att bekrafta meticillinresistens genom detektion av dessa gener
och betraktas dérfor som referensmetoden for genetisk verifiering av MRSA (18). Genom
PCR-teknik kan laboratorier snabbt och specifikt detektera forekomst av resistensgenen (18).
PCR-baserad analys dr dock mer kostsam é&n traditionella mikrobiologiska odlingsmetoder,

vilket ofta framhélls som en begridnsande faktor vid implementering i kliniska laboratorier (19).

Diagnostik av MRSA vid Lianssjukhus Ryhov

Pa Lénssjukhus Ryhov i Jonkoping anvindes Amplex eazyMini (Amplex Diagnostics GmbH,
Munich, Germany) for verifiering av mecA och mecC. En bakteriekoloni tas fran odlingsplatta
och suspenderas i ett ror som innehaller vitskan som dr nddvindig for att suspendera och lysera
bakterierna vid upphettning. Ddrefter overfors en del av provet till en reagensstrip som
analyseras 1 instrumentet med isoterm amplifiering, dir specifika gener detekteras via
fluorescens. Testet mdjliggdr detektion av bade S aureus och generna mecA och mecC. For att
bekriafta MRSA krévs ett positivt resultat for bdde S.aureus och mecA eller mecC. Testet

innehéller dven en inhibitionskontroll som sdkerstiller att analysen fungerar korrekt (20).

Resultatet vid analys av bakteriekolonier fran agarplattor erhélls vanligtvis inom cirka 15

minuter (21).
Clearview PBP2a SA Culture Colony Test

Clearview PBP2a (Abbott, Scarborough, USA) ir ett snabbtest for att identifiera MRSA. Testet
bygger pd immunokromatografi och mdjliggér pa bara ndgra minuter pavisning av proteinet
PBP2a direkt frén bakterieisolat. Efter provberedning kan resultatet avlédsas visuellt inom cirka
5 minuter (22). Detta &r betydligt snabbare dn traditionella odlingsbaserade metoder samt den
PCR-baserade metoden Amplex eazyMini, dér analystiden frén agarplatta &r cirka 15 minuter
(21). Clearview PBP2a kan dock endast detektera mecA4 och inte mecC. Enligt tillverkarens
anvisningar rekommenderas att S. aureus kolonier analyseras fran foljande odlingsmedier:
trypton soja-agar med 5 % farblod (TSA-blod), Columbia-agar med 5 % farblod samt Mueller
Hinton-agar. Odlingsplattorna bor inkuberas vid 33-35 °C under 18-24 timmar. For att
sakerstdlla tillforlitliga resultat rekommenderas dven att firska bakteriekulturer, yngre &n 24

timmar, anvinds vid analysen. Testet dr inte validerat for kylda prover (22).



I denna studie undersoktes dven hur olika odlingsmedier och variationer i inkubationstid
paverkar snabbtestets resultat. De odlingsmedier som rekommenderas av tillverkaren anvénds
inte inom rutinmdssig diagnostik, dér selektiv MRSA-agar och icke-selektiv Staf-agar ofta
anvinds. Genom att analysera bakterier direkt frdn dessa odlingsmedier kan behovet av
omodling till rekommenderade medier minska, vilket kan effektivisera laboratoriets

arbetsflode och minska materialférbrukningen.

Aven inkubationstid och kylférvaring inkluderades i studien eftersom odlingsplattor inom
rutindiagnostik kan avldsas efter tvd dygn eller kylforvaras vid 2-8 °C innan analys,
exempelvis over helger. Studien undersokte darfor om bakteriekolonier fortfarande kunde ge

tillforlitliga resultat efter forldngd inkubationstid samt efter en till tva dagars kylforvaring.

Trots att snabbtester for MRSA anvénds inom klinisk diagnostik finns begrinsad kunskap om
hur alternativa odlingsmedier, forlaingd inkubationstid och kylforvaring paverkar testets
diagnostiska prestanda inom rutinméssig laboratorieverksamhet. Dérfor finns behov av att

utvdrdera snabbtestets tillforlitlighet under dessa forhédllanden.
Syfte

Syftet med studien var att validera prestandan hos snabbtestet Clearview PBP2, inklusive dess
sensitivitet och specificitet, genom att jamfora resultaten med PCR-baserad referensmetoden
Amplex eazyMini for detektion av mecA-genen. Studien avsag att utvéirdera testets formaga att
korrekt identifiera MRSA och MSSA-isolat samt att undersoka hur inkubationstid och olika
odlingsmedier, inklusive selektiv MRSA-agar och icke-selektiv S. aureus-agar, paverkade

testresultatet.

Material och metod

Studiedesign

Denna studie genomfordes som en experimentell laboratoriebaserad metodvalidering med
syfte att utvdrdera den diagnostiska prestandan hos snabbtestet Clearview PBP2a SA Culture
Colony Test (Abbott, Scarborough, USA), inklusive sensitivitet och specificitet, for detektion



av MRSA. Resultaten frdn snabbtestet jimfordes med tidigare PCR-resultat analyserade med

Amplex eazyMini, vilket anvdndes som referensmetod for detektion av mecA-genen.

Totalt analyserades 99 isolat av S. aureus, varav 77 MRSA och 22 meticillinkdnsliga
Staphylococcus aureus (MSSA). Av dessa utgjordes 94 av patientisolat som tidigare
analyserats med PCR avseende forekomst av mecA-genen och dédrmed klassificerats som
MRSA eller MSSA. Utdver dessa inkluderades sex referensstammar med kdnd forekomst eller
franvaro av mecA, varav 3 MRSA och 3 MSSA. Referensstammarna anvindes som interna
kvalitetskontroller for att sdkerstdlla att snabbtestet fungerade korrekt for bade resistenta och
kénsliga stammar och himtades frin etablerade stamsamlingar sisom American Type Culture

Collection (ATCC) och Culture Collection University of Géteborg (CCUG).

Tabell I: Referensstammar som inkluderades i studie.

Resistensprofil Referensstam Samlingsnummer
MRSA ATCC 33591 -
MRSA CCUG 3560 -
MRSA ATCC 33592 -
MSSA ATCC 29213 CCUG 15915
MSSA ATCC 25923 CCUG 17621
MSSA CCUG 46923 -

Samtliga bakteriestammar odlades pé tva olika typer av odlingsmedier: en selektiv MRSA-agar
(MR502, EMM Life Science, CHROMagar) samt en icke-selektiv Staf-agar (TA672, EMM
Life Science, CHROMagar). Isolaten analyserades efter ett respektive tvad dygns inkubation
samt efter en och tva dagars kylforvaring vid 2—8 °C. Inkubation skedde vid 35-37 °C.

Metod

Fran de odlade plattorna togs bakteriematerial for analys med ett kommersiellt PBP2a-
snabbtest, vilket detekterar forekomst av PBP2a associerat med mecA-medierad
meticillinresistens. Testet dr utformat for detektion av mecA men saknar mojlighet att
identifiera mecC. Analysen utfordes enligt tillverkarens instruktioner och inkluderade olika

odlingstider samt olika odlingsmedier, sdsom selektiv MRSA-agar och icke-selektiv Staf-agar.

Analys med snabbtestet utfordes vid flera olika tidpunkter for att undersdka om inkubationstid
och kylforvaring paverkade testresultatet. Kolonier fran odlingsplattorna analyserades dag 1,

dag 2, efter en dags kylforvaring samt efter tva dagars kylforvaring. Vid varje analystillfélle



applicerades bakteriematerial pd snabbtestet och resultaten bedomdes genom visuell avldsning
av kontrollinje och testlinje. Ett positivt resultat definierades som forekomst av bade kontroll-

och testlinje, medan ett negativt resultat definierades som enbart kontrollinje (figur 1).

Figur 1. Visuell avidsning av Clearview PBP2a-snabbtest ddr positivt resultat indikeras av bdde
kontrollinje och testlinje, och negativt resultat av enbart kontrollinje.

For att kunna jidmfora resultaten mellan olika tidpunkter och odlingsmedier analyserades
isolaten enligt ett forutbestimt schema. Referensstammarna odlades parallellt pa bada
odlingsmedierna och analyserades vid varje tillfdlle for att kontrollera att snabbtestet fungerade

korrekt under studiens gang.

Snabbtestets diagnostiska prestanda, inklusive sensitivitet och specificitet, utviarderades genom
jamforelse med tidigare PCR-resultat analyserade med Amplex eazyMini for detektion av
mecA- och mecC-generna. Sensitivitet och specificitet berdknades baserat pa

overensstimmelsen mellan snabbtestets resultat och referensmetoden Amplex eazyMini.

Samtliga isolat analyserades dessutom med MALDI-TOF MS (MALDI Biotyper, Bruker

Daltonics GmbH, Bremen, Tyskland) for att sidkerstélla att isolaten utgjordes av S aureus.

Provberedning och analys

Innan analysen pabdrjades inkuberades samtliga reagenser i rumstemperatur (15-30 °C). Tva
droppar av Reagens 1 tillsattes i ett provror. Med hjélp av en platinds dverfordes en 1 ul 6gla

med bakterier i riklig méngd fran vélisolerade kolonier till provroret som darefter vortexades.



Sedan tillsattes tva droppar av Reagens 2 och blandningen vortexades tills 10sningen blev
farglos. Vid behov tillsattes ytterligare en droppe Reagens 2 for att uppnd fullstindig
avfargning.

En testremsa placerades dérefter i provroret med pilarna riktade nedat och fick sté i fem minuter

vid rumstemperatur. Dérefter togs remsan upp och resultatet avlastes direkt.

Dataanalys

Snabbtestets diagnostiska prestanda utvirderades genom jamforelse med tidigare PCR-resultat
analyserade med Amplex eazyMini. Sensitivitet berdknades som andelen sanna positiva
MRSA-isolat av samtliga MRSA-isolat, medan specificitet berdknades som andelen sanna
negativa MSSA-isolat av samtliga MSSA-isolat. Resultaten sammanstilldes deskriptivt i

tabellform.
Etiska overviganden

Studien baseras pa redan insamlade och avidentifierade bakterieisolat, vilket innebdr att inga
personuppgifter eller uppgifter som kan kopplas till enskilda patienter har hanterats. Materialet
anvinds endast for laboratorieanalys och innehaller ingen information om patienternas

identitet, hélsotillstand eller behandling.

Eftersom studien inte innefattar kontakt med patienter, biologiska prover som kan kopplas till
individer eller behandling av kénsliga personuppgifter beddms risken for intrdng i den
personliga integriteten som mycket lag. Darfor anses studien inte kridva etiskt godkdnnande

enligt gillande riktlinjer for forskning som omfattar mdnniskor och personuppgifter.

En etisk egengranskning genomfordes enligt Halsohdgskolans Jonkdping (HHJ) riktlinjer.

Tillkinnagivanden

Al-verktyget ChatGPT anvédnds som stdd for grammatisk sprakgranskning i inledning,
bakgrund och metoddel.

Resultat

Totalt analyserades 99 isolat av S aureus. Samtliga isolat artbestimdes med MALDI-TOF MS

for att sdkerstilla korrekt bakterieart. Vid denna kontroll identifierades en av



referensstammarna, ATCC 25923, felaktigt som Staphylococcus epidermidis, provet

exkluderades for vidare statistiska analyser. Ovriga isolat verifierades som S. aureus.

Av de analyserade isolaten, klassificerades 77 som MRSA (76 positiva for mecA och 1 positiv

for mecC) och 22 som MSSA (negativa for mecA) enligt referensmetoden PCR.
Diagnostisk prestanda

Vid utvirdering av snabbtestet Clearview PBP2a uppvisade samtliga 76 mecA-positiva MRSA-
isolat ett positivt resultat. Samtliga 22 MSSA-isolat uppvisade ett negativt resultat. Det mecC-

positiva MRSA-isolatet gav ett negativt resultat i snabbtestet (Tabell 11).

Baserat pa dessa resultat uppnadde snabbtestet en sensitivitet pa 100 % for detektion av mecA-
medierad resistens samt en specificitet pa 100 % i forhdllande till referensmetoden Amplex

eazyMini-PCR.
Betydelsen av odlingsmedium och inkubationstid

Ingen skillnad i testresultat observerades beroende pa odlingsmedium. Samtliga isolat gav
forviantade resultat oavsett om de odlats pd selektiv MRSA-agar eller icke-selektiv Staf-agar.

Inte heller inkubationstid eller lagring paverkade testets prestanda. Bakteriekolonier fran
odlingsplattorna analyserades med snabbtestet dag 1, dag 2 samt efter kylforvaring i en till tva
dagar. Vid varje analystillfille bedomdes resultaten genom avlidsning av kontrollinje och

testlinje. Samtliga isolat uppvisade samma klassificering vid samtliga avlasningstillfallen.
Intern kvalitetskontroll

Referensstammarna gav forvintade resultat vid samtliga analystillfdllen under hela studien.
MRSA-stammarna (ATCC 33591, CCUG 3560 och ATCC 33592) gav positiva resultat, medan
MSSA-stammarna (ATCC 29213 och CCUG 46923) gav negativa resultat vid varje
analystillfélle.

Tabell 11. Jimforelse mellan PCR-metoden Amplex eazyMini for detektion av mecA/mecC och
Clearview PBP2a-snabbtest vid identifiering av MRSA-isolat.

PCR-baserad PBP2a positiv PBP2a negativ
klassificering
(mecA/mecC)

MRSA (mecA) 76 0
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MRSA (mecC) 0 1
MSSA 0 22

Diskussion

Snabbtestets diagnostiska prestanda utvirderades genom berdkning av sensitivitet och
specificitet, dir resultaten jimfordes med en referensmetod baserad pa PCR-detektion av
mecA/mecC med Amplex eazyMini. Berdkningarna utgick fran Gverensstimmelsen mellan
snabbtestets resultat och PCR-baserad klassificering av isolaten som MRSA eller MSSA. 1
studien analyserades dven om val av odlingsmedium samt inkubationstid kunde paverka

utfallet av snabbtestet.
Overensstimmelse mellan Clearview PBP2a och med PCR

Resultaten visade att snabbtestet uppnddde en mycket hog dverensstimmelse med PCR vid
detektion av mecA-positiva isolat. Detta indikerar att Clearview PBP2a har god diagnostisk
tillforlitlighet vid identifiering av mecA-medierad MRSA inom klinisk rutinverksambhet.
Samtliga MRSA-isolat identifierades korrekt som positiva, medan samtliga MSSA-isolat
identifierades korrekt som negativa. Detta motsvarar en sensitivitet pd 100 %, vilket avser
testets formaga att identifiera mecA genen, och en specificitet pa 100 %, vilket avser testets

formaga att korrekt utesluta MSSA.

En mojlig forklaring till den hoga dverensstimmelsen dr att Clearview PBP2a bygger pé
immunokromatografisk detektion av proteinet PBP2a, som produceras av mecA-genen och ér
direkt kopplat till meticillinresistens hos MRSA. Eftersom PCR-metoden ocksé identifierar

mecA-genen finns ett starkt samband mellan resultaten fran de bada metoderna.

Liknande resultat har rapporterats i tidigare studie, dér Nonhoff et al. visade att Clearview
Exact PBP2a hade en sensitivitet pa cirka 97 % och en specificitet pa 100 % vid identifiering
av MRSA-isolat. Studien visade dven att immunokromatografiska metoder mojliggér snabb
och tillforlitlig detektion av PBP2a direkt fran bakteriekolonier (23). Studien antyder dven att
ett snabbtest bor ha en specificitet ndra 100 % for att kunna betraktas som ett tillforlitligt
alternativ till PCR vid detektion av MRSA, eftersom detta minskar risken for onddig isolering

och behandling av patienter. Sensitiviteten bor samtidigt vara hog, helst over 95 %, for att
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sakerstdlla att resistenta isolat identifieras korrekt. Sensitivitetsniviaer under 70—-80 % anses i

detta sammanhang vara otillrackliga (23).

Klinisk anvindbarhet av Clearview PBP2a inom MRSA-diagnostik.

Dessa resultat indikerar att Clearview PBP2a ér en tillforlitlig metod for snabb identifiering av
MRSA nir resistensen dr medierad av mecA. Den hdga sensitiviteten innebir att testet effektivt
identifierade samtliga mecA-positiva MRSA-isolat, medan den hoga specificiteten visar att
inga falskt positiva resultat erholls bland MSSA-isolaten. Snabb identifiering &r kliniskt
betydelsefullt och dr viktig i det dagliga arbetet pa laboratoriet, eftersom en snabb och korrekt
identifiering av MRSA mojliggodr snabbare kliniska beslut kring antibiotikabehandling och
smittskyddsatgérder.

Detta dr viktigt inom varden eftersom bakterien &r en vilkédnd orsak till svarbehandlade

infektioner och kan spridas inom vérden (7).

Ur ett patientperspektiv kan en snabb och korrekt diagnos minska risken for felaktig
antibiotikabehandling, forkorta tid till ratt behandling och minska risken for komplikationer.
Ur ett omvardnadsperspektiv kan tidig identifiering ocksé underldtta isoleringsrutiner och

minska smittspridning till andra patienter, vilket forbéttrar patientsdkerheten i varden.

Ekonomiska aspekter

Utover den diagnostiska prestandan dr d&ven de ekonomiska aspekterna viktiga vid val av metod
for MRSA-detektion i laboratoriet. Under 2025 analyseras totalt 165 misstankta MRS A-prover
vid Laboratoriemedicin, Lanssjukhuset Ryhov 1 Jonkoping. Enligt uppgifter fran personal vid
Laboratoriemedicin &r kostnaden for PCR-metoden Amplex eazyMini cirka 450 kr per prov,
vilket innebdr en total kostnad pa 74 250 kr for 165 prover. I jimforelse kostar PBP2a-
snabbtestet cirka 170 kr per prov, vilket motsvarar en total kostnad pa 28 050 kr for samma
antal prover. Detta innebir en potentiell besparing pé cirka 46 200 kr om snabbtestet anvédnds

istillet for PCR.

Eftersom snabbtestet inte kan detektera mecC-positiva isolat behdver laboratoriet fortfarande
ha PCR-kit for Amplex eazyMini tillgéngliga for kompletterande analys vid misstanke om

mecC-medierad resistens. Ett kit for 24 analyser kostar cirka 11 250 kr. Trots denna extra
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kostnad skulle anvéndning av snabbtestet fortfarande kunna innebéra en ekonomisk besparing

jamfort med att analysera samtliga prover med PCR.
Begrinsning med mecC-positiva isolat

Ett viktigt fynd 1 studien var att det mecC-positiva MRSA-isolatet inte detekterades av
snabbtestet. Detta var forvintat eftersom Clearview PBP2a ar utformat for detektion av PBP2a,
som kodas av mecA (22). Detta innebér att testets diagnostiska prestanda dr begrinsad till
mecA-medierad MRSA och att det darfor finns risk for falskt negativa resultat vid forekomst

av mecC.

Tidigare studier har visat att diagnostiska metoder som endast riktar sig mot mecA4 kan missa
mecC-positiva MRSA-isolat (3). Aven om mecC ir ovanligt, ir det viktigt i vrden och visar
att man ibland behdver komplettera med molekyldra metoder vid misstanke om MRSA. Den
nuvarande forekomsten av mecC-positiv MRSA ér relativt 1dg och uppskattas till cirka 2,41 %,
vilket &dr betydligt mindre &n forekomsten av mecA-genen som ér cirka 14,58 % globalt och
dnnu hogre 1 humana prover (25). I Sverige verkar forekomsten av mecC vara mycket lag. En
studie fran Region Orebro lin, dir 330 MRSA-isolat analyserades mellan dren 2000 och 2019,
visade att endast 0,6 % av isolaten bér pad mecC, medan mecA forekom 1 99,3 % av isolaten
(24). mecC forekommer dessutom oftare hos djur d4n hos ménniskor, med en rapporterad
frekvens pa omkring 7,08 % 1 djurpopulationer, vilket tyder pa att spridningen delvis sker
mellan djur och minniskor. Aven om forekomsten av mecC-positiv MRSA idag ér 1ag jimfort
med mecA-positiv MRSA (24,25), utgdér mecC en diagnostisk utmaning eftersom isolat som
bir denna resistensmekanism riskerar att missas av metoder som enbart dr riktade mot mecA
eller PBP2a. Detta understryker betydelsen av kompletterande molekyldra metoder som kan

detektera bade mecA och mecC.

Ett viktigt fynd i studien var att det mecC-positiva MRSA-isolatet inte identifierades av
Clearview PBP2a. Detta var forvintat eftersom snabbtestet baseras pd immunologisk detektion
av PBP2a-proteinet som uttrycks av mecA-medierad resistens och dirfor inte dr avsett for
identifiering av mecC-associerad MRSA (22). Aven om forekomsten av mecC ir l1ag i Sverige,
har tidigare studier visat att isolat som bir denna resistensmekanism riskerar att missas av
diagnostiska metoder som enbart dr riktade mot mecA eller dess proteinprodukt PBP2a

(3,24,25). Resultaten understryker dérfor betydelsen av att komplettera PBP2a-baserade

13



snabbtester med molekyldra metoder som detekterar bdde mecA och mecC for att sdkerstélla

en fullstindig MRS A-diagnostik.

Det nuvarande diagnostiska flodet pd laboratoriet inkluderar PCR-verifiering med Amplex
eazyMini vid misstdnkt MRSA (figur 2), vilket minskar risken att mecC-positiva isolat missas.
Utifrén resultaten i denna studie skulle ett mgjligt framtida diagnostiskt flode kunna vara att
anvinda Clearview PBP2a som ett snabbt forsta screeningtest for misstinkta MRSA-isolat,
foljt av kompletterande PCR-analys vid negativa resultat eller vid fortsatt klinisk misstanke om
MRSA (figur 3). Pa sd sitt kan snabb diagnostik kombineras med sédkrare detektion av bade

mecA- och mecC-associerad resistens.

Nuvarande diagnostiskt flode for MRSA

Viixt av art i
S. aureus-komplexet*
som éir FOX R eller ATU * Staphylococcus aureus-komplexet bestir av:
S. aureus
| S. argenteus

S. roterodami

S. schweitzeri

S. singaporensis

[ Viixt av misstinkt MRSA }

Konfirmera art i
S. aureus-komplexet*
med MALDI-TOF
(om inte redan gjort)

Kiind?

e

Ja
Kind MRSA Nej P
Ren S. aureus-koloni: o8
PCR med Amplex Ny MRSA
* Fullstindig resistenshesti e * Fynd pa neo eller i blod — till
* Svara ut resistensbestimning K .‘p for kinned
* Anmiil till SmiNet Neg « Fullstindi . "
Omstick och ny PCR 5" =

* Frys stammen

* Svara ut resistensbestimning

* Anmil till SmiNet

* Kliniska odlingar: Gor BMD Staf

Figur 2. Nuvarande diagnostiskt flode for MRSA vid Laboratoriemedicin, Linssjukhuset Ryhov.

14



Foreslaget framtida diagnostiskt flode for MRSA

Viixt av art i
S. aureus-komplexet*

som ir FOX R eller ATU
I

Konfirmera art i S. aureus-
komplexet med MALDI-TOF

4 I
Ja Nej
Kind MRSA Ren S. aureus koloni
. /
\
Clearview PBP2a I
* Fullstindig resistensbestimning snabbtest
* Svara ut resistensbestimning Negativt resultat eller fortsatt klinisk
* Anmiil till SmiNet misstanke
/| Positivt resultat \_ Y,
(PBP2a pivisas) 1
ny MRSA 4 h
PCR med Amplex eazyMini
Detektion av mecA + mecC
* Fynd pa neo eller i blod — till konsulten for kiinnedom o S
* Fullstiindig resistensbestimning l
* Frys stammen h
* Svara ut resistensbestimning Slutlig verifiering av MRSA
* Anmal till SmiNet
J

« Kliniska odlingar: Gér BMD Staf

Figur 3: Foreslaget framtida diagnostiskt flode vid Laboratoriemedicin, Léinssjukhuset Ryhov baserat
pd resultaten i denna studie.

Paverkan av Odlingsmedium och inkubationstid

Resultaten visade vidare att varken odlingsmedium eller inkubationstid péverkade testets
prestanda. Samtliga isolat gav korrekta resultat oavsett om de odlats pd selektiv MRSA-agar
eller icke-selektiv Staf-agar, samt oberoende av om avldsning skedde dag 1, dag 2 eller efter
kylforvaring. Detta tyder péd att snabbtestet ger stabila resultat och kan anvindas i olika
laboratorierutiner utan att paverka tillforlitlighet. Denna flexibilitet 4r en styrka, sdrskilt i

kliniska laboratorier dar arbetsfloden kan variera.

Valet av odlingsmedium skulle teoretiskt kunna paverka analysresultatet eftersom uttrycket av
mecA och PBP2a pédverkas av bakteriernas omgivning. Ma et al. visade att MRSA-isolat som
odlades i standardiserade laboratoriemedier sésom Mueller-Hinton Broth (MHB) och Tryptic
Soy Broth (TSB) upprittholl ett hogt och stabilt uttryck av bade mecA-mRNA och PBP2a-

protein. Studien visade @ven att médngden PBP2a var betydligt hdgre i dessa laboratoriemedier
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(26). Detta kan forklara varfor tillverkaren rekommenderar standardiserade laboratoriemedier
vid analys med Clearview PBP2a (22), eftersom siddana medier sannolikt ger mer
reproducerbara forhdllanden och béttre forutsittningar for att bibehélla uttrycket av PBP2a.
Trots detta observerades ingen paverkan av odlingsmedium i foreliggande studie. En mojlig
forklaring till att odlingsmediet inte padverkade resultaten &r att bade den selektiva MRSA-agarn
och den icke-selektiva Staf-agarn gav tillridckligt god bakterietillvixt for att PBP2a-proteinet
skulle kunna uttryckas och detekteras av snabbtestet. Detta kan forklara varfor samtliga isolat

klassificerades korrekt oavsett vilket odlingsmedium som anvindes

Metodologiska styrkor och studiens tillforlitlighet

En styrka med studien &r att ett relativt stort antal isolat med olika spa-typer (bilaga 1)
analyserades samt att bdde kliniska isolat och referensstammar inkluderades. Detta gav en
bredare variation av MRS A-isolat och mgjliggjorde utvéirdering av snabbtestet under flera olika
forhallanden. Att PCR-metoden Amplex eazyMini anvdndes som referensmetod starker ocksa
studiens validitet, eftersom metoden mojliggoér detektion av resistensgenerna mecA och mecC,
vilka &dr viktiga vid MRSA-diagnostik (18). Reliabiliteten stdrks ytterligare genom att
analyserna utfordes under standardiserade forhdllanden och att samtliga isolat gav

reproducerbara resultat vid upprepade analystillfallen samt under olika odlingsférhallanden.
Begrinsningar vid utvirdering av snabbtestets prestanda

En begransning i studien dr att endast ett mecC-positivt isolat inkluderades, vilket gor det svart
att dra generella slutsatser om testets prestanda for denna typ av MRSA. Detta &dr viktigt
eftersom mecC-positiva isolat kan missas av metoder som enbart dr utformade for att detektera
mecA (3). Vilket kan leda till falskt negativa resultat och risk och att MRSA inte identifieras
korrekt. For att minska denna risk kan snabbtestet kompletteras med molekylidra metoder som

detekterar bade mecA och mecC.

En ytterligare begrinsning &r att snabbtestet bygger pd visuell avldsning av test- och
kontrollinje, vilket innebdr att resultatet kan pdverkas av subjektiva bedomningar, sérskilt vid
svaga eller otydliga testlinjer. Detta utgdér en potentiell felkdlla som kan paverka
reproducerbarheten mellan olika anvdndare. For att minska risken for bedomningsfel avldstes

resultaten av tva personer.
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En annan begransning &r att studien genomfordes vid ett enskilt laboratorium och med ett
begrinsat antal isolat. Resultaten kan dérfor vara svara att generalisera till andra laboratorier

med andra arbetsrutiner, patientpopulationer eller bakteriestammar.

Studien omfattade huvudsakligen redan verifierade bakterieisolat. Snabbtestets prestanda
utvdrderades dirfor inte direkt pad primdrprov fran patienter, vilket hade kunnat péverka

resultaten genom variationer i bakteriemangd och provkvalitet.
Felkillor

En felkélla i studien var att en av referensstammarna (ATCC 25923) senare visade sig vara
Staphylococcus epidermidis vid MALDI-TOF MS. Detta uppticktes efter att snabbtestet redan
hade utforts. Felet uppstod troligen vid omstickning, dd en koloni av misstag togs frdn en
blodplatta som innehdll bade S. aureus och S. epidermidis. Pa plattan var bakterierna odlade

pa varsin halva, vilket kan ha bidragit till forvéxlingen (figur 4).

Detta visar att omstickning fran odlingsplattor kraver noggrannhet, sérskilt nér flera bakterier
odlas pd samma platta. For att minska risken for liknande fel hade separata plattor kunnat

anvéndas eller kolla noggrannare pd kolonimorfologi om man har samma platta.

Trots detta bedoms felet inte ha paverkat studiens huvudresultat, eftersom Ovriga
referensstammar och kliniska isolat gav forvintade resultat. Daremot visar detta hur viktigt det

ar att vara noggrann vid provtagning och hantering av bakterieisolat.

Resultaten fran referensstammarna bekréftade ddrmed snabbtestets tillforlitlighet vid detektion

av PBP2a under studiens gang.
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Figur 4. Blodplatta dir Staphylococcus aureus och Staphylococcus epidermidis odlats pa varsin halva.

Bilden illustrerar hur forvéxling kan ske vid omstickning.

Framtida implementering av studien

Resultaten i denna studie visar att Clearview PBP2a skulle kunna anvindas som en snabb
metod for att identifiera mecA-positiv MRSA inom den rutinméssiga laboratoriediagnostiken.
Genom att anvinda snabbtestet som ett fOrsta steg vid misstinkta MRSA-isolat skulle

svarstiden kunna forkortas jaimfort med om endast PCR anvinds.

Studien visar dven att testet fungerade oberoende av odlingsmedium, inkubationstid och
kylforvaring. Detta kan vara en fordel i laboratorieverksamheten eftersom testet dd kan
anvéndas 1 befintliga rutiner utan behov av extra omodling eller sdrskilda odlingsférhillanden.

Det skulle kunna bidra till ett enklare och mer flexibelt arbetsflode pa laboratoriet.

Ett annat viktigt mal &r den ekonomiska vinsten. Eftersom snabbtestet har en lidgre kostnad dn
PCR-metoden skulle laboratoriet potentiellt kunna minska sina analyskostnader. Samtidigt kan
snabbare diagnostik bidra till att patienter far ritt behandling tidigare och att
smittskyddsatgédrder kan sdttas in snabbare for att minska risken for spridning av MRSA inom

varden.

18



Studien visar ocksa att snabbtestet inte kunde detektera mecC-positiv MRSA. Dérfor ér det
viktigt att molekyldra metoder som kan identifiera bade mecA och mecC fortfarande anvénds
som komplement, sarskilt vid negativa snabbtestresultat eller vid fortsatt misstanke om MRSA.
Ett mojligt framtida arbetssétt skulle darfor kunna vara att anvinda Clearview PBP2a som en

forsta snabb screening och darefter komplettera med PCR vid behov.

Slutsats

Studien visar att snabbtestet Clearview PBP2a har hog dverensstimmelse med PCR-metoden
Amplex eazyMini vid identifiering av mecA-positiv MRSA och kan ge snabba och tillforlitliga
resultat inom rutinmaissig laboratoriediagnostik. Resultaten paverkades inte av odlingsmedium,
forlingd inkubationstid eller kylforvaring, vilket tyder pa att testet kan anvindas under
varierande laboratorieférhdllanden. Samtidigt visade studien att ett mecC-positivt MRSA-
isolat inte kunde detekteras med snabbtestet, vilket understryker behovet av kompletterande

molekyldra metoder for att minska risken att vissa MRSA-varianter missas.
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Populirvetenskaplig sammanfattning

Meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA) dr bakterier som har utvecklat resistens
mot flera vanliga antibiotika, vilket gor infektionerna svarare att behandla. MRSA kan orsaka
allt fran sarinfektioner till allvarliga blodinfektioner och utgor dérfor ett viktigt problem inom
sjukvérden. For att minska smittspridning och snabbt kunna ge rétt behandling &r det viktigt att

MRSA identifieras sé tidigt som mgjligt.

Vid mikrobiologiska laboratorier anvinds idag olika metoder for att uppticka MRSA. En
vanlig metod &r PCR, dér bakteriens resistensgener analyseras. De flesta MRSA-bakterier bar
pa resistensgenen mecA, men det finns dven en ovanligare variant som kallas mecC och som
ocksa kan orsaka meticillinresistens. PCR dr en sédker metod men kriver sérskild utrustning
och tar lidngre tid dn enklare snabbtester. I denna studie undersoktes dérfor ett snabbtest,

Clearview PBP2a, som kan identifiera MRSA direkt fran bakteriekolonier inom ndgra minuter.

Syftet med studien var att utvdrdera snabbtestets formaga att identifiera MRSA genom
jdmforelse med PCR-metoden Amplex eazyMini, som anvdndes som referensmetod. Studien
undersokte dven om olika odlingsmedier, inkubationstider och kylforvaring paverkade

testresultatet.
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nr

10
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Totalt analyserades 99 isolat av Staphylococcus aureus. Av dessa var 77 MRSA och 22
meticillinkénsliga S. aureus (MSSA) enligt PCR-resultaten. Samtliga mecA-positiva MRSA-
isolat identifierades korrekt av snabbtestet, medan alla MSSA-isolat gav negativa resultat. Ett

mecC-positivt MRSA-isolat kunde inte detekteras av snabbtestet.

Resultaten visade ocksd att snabbtestet gav stabila resultat oavsett om bakterierna odlats pé
selektiv MRSA-agar eller icke-selektiv Staf-agar. Testresultaten paverkades inte heller av om

analyserna utfordes dag 1, dag 2 eller efter kylforvaring i upp till tva dagar.

Studien visar att Clearview PBP2a ér ett snabbt och tillforlitligt test for identifiering av mecA-
positiv MRSA och att testet kan fungera vil inom rutinméssig laboratoriediagnostik. Samtidigt
visar resultaten att molekyldra metoder som dven kan detektera mecC fortfarande behdvs som

komplement for att minska risken att vissa MRSA-varianter missas.

Bilagor

Bilaga 1: visar radata med olika inkubationstider och odlingsmedier som har anvénts, samt
spa-typning.

spa Platta Resultat | Tidspunkt Kommentar Maldi- Maldi-
resultat scorevarde

t002 MRSA- + Avlasning dag S.aureus 2.07
platta 1

t1476 @ Staf-platta | + Avlasning dag S.aureus 2.11

1

t304 MRSA- + Avlasning dag S.aureus 2.14
platta 2

t359 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.14
platta

1818 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.09
platta

t311 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.07
platta

t710 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.15
platta

t223 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.17
platta

? MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.12
platta

t17913 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.18
platta

t304 MRSA- + Kyl dag 1 S.aureus 2.19
platta

t304 Staf-platta | + Kyl dag 1 S.aureus 2.26

t304 Staf-platta | + Kyl dag 1 S.aureus 2.16

t304 MRSA- + Avldsning dag S.aureus 2.24
platta 2
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