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Sammanfattning

Introduktion: Sepsis ar utan behandling ett livshotande tillstand, en korrekt behandling
behdver en snabb och tillforlitlig artidentifiering. Olika prepareringsmetoder av positiva
blododlingar infor direkt identifiering med MALDI-TOF finns. MBT Sepsityper® 1\VVD Kit ar
en CE-markt metod. For att folja IVDR-direktivet behdver Sepsityper jamforas med den
nuvarande in-house-metoden. Dessa tva metoder jamfordes utifran formaga att ge ett
tillforlitligt, snabbt resultat dar dven den praktiska metoden samt ekonomiska aspekten
undersoktes

Material och metod: Alla positiva blododlingar som undersoktes preparerades med in-
house-metoden och Sepsityper innan analys med MALDI-TOF MS. Med in-house-metoden
anvéndes saponin for att lysera de humana cellerna medans Sepsityper anvande
lyseringsbuffert. Resultatets tillforlitlighet presenteras som scorevéarde dar >2 ar tillforlitligt
till speciesniva, 1,7-1,99 till genusniva och <1,7 &r ej tillforlitligt.

Resultat: 135 positiva blododlingar undersoktes dér in-house-metoden gav 115 med ett
scorevérde dver 1,7 medans Sepsityper® gav 100 prover med ett scorevarde 6ver 1,7. Bland
dessa prover var det 62 gramnegativa bakterier och 53 grampositiva.

Slutsats: En skillnad mellan antalet identifieringar med scorevarde Gver 1,7 sdgs men var ej
signifikant enligt CHI2 test dér antalet var hogre for house metoden. Den data som samlats
ger gj inte tillrackligt med stod for att inte avvika fran IVDR och fortsatta med in-house-

metoden.

Nyckelord: MALDI-TOF MS, Sepsityper, blododling, direkt identifiering, sepsis



Abstract

Background: Sepsis without treatment is a life-threatening condition, a rapid as well as
reliable identification of the bacteria is needed. Different preparation methods of positive
blood cultures for rapid identification are available. MBT Sepsityper® IVVD Kit is one of them
and is a CE-marked method. To comply with the IVDR directive, Sepsityper® needs to be
tested and compared with the current in-house method. These two methods were compared
based on the ability to provide fast and reliable results.

Material and method: All the positive blood samples that were examined were prepared by
the two methods then analysed with MALDI-TOF MS. The in-house-method used saponin to
lyse the blood cells, Sepsityper used a lysisbuffert. How reliable the results are presented as
score value, >2 means that the result is reliable to species identification, between 1.7-1.99 to
genus identification and <1.7 is not reliable.

Results: 135 positive blood cultures were examined and the in-house-method gave 115 with
a score value above 1.7 while Sepsityper® gave 100 bottles a score value over 1.7. Among
the bottles there were 62 gram-negative bacteria and 53 gram-positive bacteria.

Conclusion: A difference between the number of identifications with a score value above
1.7 were seen where the number was higher for the in-house method, but the difference was
not significant according to the Chi2 test. The data collected do not provide sufficient support

for not following IVDR and not switch to Sepsityper®.
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Introduktion

Sepsis

Bakteriemi ar ett vaxande problem déar detektion och en snabb artidentifiering av bakterier kan
vara livsviktig for en patient (1). En bakterieinfektion i blodet kan vara intravaskular dar
bakterier kommer in i blodbanan for att sedan etablera infektion pa exempelvis hjartklaffar.
Den kan &ven vara extravaskuldra dér infektionsharden framfor allt sitter utanfor blodbanan
(t.ex pyelonefrit eller pneumoni), bakterier kan ta sig in i blodomloppet bland annat genom
det lymfatiska systemet. Sepsis uppkommer da personen tar skada av bakterierna eller
bakteriernas toxiner. Det kan dven leda till septisk chock vilket orsakas av endotoxiner eller
exotoxiner. Detta tillstdnd &r livshotande dar bland annat en 6kad hjartfrekvens och nedsatt
funktion av vitala organ leder till cirkulationssvikt och stor risk for déd (2). Det ar darmed
viktigt att vid sepsis snabbt utfora en artidentifiering for att kunna justera antibiotikavalet. En
tidig samt korrekt behandling med antibiotika vid septisk chock ger en betydlig hogre chans
for 6verlevnad men &r &ven viktig for att minska spridningen av antibiotikaresistens (1, 3).
Gramnegativa bakterier ar de vanligaste forekommande vid sepsis dar den vanligaste
bakteriearten &r Escherichia coli. Det vanligaste grampositiva bakteriearterna ér

Staphylococcus aureus och Streptococcus pneumoniae (4).

Blododling

Vid artidentifiering av bakterier fran blodprover finns det manga preanalytiska faktorer som
spelar roll, sdsom risk for hudkontamination, vilken typ av flaska som tas (aerob/anaerob) och
hur stor méngd blod som tillsatts till varje flaska (1). For att bakterierna ska fa en optimal
miljo att véxa i innehaller blododlingsflaskorna ett medium med trypticase soy broth. Detta
medium innehaller dven sodium polyanethol sulfonat vilket fungerar som ett antikoagulantia.
Det finns olika typer av blododlingsflaskor som gynnar olika bakterier, de vanligaste ar
aeroba och anaeroba flaskor. | de aeroba flaskorna finns det CO> medan de anaeroba flaskorna
innehaller CO2 och N2. Detta ar for att inte missa bakterier som exempelvis &r strikt anaeroba.
| rutin tas fyra blododlingsflaskor vid misstankt sepsis, tva aeroba flaskor och tva anaeroba
flaskor (10 ml/flaska). Det finns undantag till detta, i de fall dar blododling tas pa barn
anvands en pediatrisk flaska (PED). PED flaskor &r aeroba och anpassade till att halla en
mindre blodvolym, 3 ml/flaska (5). For detektion av bakteriemi inkuberas blododlingsflaskor i

en automatisk inkubator med en optimal temperatur runt 35 grader C. En positiv blododling



detekteras sedan av det automatiska systemet via en pH-6kning. Detta uppkommer da

bakterierna borjar producera CO> (6).

MALDI-TOF

Efter preparering av de positiva blododlingarna kan en direkt artidentifiering med Matrix-
Assisted Laser Desorption-lonisation Time-Of-Flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
utforas. MALDI-TOF &r en teknik som anvands for att identifiera bakterier samt svamp till
artniva. Det ar en snabb, kostnadseffektiv samt tillforlitlig metod som revolutionerade
diagnostiken inom mikrobiologi nar den kom (7). MALDI-TOF anvénds framst vid
artidentifiering av mikroorganismer odlade pa fast medium men aven av positiva blododlingar
(8). MALDI-TOF anvénder en matrix (jondonator) som exciteras av en laser for att jonisera
bakteriens biomolekyler. Dessa biomolekyler accelereras i ett elektriskt falt i vakuum inuti en
flygkammare (Figur 1). Dér separeras de utifran forhallandet mellan massa och laddning
innan biomolekylernas intensitet lases utav en sensor (9). Utifran intensiteten och tiden
biomolekylerna har fardats skapas ett masspektrum dar den relativa intensiteten presenteras
som funktion av proteinméngden (m/z) (Figur 2). Detta masspektrum jamfors sedan med en
referensdatabas och en identifiering av bakterien utifran dess proteininnehall gors (10). Hur
denna data presenteras beror pa systemet som anvands. Olika typer av MALDI-TOF MS finns
idag pa marknaden dar en av de storsta tillverkarna ar Bruker. Brukers system ger tio forslag
pa provets bakterieart. Dessa forslag presenteras tillsammans med ett scorevarde som
representerar bra masspektrumet stammer 6verens med den rekommenderade bakteriens

proteininnehall utifran referensdatabasen.
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Figur 1. Forklaring av den tekniska metoden for MALDI-TOF. Bakteriers protein exciteras
med en laser och separeras med hjélp av ett elektriskt falt. Proteinerna detekteras och ett
masspektrum presenteras. Bild lanad fran Croxatto A, et al. (11).
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Figur 2. Masspektrum fran MALDI-TOF MS for Penicillium marneffei dar intensiteten

presenteras som en funktion av proteininnehallet (m/z). Bild lanad fran Chen YS, et al. (12).

Utforande av MALDI-TOF &r laborativt enkelt dar bakterier placeras pa en MALDI-TOF
platta, i vissa fall tillsatts 70% myrsyra pa bakterierna for att lysera och frisatta dess proteiner
(13). Tillsattning av myrsyra resulterar i battre artidentifiering av grampositiva bakterier men
har inte lika stor paverkan pa gramnegativa bakterier (3). Efter tillsattning av myrsyra
placeras matrix pa bakterierna innan engangsplattan placeras i instrumentet. Resultatet fran
MALDI-TOF kan skilja sig beroende pa bakteriens gramtypning (7). Gramnegativa bakterier
far generellt ett battre resultat 4n grampositiva bakterier (14).

Olika program kopplade till MALDI-TOF kan anvandas beroende pa vilket material som
bakterierna ar taget ifran. Standardmetoden anvéands for bakterier fran fast medium och laser
av proteintoppar mellan 3000-15000 m/z (Da). For blododlingar anvands MALDI
preprocessing method BC vilket har ett mindre intervall mellan 4000-15000 m/z (Da) for att
utesluta de stérande proteintopparna fran blodet (15). Hur tillforlitlig MALDI-TOF ar skiljer
sig beroende pa fran vilket medium som bakterierna &r tagna ifran. Analysen ger mer resultat

med hogre scorevarde vid analys av bakterier fran fast medium an om de &r tagna fran



blododlingar (9). For direkt identifiering av blodprover ar tillvaxtforhallandena annorlunda

och tillracklig bakterieméangd ar inte alltid garanterad (8).

Direkt identifiering av blododlingar

En snabb artidentifiering av bakterier fran blodprov ar viktigt for att kunna minska
mortaliteten vid sepsis. Blododlingar anvénds idag som diagnostiskt verktyg och ar den
rekommenderade metoden (15). Som tidigare ndmnt kan MALDI-TOF inte artidentifiera
bakterier direkt fran blododlingar utan forberedelse av provet. Idag ar det vanligt med direkt
artidentifiering fran positiva blododlingar men innan detta infordes odlades blododlingar ut pa
fast medium innan det kunde analyseras med MALDI-TOF. Denna process fordrojde tiden till
resultat da bakterierna skulle hinna véaxa pa medium (16). N&r en blododling blivit positiv
utfors utdver direkt identifiering ett utstryk och gramférgning samt odlas blodet med
bakterierna ut pa agarplatta och inkuberas sa att ett sakert resultat kan ges ut. Den vanligaste
kommersiella prepareringsmetoden ar Sepsityper™ (Bruker), Bruker presenterar att MBT
Sepsityper 1VD Kit &r en snabb och kostnadseffektiv metod som ger ett tillforlitligt artresultat
inom 15-20 minuter efter positiv blododling (17). Enligt tidigare forskning ger en tidigare
variant av Sepsityper™ en tillforlitlig identifiering runt 80% av fallen. Bland grampositiva
bakterier ligger detta runt 76% medan det &r hogre hos gramnegativa bakterier da de ger ett
tillforlitligt resultat i 90% av fallen (14).

Prepareringsmetoder

Innan MALDI-TOF MS kan utforas fran positiva blododlingar maste provet prepareras da
blodceller och annat material annars kommer stdra analysen. Bakteriekoncentrationen i provet
behover 6ka medan méngden stérande material behdver minska, detta sker vanligen med hjélp
av lysering och centrifugering (8). In-house-metoden som anvands pa Universitetssjukhuset
Orebro lyserar cellerna med saponin. Saponin &r en ytaktiv glykosid som finns naturligt i
manga vaxter. Det har en affinitet till membrankolesterolet pa erytrocyter vilket resulterar i en
lyserande formaga (18). Lysering samt centrifugering prover resulterar i mindre méangd
humana celler och annat stérande material. Detta gor &ven att bakterierna i blodet enklare blir
detekterbara. MBT Sepsityper® VD Kit (Bruker Daltonics, Bremen, Tyskland) &r en

uppdaterad prepareringsmetod som har kommit ut pa marknaden. Denna prepareringsmetod



liknar in-house-metoden i utférandet men lysering med saponin ersatts av en lyseringsbuffert,

den ska, liknande som saponin, 6ka bakteriekoncentrationen i provet.

In Vitro Diagnostic medical Device Regulation

Sedan den nuvarande in-house-metoden inférdes har det inkommit ett nytt Europeiska
unionens (EU) direktiv. Detta direktiv innefattar medicintekniska produkter for in-
vitrodiagnostik, In Vitro Diagnostic medical Device Regulation, (IVDR), den innebar att om
kommersiella CE-markta produkter finns for in-vitrodiagnostik ska dessa anvandas. Enligt
IVDR i artikel 5 paragraf 5 behover laboratoriet anvanda dessa kommersiella produkter sa
vida inte prestandan pa CE-markta produkten ar betydligt samre. | de fall dér egentillverkning
ar sigifikant béttre kan det anvandas men enligt IVDR direktivet artikel 5.5 ska det ske inom
lampliga kvalitetsledningsystem. Laboratoriet maste omsorgsfullt dokumentera
tillverkningen, anvandningen och utvérdering av produkten. Informationen l&mnas sedan till
Inspektionen for vard och omsorg. Sepsityper® ar en ny CE-markt produkt fran Bruker,
denna produkt behdver enligt IVDR undersokas i jamforelse med den nuvarande in-house-
metoden. DA Sepsityper® &r battre eller likvardig kommer denna produkt att behéva antas i
rutin. Ar Sepsityper® betydligt sémre s& kan in-house-metoden antas men egentillverkningen
kommer behéva dokumenteras (20).

Syfte och fragestallningar

Syftet med detta arbete var att jamfora Universitetssjukhuset Orebros in-house-metod och
MBT Sepsityper® VD Kit formaga att ge ett sakert och snabbt artbestamningsresultat direkt
fran blododlingsflaskor dar den praktiska och ekonomiska aspekten diskuteras. Utifran
resultaten undersoktes dven skillnaden mellan anvandning av 70% myrsyra och utan myrsyra

vid preparering av proverna med Sepsityper.

Ger Sepsityper® (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) ett likvardigt eller béattre resultat an

den nuvarande metoden?



Material och metod

Etiska aspekter

Examensarbetet anvande 6verblivet material fran positiva blododlingar fran runddiagnostiken
som blivit positiva under senaste 24 h. Kén samt fodelsear antecknades fran varje positiv
blododlingsflaska. Proverna blev darefter avidentifierade och fick ett nytt nummer, vilken typ
av flaska (aerob/anaerob) som undersoktes antecknades och kopplades till det nya numret.
Efter att provet kdrdes med MALDI-TOF var det ej mojligt att koppla provresultatet till
blododlingsflaskorna. Utifran detta beddmdes det att ett etiskt godkannande ej behdvdes for
denna studie i enlighet med GDPR eftersom ingen personinformation hanterades. Likasa
behdvdes inte samtycke fran testpersonerna inhamtas, resultatet fran laborationen kunde inte
kopplas till personerna, inga kansliga personuppgifter hanterades och studien innebar inget

extra ingrepp pa patienterna.

Provmaterial

Studien genomfordes pd VO Laboratoriemedicin, Klinisk Mikrobiologi, Universitetssjukhuset
Orebro. Materialet som anvandes i studien var 6verblivet blod fran positiva Bactec
blododlingsflaskor. Blododlingar hamtades utifran laboratoriets normala flode dar proverna
analyserades inom 24 h efter ett positivt resultat och férvarades daremellan i rumstemperatur.
Malet var att inkludera 100150 blododlingar. Olika typer av odlingsflaskor inkluderades:
PED-, anaeroba- samt aeroba-flaskor och metoden var densamma for alla. Hantering av
positiva odlingar utfordes i LAF bank. Blodprovernas slutresultat av odling fran
rutinlaboratoriet kunde ej anvandas i denna studie da det skulle ga emot GDPR

Utférande

Positiva blododlingar preparerades med den nuvarande in-house metoden: 1mL
blodsuspension fran den positiva blododlingen tillsattes till ett mikrocentrifugrér med 200 pL
Saponinlésning 5 % (SAPOLR). Provet centrifugerades sedan i 1 min med 13450g,
supernatanten som bildades pipetterades sedan bort. Pelleten som blev kvar lstes upp med 1
ml reverse osmisis (RO) vatten. Provet centrifugerades ytterligare en gang med samma
installningar. Supernatanten pipetterades bort och den resterande pelleten placerades pa tva
punkter pa en MALDI-platta med tandpetare. Dessa punkter tacktes med 0,5 pL 70 %
myrsyra (Bruker, Bremen, Tyskland) och darefter 1 uL HCCA-matrix (Bruker, Bremen,



Tyskland) innan den analyserades med Bruker Microflex® MALDI-TOF MS (Bruker,
Bremen, Tyskland).

Vid preparering av blododlingarna med Sepsityper® anvéndes Brukers MBT Sepsityper®
IVD kit (som innehdll lyseringsbuffert samt tvattbuffert) enligt tillverkarens rekommendation:
1ml blodsuspension fran positiv blododlingsflaska placerades i ett mikrocentrifugroér och 200
uL lyseringsbuffert tillsattes. Roret centrifugerades i 2 min med 134509 och supernatanten
pipetterades bort. 1ml tvattbuffert tillsattes och blandades med pelleten. Provet
centrifugerades ytterligare en gang i 1 min med 13450g och darefter togs supernatanten bort.
Pelletten placerades pa tva punkter pa en MALDI-platta och pa punkt tva placerades 1 pL 70
% myrsyra och torkade in. Pa bada punkterna placerades sedan 1 uL HCCA-matrix innan
direktidentifiering av provet utférdes med MALDI-TOF MS. Endast tre Sepsityper-Kkit
innehallande 150 analyser bestélldes till undersokningen vilket gjorde att varje prov

analyserades med metoderna endast en gang.

Databearbetning och statistisk analys

MALDI-TOF MS presenterade de 10 bast 6verensstammande bakteriestammar med ett
scorevarde utifrdn masspektrometrin. Scorevardet representerar hur tillforlitliga de
presenterade arterna var och delades in i tre grupper. Ett scorevarde pa =2 ger ett tillforlitligt
resultat till speciesniva, mellan 1,7 — 1,99 kan genus identifieras och <1,7 kan inte en
tillforlitlig identifiering ske. Databearbetning utfordes i Excel dar de tre bakteriearterna med
bast scorevarde for varje prov antecknades. Eftersom att tva punkter for varje positiv
blododling analyserades valdes den punkt med hogt scorevarde ut. Vid undersokning av
relevansen av myrsyra delades alla resultaten fran Sepsityper upp i de dar myrsyra har anvants

och de dar myrsyra inte har anvants.

Denna studie var en experimentell tvérsnittsstudie som jamforde tva metoder dar resultatet
presenteras i bindra utfall. Den statistiska metoden som anvéandes for undersokning av statistik
signifikant skillnad var Chi2-test. Chi2-test utfordes med 2x2 table pa Openepi.com.
Skillnaden som undersoktes var det totala antalet resultat mellan de bada metoderna samt

anvandning av myrsyra. For det statistiska testet anviands a-vardet 0,05.



Resultat

Det var 135 blododlingar som undersdktes fran 76 personer mellan aldrarna (<1-100 ar) dar
medianaldern var 74 ar. Bland dessa personer var det 41 man och 25 kvinnor, Hur manga
positiva blododlingar som analyserades per person varierade, 47 personer hade bara en positiv
blododlingsflaska som analyserades, 12 hade tva flaskor, fyra hade tre flaskor och det var 13
personer som hade alla fyra blododlingar positiva. Bland de undersokta blododlingsflaskorna

var 67 aeroba, 64 anaeroba och 4 PED-flaskor.

Utifran de 135 positiva blododlingarna som undersoktes gav in-house metoden ett tillforlitligt
resultat (>1,7) i 115 av proverna. For Sepsityper® lag antalet tillforlitliga resultat pa 100 av
135. Ett chi2 test utfordes dar skillnaden mellan de tvd metoderna utifrdn mangden resultat
med ett scorevarde dver 2, detta statistiska test gav ett p-varde pa 0,54 vilket tyder pa att det gj

var statistiskt signifikant skillnad.
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Figur 2. Antalet resultat fran positiva blododlingar som fatt en artidentifiering med ett
scorevarde >2 vilket visar antalet resultat som har en artidentifiering tillforlitlig till
speciesniva. Antalet med ett scorevarde mellan 1,7-1,99 var mangden resultat som kan ges ut
till genusniva och <1,7 antalet positiva blododlingar som ej fick ett tillforlitligt resultat.

Staplarna i figuren ar indelade i resultatet fran in-house metoden och Sepsityper® -metoden.



| denna studie jamfordes prestandan mellan de tva preparationsmetoderna och ingen
information om slutresultatet fran odlingen fanns for att inte ga emot GDPR. De bakteriearter
som undersoktes (med scorevarde >1,7) presenteras i tabellen nedan (Tabell 1). Utifran de

bakterier som identifierats kan in-house-metoden och Sepsityper jamforas.
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Tabell 1. Resultatet fran artidentifiering av MALDI-TOF med in-house-metoden och Sepsityper. Antalet av olika bakteriearter fran resultatet

presenteras och delas in beroende pa scorevardet.

Bakterier identifierade In-house-metoden Sepsityper
Identifierade Score> 2 1,7 <score <2 Identifierade Score> 2 1,7 <score <2
115 (85) 83 (61) 32 (23) 99 (73) 78 (58) 21 (15)
Gramnegativa 62 53 9 52 44 8
Escherichia coli 31 29 2 26 25 1
Klebsiella spp. 17 13 4 18 15 3
Enterobacter spp. 4 4 0 3 2 1
Serratia spp. 4 1 3 3 0 3
Bacteroides spp. 4 4 0 0 0 0
Pseudomonas
aeruginosa 1 1 0 1 1 0
Phocaeicola vulgatus 1 1 0 1 1 0
Grampositiva 53 30 23 47 34 13
Staphylococcus aureus 16 9 7 16 16 0
Koagulasnegativa
stafylokocker (KNS) 10 6 4 10 6 4
Streptococcus spp. 21 11 10 13 6 7
Enterococcus spp. 5 3 2 5 4 1
Kocuria marina 1 0 1 2 2 0
Corynebacterium spp. 0 0 0 1 0 1
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Antalet resultat delades aven in beroende pa gramféargning (Figur 3). De grampositiva
resultaten hade totalt 54 resultat med ett scorevarde dver 2 medans gramnegativa hade 62.
Resultatet delades &ven in i antal prover med olika scorevarden uppdelat utifran vilken flask-
typ materialet var taget ifran (Tabell 2).
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Figur 3. Antalet positiva blododlingar som fatt ett scorevérde 6ver 1,7 har delats in i
grampositiva och gramnegativa bakterier. Antalet resultat delas upp beroende pa vilken
gramfargning bakterien har. Antalet grampositiva och gramnegativa bakterier delas éven in
beroende pa bakteriens scorevarde och presenteras for bade in-house metoden och
Sepsityper®.
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Tabell 2. Antalet positiva blododlingar fran anaeroba, aeroba och PED-flaskor som fatt ett

resultat med ett scorevarde <2, mellan 1,7-1,99 eller <1,7 fér in-house-metoden samt

Sepsityper®.

Anaerob Aerob PED
Scorevérde In-house  Sepsityper® In-house Sepsityper® In-house  Sepsityper®
>2 43 33 37 44 3 1
1,7-1,99 13 13 18 6 1 3
<1,7 8 18 12 17 0 0
Totalt 64 64 67 67 4 4

Da MALDI-TOF MS utfordes efter Sepsityper® analyserades halften av proverna med
myrsyra och haften utan. Utav de 270 proverna gav 126 ett resultat med scorevérde dver 2 dar
73 av dessa var analyserade med myrsyra (Figur 4). Ett Chi2 test utfordes for att undersoka
skillnaden mellan anvandning av myrsyra och inte utifran mangden resultat med ett
scorevarde> 1,7 sedan &ven> 2. Det statistiska testet gav for mangden resultat med scorevarde
>1,7 p-varde 0,053 vilket inte ar statistiskt signifikant, och scorevérde >2 gav ett p-varde pa

0,015 vilket anses som statistiskt signifikant skillnad.
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Figur 4. Skillnaden mellan tillsattning av myrsyra och ej vid prepareringsmetoden

Sepsityper® dér antalet resultat inom de olika scorevérdena presenteras i %.

Praktiska aspekter

Vid analys med in-house-metoden var blodet oftast lite ljusare efter tillsattning av saponin,
vid Sepsityper® blev blodet daremot tydligt morkare efter tillsattning av lyseringsbuffert
vilket holl i sig aven efter centrifugering (Figur 5). I vissa fall hade prover vid analys med
Sepsityper en seg konsistens i supernatanten (Figur 6). Denna sega konsistens fastnade och
akte upp i pipettspetsen, detta innebar ocksa att bakteriepelleten foljde med. Detta skedde bara
hos nagra prover (ca 10 av 135) och var inget som dokumenterades forran i slutet av studien.
Alla prover dar detta forekom kunde da inte kopplas till resultatet. Inget samband mellan
dessa prover kunde hittas i 6vrigt. Utifran de sista proverna dar detta forekom och noterades
var det tydligt att slutresultatet fran dessa prover inte hade ett bra scorevarde medans samma

prover for in-house-metoden hade bra scorevérden.
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Figur 5. Bilden till vanster ar ett mikrocentrifugror med blod fran en av de positiva
blododlingarna. Bilden till hoger & samma prov efter tillsattning av lyseringsbuffert. Fotograf
Bjorklund, E

Figur 6. Bild pa den sega konsistensen som blev i vissa prover vid prepareringsmetoden

Sepsityper® efter tillsattning av lyseringsbuffert. Fotograf Bjorklund, E

Kostnader

Saponin till In-house-metoden tillverkades pa laboratoriet och metoden kostade runt 10 kr per
analys. Till undersdkningen bestalldes tre MBT Sepsityper IVD Kit dar varje kit innehéll
material till 50 analyser. Varje Sepsityper kit kostade 3609 kr vilket gor att metoden kostade

runt 72 kr per analys.
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Diskussion

En snabb och korrekt artidentifiering direkt fran positiva blododlingars kan vara livsviktigt,
darfor jamfordes tva prepareringsmetoder, den nuvarande in-house metoden och Brukers egna
Sepsityper®. Resultatet baserades pa 135 positiva blododlingar fran bade kvinnor och man.
Utifran dessa blododlingar kunde skillnad mellan antal tillforlitliga resultat ses mellan de tva
metoderna (Figur 2). En skillnad sags aven vid anvandning av myrsyra och utan dar

anvandning av myrsyra gav ett hogre antal tillforlitliga svar (Figur 4).

Utifran resultatet sags en skillnad av det totala antalet tillforlitliga resultat (>1,7) mellan de
tva metoderna (Figur 2). Den stora skillnaden mellan de tva metoderna lag vid antal resultat
med scorevarde mellan 1,7-1,99 vilket resulterar i att det totala antalet positiva blododlingar
som inte blir artidentifierade var hogre for Sepsityper® &n for in-house-metoden. Denna
skillnad var enligt ett Chi2 test ej tillrackligt stor for att anses vara statistiskt signifikant.

De positiva blododlingarna som analyserades var som tidigare namnt tagna fran
runddiagnostiken. Detta gor att provmaterialet som anvéndes representerar det naturliga flodet
pa mikrobiologen. Det blev darmed en stor aldersspridning medan konsfordelningen var
relativt jamn. Konsfordelningen borde inte haft nagon paverkan pa resultatet da bakterierna
som orsakar bakteriemi inte skiljer sig beroende pa kon. Aldersspridningen kan paverka
resultatet, ifall provmaterial var taget fran aldre eller sjuka patienter kan en 6kning av
opportunistiska bakterier ske (21). Lika sa var fordelningen av antal aeroba- samt anaeroba-
flaskor jamn. Bakteriearterna som analyserades kan darmed representera hur flodet ser ut i

rutin.

Resultatet for de bada metoderna var 6verensstaimmande vid identifiering av gramnegativa
bakterier (Tabell 1). Den framsta skillnaden vid de gramnegativa bakterierna var att
Sepsityper inte identifierade ndgon av de fyra Bacteroides spp. Vid de grampositiva sa
missade Sepsityper att identifiera atta Streptococcus spp. Vid jamforelse av in-house-
metodens andel identifierade bakterier inom de olika scorevarden med resultatet fran en
tidigare studie av Jakovljev A, et al sag det relativt lika ut (13). Utav 149 analyserade prover
fick studien av Jakovljev A, et al 122 (81,9%) resultat med scorevarde >1,7. Den procentuella
andelen resultat med scorevérde >2 var 61% och for scorevérde mellan 1,7 - 1,99 var det
39%. Den procentuella andelen identifierade bakterier med scorevarde 6ver 1,7 var for in-

house-metoden 85% vilket ar 6verensstdammande med studien (13).
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Vid jamforelse av de gramnegativa och grampositiva resultaten kunde skillnad ses (Figur 3).
Nastan alla gramnegativa bakterier som identifierades av bada metoderna hade ett scorevarde
>2. Totalt identifierade in-house-metoden ett storre antal blododlingar med gramnegativa
bakterier men férdelningen mellan scorevardena var relativt lika mellan metoderna. De
grampositiva bakterierna hade ett stérre antal bakterier med scorevérde mellan 1,7-1,9 an de
gramnegativa for bada metoderna. Detta kan vara for att gramnegativa bakterier oftast ar
enklare att identifiera, detta ar troligen en konsekvens av deras tunnare cellvagg (14).
Beroende pa vilka bakterier som analyseras paverkar det resultatet. En minskning hos antalet
resultat med hogre scorevarde skulle ske da mer grampositiva eller kapslade bakterier
analyserades. For de grampositiva bakterierna var skillnaden av resultatet mellan de tva
metoderna storre, in-house-metoden har fler resultat >1,7 men Sepsityper® har fler resultat>2.
Vilket av dessa resultat som &r bast gar att diskutera och beror pa vilka kriterier for tillforlitlig
identifiering som finns. Fragan som uppkommer ar om det ar viktigare att fa ett tillforlitligt
resultat pa speciesniva eller om genusidentifikation ar tillrackligt. Det var enligt resultatet ett

stOrre antal gramnegativa bakterier &n grampositiva.

Resultatet delades &ven in beroende pa vilken flasktyp som analyserades. Ingen storre skillnad
kunde sarskiljas har, in-house-metoden hade enstaka resultat med hdgre scorevarde vid
anaeroba flaskor medan Sepsityper® hade enstaka hogre resultat vid aeroba flaskor. Da bara 4

PED-flaskor analyserades kan ingen palitlig skillnad ses.

Anvéndning av Myrsyra vid direktidentifikation av positiva blododlingar &r tidigare
undersokts och ger generellt ett battre resultat (3). Pa grund av detta tillsattes 70% myrsyra pa
alla prover infor MALDI-TOF vid in-house-metoden. Enligt Sepsityper-protokollet, vilket
foljdes, ska myrsyra bara tillsdttas pa en av de tva “’prickarna” vid MALDI-TOF. Skillnaden
mellan resultaten med myrsyra och utan myrsyra kunde tydligt ses (Figur 4). Antalet
identifierade bakterier med ett scorevérde >1,7 var storre for de resultaten med Myrsyra. Ett
Chi2 test utfordes for att undersoka skillnaden mellan anvandning av myrsyra. Skillnaden
mellan anvandning av myrsyra och inte for att fa ett scorevarde >1,7 var ej statistiskt
signifikant. For att fa ett tillforlitligt resultat pa speciesniva (scorevarde> 2) var skillnaden
mellan att ha myrsyra och att vara utan myrsyra statistiskt signifikant. Enligt tidigare
forskning ger myrsyra generellt ett battre resultat vilket gor att relevansen av att inte tillsatta
myrsyra pa alla prover kan diskuteras (3). Tillsittning av myrsyra pa bada “punkterna” skulle

oka chansen for att fa battre samt mer tillforlitligt resultat.
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Vid det praktiska arbetet med Sepsityper® var proverna morkare efter tillsattning av
lyseringsbuffert, d&ven en seg konsistens sags vid vissa prover vilket forsvarade pipetteringen
av supernatanten. Da den sega konsistensen inte var nagot som dokumenterades forran i slutet
av studien kunde ingen koppling mellan resultaten och proverna dras. Alla prover
analyserades bara en gang da ett begransat antal Sepsityper-kit var tillgangliga vid denna
undersokning. Foretaget lamnade inte ut information om vad lyseringsbufferten innehaller

vilket resulterar i att en slutsats om hur detta uppkom var svart att undersoka.

Begransning

En begransning med denna studien var att facit ej fanns for de bakterier som analyserades
med de tva metoderna. Detta gor att det ej fanns information om vilken art eller gramfargning
som bakterierna fran de positiva blododlingarna hade. Detta gor att resultatet som de tva
metoderna gav ej kan jamforas med ett facit. Andra studier som har jamfort
prepareringsmetoder infor direktidentifiering med MALDI-TOF har ofta haft ett facit pa vilka
bakterier som finns i proverna (8, 15). Dessa studier kan se om det finns nagra
felidentifieringar och veta om det fanns specifika bakteriearter som metoderna hade svart att
identifiera. Artikeln ”Sepsityper® Kit versus In-House Method in Rapid Identification of
Bacteria from Positive Blood Cultures by MALDI-TOF Mass Spectrometry” odlade ut de
positiva blododlingarna pa fast medium och utférde sedan MALDI-TOF igen for att
sékerstélla identifikationen (15). Detta hade varit mojligt att utféras dven for denna studie
men hade bade forlangt det laborativa arbetet samt 6kat kostanden for studien. Da proverna
som anvandes togs ur rundiagnostiken kunde inte forhallandet eller antalet av olika bakterier
bestammas utan aterspeglar istallet rutin. Detta gjorde de olika metodernas formaga att
identifiera invasiva svampinfektioner ej kunde jamfdras. For att forbattra studien kunde ett
bedémningsformular anvandas for att dokumentera hur de bada metoderna betedde sig vid det
praktiska arbetet. Utifall detta skulle anvandas hade den sega konsistensen kunnat

dokumenterats, som ett resultat hade dess koppling till resultatet battre kunnat diskuteras.

Fordelar och nackdelar med metoderna
Tidsskillnaden mellan de tva metoderna ar i teorin ungefar lika da det praktiska arbetet ej
skiljde sig utéver 1 min langre centrifugering for Sepsityper®. | praktiken var som tidigare

namnt supernatanten svarare att pipettera bort vilket kunde forlanga arbetet. Vid jamforelse av
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kostnad mellan metoderna &r i nulagen in-house-metoden mer kostnadseffektiv. Pa grund av
det implementerade IVDR-direktivet och att den nuvarande metoden med egentillverkat
saponin ej & CE-markt kan inte in-house-metoden fortséttas anvandas som vanligt.
Sepsityper® behdver antingen antas som metod eller behdver tillverkning av saponin samt
tvattbuffert dokumenteras. Dokumentering av egentillverkning kostar pengar vilket resulterar

i att kostnadsskillnaden mellan de tva metoderna inte skulle vara hog.

Bruker har utéver den CE-mérkta metoden Sepsityper® kommit ut med en egen CE-maérkt
referensdatabas for MALDI-TOF som kan anvandas for all typ av artidentifiering (22). Det
skulle vara mojligt att Sepsityper® tillsammans med denna referensdatabas kan ge battre
resultat vilket skulle vara intressant att undersoka i framtida studier.

Slutsats

Utifran resultatet var den totala skillnaden av identifieringar mellan de tva metoderna ej
statistiskt signifikant men en viss skillnad kunde noteras. Syftet med detta arbete var att
jamfora den nuvarande in-house-metoden med CE-maérkta Sepsityper® utifran deras formaga
att ge en tillforlitlig och snabb artbestamning direkt fran positiva blododlingsflaskor. Baserat
pa den data som presenteras i studien finns det skillnad mellan det tvd metoderna dér in-
house-metoden ger en stdrre andel resultat med hogre scorevarden. Anvéandning av myrsyra
gav battre resultat vilket stdmmer 6verens med tidigare studier. Utdver detta skulle dven den
praktiska och ekonomiska aspekten diskuteras. Supernatanten var vid vissa prover svarare att
pipettera bort vid Sepsityper® vilket forsvarade det praktiska arbetet. Vid jamforelse av de
ekonomiska skillnaderna kommer den ej vara stor om den nuvarande metoden behdver
dokumenteras. Sepsityper® var inte battre an in-house-metoden men inte signifikant samre,

det finns darfor inte tillrackligt stod att avvika fran IVDR med egentillverkning.
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