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Sammanfattning 

Multiresistens hos gramnegativa bakterier är ett stort problem i stora delar av världen. 
Avsaknaden av nya preparat har resulterat i återintroduktion av ett tidigare stoppat 
antibiotikum, kolistin, men dessvärre kantas resistensbestämningen av flertalet problem. 
Kolistin är en positivt laddad molekyl som binder till lipid A i yttermembranet, vilket 
destabiliseras och resulterar i celldöd. Flertalet resistensmekanismer mot kolistin finns 
beskrivna och majoriteten resulterar i förändrad lipid A-struktur, vilket leder till försämrad 
kolistininbindning.  

Syftet med examensarbetet var att utvärdera fyra potentiella screeningmetoder för att 
upptäcka kolistinresistens och jämföra resultaten mot buljongspädning som referensmetod. 
De fyra screeningmetoderna var buljongeluering och diskdiffusion samt de kommersiellt 
tillgängliga screeningtesterna Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP. 

Totalt analyserades 57 helgenomsekvenserade Enterobacterales, varav 28 Escherichia coli 
och 29 Klebsiella pneumoniae, där aktuella resistensmekanismer var kända. Samtliga isolat 
analyserades en gång per metod och utöver detta analyserades även tre kontrollstammar. 
Vid buljongspädning erhölls värde för minsta inhiberande koncentration (MIC) kolistin, 
vilket användes för klassificering som känslig (MIC ≤ 2 mg/l) eller  
resistent (MIC > 2 mg/l). De fyra screeningtesterna var designade för att upptäcka 
resistenta isolat och innehöll 2–4 mg/l kolistin. Resultaten från screeningtesterna var 
kvalitativa och känslighetskategoriserade isolaten. 

Sensitivitet och specificitet beräknades för metoderna. Högst sensitivitet (100 %) noterades 
för Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP, och lägst specificitet (76 %) för 
buljongeluering. Med hänsyn till resultat, prevalens, hållbarhets-, tids- och 
kostnadseffektivitet drogs slutsatsen att Rapid polymyxin NP är bästa alternativet som 
screeningmetod av utvärderade metoder. 
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Abstract 

Infections due to multidrug resistant Gram-negative bacteria are a major problem in large 
parts of the world. Due to lack of treatment options, a previously banned antibiotic, 
colistin, has been reintroduced. Unfortunately, susceptibility testing of colistin is 
problematic and currently the only recommended method is broth microdilution (BMD). 
Colistin is a positively charged molecule that binds to lipid A at the negatively charged 
outer cell membrane, which leads to cell disruption. Several mutations causing colistin 
resistance have been identified, most of them cause alterations of lipid A, resulting in 
impaired colistin outer cell membrane interaction. 

The aim of this study was to evaluate four potential screening methods for colistin 
resistance and compare the results with BMD (reference method). The four screening 
methods were broth disk elution, disk diffusion and the commercially available tests 
Superpolymyxin and Rapid polymyxin NP.  

A collection of 57 whole genome sequenced Enterobacterales consisting of  
28 Escherichia coli and 29 Klebsiella pneumoniae were included in the study. Reference 
results were obtained by BMD, where the estimated minimum inhibitory concentration 
(MIC) values were used for classification of the isolates as sensitive (MIC ≤ 2 mg/l) or 
resistant (MIC > 2 mg/l).  

Sensitivity and specificity were calculated for the methods. The highest sensitivity (100 %) 
was noted for Superpolymyxin and Rapid polymyxin NP, and the lowest specificity (76 %) 
for broth disk elution. Considering the results, prevalence, durability, time and cost 
efficiency, it was concluded that Rapid polymyxin NP is the best alternative as a screening 
method of evaluated methods. 

 

 

Keywords 

Susceptibility testing, broth microdilution, colistin  



 Emma Axelsson 
 2BL01E 

Förkortningar 

 

ATCC American Type Culture Collection  

CLSI  Clinical and Laboratory Standards Institute  

EUCAST  European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing  

L-Ara4N  4-amino-4-deoxy-L-arabinos  

LPS  Lipopolysackarid 

mcr Mobilized colistin resistance 

MH Mueller-Hinton 

MIC Minsta inhiberande koncentration 

NCTC  National Collection of Type Cultures  

NDH-2  Typ II NADH-quinone oxidoreduktas respiratoriskt enzym   

P-80 Polysorbate 80 

PEtN Fosfoetanolamin  

R Resistent 

S Känslig 

 

 

  



 Emma Axelsson 
 2BL01E 

Innehållsförteckning 

1 INTRODUKTION 1 
1.1 Kolistin 1 

1.1.1 Struktur och verkningsmekanism 1 
1.1.2 Resistensmekanismer 2 
1.1.3 Heteroresistens 3 

1.2 Resistensbestämningsmetoder 4 
1.2.1 Buljongspädningsmetoden 5 
1.2.2 Buljongeluering från kolistindiskar 6 
1.2.3 Superpolymyxin 7 
1.2.4 Rapid polymyxin NP 8 
1.2.5 Diskdiffusionsmetoden 9 

1.3 Syfte 9 
2 MATERIAL OCH METOD 10 

2.1 Bakterieodling och förberedelse 10 
2.2 Buljongspädningsmetoden 10 
2.3 Buljongeluering från kolistindiskar 10 
2.4 Superpolymyxin 11 
2.5 Rapid polymyxin NP 11 
2.6 Diskdiffusionsmetoden 11 
2.7 Statistik 12 
2.8 Etik 12 

3 RESULTAT 13 
3.1 Buljongspädningsmetoden 13 
3.2 Buljongeluering, Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP 13 
3.3 Diskdiffusionsmetoden 14 
3.4 Resistensmekanismer 16 

4 DISKUSSION 18 
4.1 Arbetets utformning 18 
4.2 Buljongspädning 18 
4.3 Buljongeluering från kolistindiskar 19 
4.4 Superpolymyxin 20 
4.5 Rapid polymyxin NP 20 
4.6 Diskdiffusion 21 
4.7 Genetiska förklaringar 22 
4.8 Ekonomi och hållbarhet 23 

5 SLUTSATS 23 

6 TACK 23 
7 REFERENSER 24 
 



 Emma Axelsson 
 2BL01E 

1(25) 
 

1 INTRODUKTION 

1.1 Kolistin 

Antibiotikaresistens är ett ökade problem i samhället och för multiresistenta Enterobacterales 
är behandlingsalternativen kraftigt begränsade. En grupp av antibiotika, polymyxiner 
(bestående av polymyxin B och E (kolistin)), som fram till mitten av 1980-talet användes i 
stor utsträckning mot gramnegativa bakterier har idag åter hamnat i rampljuset och klassas 
numera som sista-utvägen-antibiotikum. Detta trots antibiotikumets höga toxicitet mot neuron 
och nefron (1).  

Polymyxiner isolerades första gången 1947 från jordbakterien Bacillus polymyxa. För att 
undersöka bakteriens antibakteriella effekt sprayades två olika bakteriesuspensioner 
innehållandes gramnegativa (Escherichia coli och Salmonella schottmeulleri) samt 
grampositiva bakterier (Staphylococcus aureus) på B. polymyxa-kolonier. Skillnaden i 
zondiameter kring kolonierna var stor och störst zon uppmättes vid applicering av 
gramnegativa bakterier. Slutsatsen drogs att B. polymyxa har antibakteriell effekt mot 
framförallt gramnegativa bakterier vilket var unikt vid tidpunkten (2).  

 

1.1.1 Struktur och verkningsmekanism 

Att polymyxiner enbart har antibakteriell effekt mot gramnegativa bakterier beror på den 
unika bakteriestrukturen. Yttermembranet innehåller bland annat negativt laddade 
fosfatgrupper som attraherar positivt laddade molekyler, såsom polymyxin. Polymyxiner 
består av en cyklisk polykatjonisk polypeptid med hydrofila och hydrofoba delar där den 
hydrofoba delen är mest potent (figur 1) (1, 3). Bindningen mellan yttermembranet och 
polymyxin sker genom att polymyxin ersätter Mg2+ eller Ca2+ och binder till lipid A (3). Detta 
leder till att lipopolysackariderna (LPS) destabiliseras och membranpermeabiliteten förändras, 
vilket så småningom resulterar i celldöd (4). Till följd av den riktade verkningsmekanismen 
mot det yttre membranet är polymyxin inte verksamt mot bland annat grampositiva 
organismer samt majoriteten anaeroba organismer (1). Det yttre membranet antas dock inte 
vara det enda målet för polymyxin hos gramnegativa bakterier. Genom inhibering av  
typ II NADH-quinone oxidoreduktas respiratoriskt enzym (NDH-2), som är en del av 
elektrontransportkedjan, förhindras respirationen, vilket kan resultera i celldöd. Detta kräver 
dock att polymyxin först kommer in i cellen (5). 
 

 

Figur 1: Kolistins struktur (6).  
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1.1.2 Resistensmekanismer 

Bakteriernas vanligaste resistensmekanismer för att skydda sig mot polymyxins angrepp 
innebär modifieringar av LPS. Kromosomala mutationer antas vara vanligast och 
modifieringarna resulterar i minskad negativ laddning hos lipid A, vilket ger upphov till 
minskad affinitet till polymyxiner. Missensemutationer kan orsaka uppreglering av operonen, 
vilket resulterar i polymyxinresistens (1). Dessvärre finns det väldigt många kända 
mutationsvarianter som resulterar i polymyxinresistens och förmodligen finns ytterligare att 
upptäcka. Vidden av resistensgener försvårar kraftigt möjligheten att detektera förvärvad 
resistens genom PCR (7). Nedan tas endast den vanligast förekommande mekanismen upp. 

Uttrycket av de flesta gener som är inblandade i LPS-modifieringar regleras av två 
tvåkomponentsystem (PhoP-PhoQ och PmrA-PmrB) (figur 2). I innermembranet är 
histidinkinassensorerna PhoQ och PmrB placerade och vid bakterietillväxt kan dessa bli 
aktiverade av olika stimuli. PhoQ aktiveras vid låg extracellulär koncentration Mg2+ eller Ca2+ 
samt lågt pH och PmrB aktiveras vid hög koncentration av Fe3+ och lågt pH. Efter aktivering 
kan kinassensorerna fosforylera respektive svarsregulator (PhoP och PmrA) lokaliserad i 
cytoplasman. Svarsregulatorn PhoP aktiverar dels operonet arnBCADTEF som resulterar i 
produktion och addering av 4-amino-4-deoxy-L-arabinos (L-Ara4N) till lipid A, men även 
produktion av det regulatoriska proteinet PmrD som i sin tur kan aktivera PmrA. PmrA 
aktiverar i sin tur operonet pmrCAB som leder till produktion av fosfoetanolamin (PEtN) som 
också adderas till lipid A. Dessa vägar är två olika sätt att modifiera LPS som resulterar i 
polymyxinresistens genom minskad negativ laddning hos lipid A (figur 3) (1).  

 

 

Figur 2: Schematisk bild över mutationers påverkan på LPS (8). 
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Figur 3: Visuell beskrivning av förändringarna av lipid A genom addering av L-Ara4N och PEtN (9). 

Till tvåkomponentsystemet hör även det negativt regulatoriska proteinet MgrB, vars 
transkription ökar vid aktivering av PhoP-PhoQ. MgrB förhindrar i sin tur fosforylering av 
PhoP, vilket förmodligen sker genom stimulering av fosfatasaktivitet eller inhibering av 
kinasaktiviteten hos PhoQ (10). Genom den negativa feedbacken förhindras uppreglering av 
PhoP-PhoQ-systemet och därmed utveckling av polymyxinresistens. Vid mutation som ger 
upphov till inaktivt protein försvinner dock effekten och resistens har upptäckts. Vid studier 
av kliniska resistenta K. pneumoniae-isolat (n=47) noterades 25 % ha muterad mgrB-gen. 
Mutationen antogs ge upphov till inaktivt protein och därmed resistensutveckling. Hypotesen 
testades genom att transformera en rekombinant plasmid innehållandes mgrB-genen från 
vildtypisolat till tre resistenta isolat. Hos samtliga isolat noterades fullständig känslighet efter 
transformationen, vilket stödjer teorin (11).   

Utöver kromosommedierad resistens finns även plasmidmedierad polymyxinresistens som 
kan överföras horisontellt mellan bakterier, mobilized colistin resistance (mcr). mcr-1 var den 
första plasmidmedierade resistensmekanismen som upptäcktes och ger upphov till minskad 
negativ laddning av lipid A genom addering av PEtN. Idag är 13 mcr-1 subgrupper  
(mcr-1.1 – mcr-1.13) och åtta mcr-varianter (mcr-1 – mcr-8) kända (1).  

 

1.1.3 Heteroresistens 

Vidden av resistensmekanismer är inte det enda problemet kopplat till 
kolistinresistensbestämning. Heteroresistens är ett fenomen som definieras som när en 
subpopulation inom ett känsligt isolat uppvisar antibiotikaresistens, vilket har noterats mot 
just polymyxin. Den resistenta subpopulationen kan då växa i en högre koncentration 
polymyxin än den känsliga. Fenomenet är svårupptäckt men upptäcks ibland kliniskt som 
exempelvis inväxt i inhiberingszonen vid diskdiffusionsmetoden. Om heteroresistenta isolat 
behandlas med antibiotika kan den känsliga populationen elimineras och ett helresistent isolat 
kvarstår. Det är inte helt känt hur fenomenet uppstår men det skulle kunna grundas i 
mutationer inom det regulatoriska systemet eller fullständig förlust av LPS-produktion (1).  
I ett resistent K. pneumoniae-isolat uppvisade en subpopulation känslighet mot kolistin efter 
mutationer i det regulatoriska systemet PhoP-PhoQ. Den partiella deletionen på 25 baspar i 
PhoP-genen resulterade i ett inaktivt protein efter förskjuten läsram, och därmed även förlust 
av resistensmekanismen, och således uppkomsten av heteroresistens (12).   
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1.2 Resistensbestämningsmetoder 

Dessvärre finns flera svårigheter vid resistensbestämning för polymyxin. Den enda godkända 
metoden av European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) är 
buljongspädning, men metoden är idag ovanlig på kliniska laboratorier. Vid metoden fastställs 
den minsta koncentrationen som inhiberar tillväxt (MIC) genom semikvantitativ bestämning 
(13).   

Genom sammanställning av vildtypernas MIC-värden har EUCAST tagit fram art- och 
antibiotikumspecifika brytpunkter. För E. coli och K. pneumoniae ligger vildtypernas MIC 
inom intervallet 0,12–2 mg/l (majoriteten vid 0,25-0,5 mg/l) för kolistin (14). Brytpunkten för 
kolistin har därmed satts till känslig (S) ≤ 2 mg/l och resistent (R) > 2 mg/l (15). 
Klassificering av isolat genomförs sedan genom jämförelse mellan MIC-värdet och 
brytpunkterna. I screeningmetoder används endast en antibiotikakoncentration, vilket i detta 
fall är 2 mg/l. Isolat som kan tillväxa vid närvaro av kolistinkoncentrationen kategoriseras 
som resistenta, medan isolat som inte tillväxer är känsliga (16, 17).  

I arbetet utfördes buljongspädning (referensmetod) för att erhålla MIC-värde med möjlighet 
till S/R-kategorisering. Därutöver utvärderades buljongeluering och diskdiffusion samt de 
kommersiellt tillgängliga screeningtesterna Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP.  
I tabell I beskrivs samtliga metoder samt kolistininnehåll. 

 

Tabell I: Genomförda resistensbestämningsmetoder samt kolistininnehåll för respektive metods odlingsmedium alternativt 
antibiotikadiskar. 

Metod Kolistininnehåll 

Buljongspädningsmetoden 0,125 - 128 mg/l 

Buljongeluering med kolistindiskar 2 - 4 mg/l 

Diskdiffusionsmetoden 10 µg & 50 µg 

Superpolymyxin 2 mg/l 

Rapid polymyxin NP 2 mg/l 
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1.2.1 Buljongspädningsmetoden 

Referensmetoden för kolistinresistensbestämning är som tidigare nämnt den semikvantitativa 
metoden buljongspädning. Bakteriesuspensioner tillverkas med katjonjusterad  
Mueller-Hinton-buljong (MH) och dispenseras därefter i polystyrenmikrotiterplattor. 
Plattorna ska vara helt obehandlade och får inte innehålla några andra tillsatser än 
sulfatsaltpolymyxiner. Vid tillsats av inokulerad buljong skapas spädningsserier med olika 
koncentrationer antibiotikum (13). Vidare rekommenderar EUCAST att kvalitetskontroller 
genomförs med ett känsligt (E. coli ATCC 25922 eller P. aeruginosa ATCC 27853) och ett 
resistent isolat (E. coli NCTC 13846 (känd mcr-1-gen)) (15). 

Vid avläsningen bestäms MIC-värdet genom visuell bedömning av den lägsta koncentrationen 
som hämmar bakterietillväxt. Tillväxt definieras som närvaro av grumlighet och/eller 
pelletbildning, se figur 4.  

 

Figur 4: Panel för buljongspädningsmetoden. Varje horisontell rad representerar ett isolat. Siffrorna beskriver 
kolistinkoncentrationen i mg/l. Brunnen utan antibiotikatillsats används som positiv kontroll. Svarta cirklar representerar 
avläst MIC-värde. 
 

Dessvärre kantas metoden av problem såsom diskontinuerlig tillväxt inom spädningsserien. 
EUCAST anger i sina rekommendationer att det högsta MIC-värdet ska anges som det sanna 
om problemet uppstår. Vid diskontinuerlig tillväxt i två eller fler brunnar i rad räknas 
resultatet som oacceptabelt och omanalys rekommenderas. Fenomenet skulle kunna orsakas 
av heteroresistens, kontaminationer eller felaktigt inokulat (18). 

På grund av polymyxinmolekylens struktur adhererar den lätt till olika material såsom plast 
och vid en studie undersöktes olika material för att fastställa graden polymyxinadhesion. 
Slutsatsen drogs att ett speciellt låg-protein-bindande polypropylen binder lägst andel kolistin, 
medan polystyren resulterar i högst kolistininbindning. Trots detta är referensmetoden för 
kolistinresistensbestämning enligt Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) och 
EUCASTs rekommendationer buljongspädningsmetoden i polystyrenplattor (19).  
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Tidigare rekommenderade EUCAST tillsats av polysorbate 80 (P-80) till brunnarna för att 
minska adhesionen till plasten (1). Dessvärre noterades P-80 ha synergistisk effekt med 
polymyxin genom att påverka bakteriens permeabilitet och öka känsligheten mot bland annat 
pH- och temperaturförändringar (20). Vid tillsats av P-80 blev resultatet signifikanta 
reduceringar av MIC-värdet för känsliga isolat. Förändringarna var mindre för resistenta isolat 
och den kategoriska överensstämmelsen var hög (21). Dessutom har egen antibakteriell effekt 
upptäckts hos P-80 och av dessa anledningar drogs EUCASTs rekommendationer tillbaka. 
Ytterligare nackdelar med buljongspädningsmetoden är att den är tidskrävande och att 
avläsningen är subjektiv och komplex (1).  

En fördel med metoden är att mikrotiterplattorna innehåller antingen flera olika antibiotika 
eller har plats för flera isolat. Detta medför att bara en platta krävs för att utföra multipel 
resistensbestämning (22). Vidare kan metoden även ge information om grad av resistens (23). 

 

1.2.2 Buljongeluering från kolistindiskar 

Nyligen publicerades en artikel som föreslog buljongeluering som ett alternativ till 
buljongspädning (24). Metoden innebär att kolistindiskar placeras i MH-buljong och kolistinet 
från disken elueras till buljongen. Beroende på diskstyrka och antal diskar som används 
skapas buljonger med olika antibiotikakoncentrationer som sedan inokuleras med bakterier. 
En fördel med metoden är att endast material som vanligen finns på ett laboratorium används 
(24). Genom användning av glasrör minskas kolistinadhesionen till behållaren (25). Dock går 
det inte säkerställa exakt hur mycket antibiotika som elueras från diskarna. Efter inkubering 
avläses MIC-värdet som den lägsta koncentrationen som hämmar bakterietillväxt genom 
frånvaro av grumlighet, se figur 5 (24).  

 

 

Figur 5: Odlingsrör från buljongeluering med kolistindiskar. Ovanför beskrivs kolistinkoncentrationen i mg/l och nedanför 
beskrivs resultatet som närvaro eller frånvaro av tillväxt samt MIC-värde och kategorisering enligt metoden. 
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1.2.3 Superpolymyxin 

Superpolymyxin (ELITechGroup, Puteaux, Frankrike) är ett selektivt och differentierande 
medium för screening av polymyxinresistenta gramnegativa bakterier (16). Plattorna racklas 
med bakteriesuspension tillverkad med fysiologisk NaCl-lösning. Efter aerob inkubering i  
24–48 timmar detekteras kolistinresistenta isolat genom tillväxt på plattorna (7).  
Mediet får sina selektiva och differentierande egenskaper tack vare en rad tillsatser.  
Eosin metylenblått är selektivt för gramnegativa bakterier, och tillsats av daptomycin samt 
amfotericin B inhiberar växt av grampositiva bakterier respektive svamp. Tillsats av kolistin 
(2 mg/l) tillåter endast växt av kolistinresistenta isolat. Mediet differentierar stammar genom 
laktosfermentation, där fermenterande isolat blir mörkblå/bruna och icke-fermenterande 
färglösa/ljuslavender. Dessutom differentieras laktosfermenterande stammar ytterligare där  
E. coli bildar metalliskt gröna kolonier och K. pneumoniae bruna/mörkcentrerade mukoida 
kolonier, se figur 6 (16). 

 

 

Figur 6: Resistenta isolat av olika bakteriesläkten på Superpolymyxinagar. 
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1.2.4 Rapid polymyxin NP 

Rapid polymyxin NP (ELITechgroup) är en screeningmetod för kolistinresistens hos 
Enterobacterales. Till skillnad från övriga metoder i arbetet ger detta snabbtest resultat efter 
2–3 timmar, vilket är fördelaktigt. I testet ingår allt material (17). Medföljande buljong 
innehåller bland annat glukos och pH-indikatorn fenolröd, och vid tillväxt av 
glukosmetaboliserande Enterobacterales bildas sura metaboliter som ger upphov till 
färgomslag hos pH-indikatorn. Analysen utförs med hjälp av tre brunnar, en positiv, en 
negativ och en testbrunn, där endast testbrunnen innehåller antibiotikum (2 mg/l) (17, 26). För 
godkänt resultat måste färgomslag ske i den positiva brunnen från orange till gul och ingen 
färgförändring i den negativa brunnen, se figur 7. Eftersom resistenta isolat kan växa vid 
närvaro av kolistin kommer ett färgomslag ske, medan känsliga isolat inte ger upphov till 
någon färgförändring (26).  

 

 

Figur 7: Kassetter från Rapid polymyxin NP. Till vänster syns kassetterna uppifrån för ett känsligt (S) och resistent isolat 
(R). Till höger syns samma kassetter från sidan istället. Den vänstra brunnen är negativ kontroll, till höger positiv kontroll 
och i mitten testbrunnen. 
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1.2.5 Diskdiffusionsmetoden 

Diskdiffusionsmetoden är kliniskt den vanligaste metoden för screening av 
antibiotikaresistens och av den anledningen försöktes metoden även appliceras för kolistin 
som möjlig screeningmetod. Med metoden inokuleras MH-plattor med bakteriesuspension 
och därefter appliceras antibiotikadiskar. Efter inkubering i 16–20 timmar mäts zondiametern 
kring varje antibiotikadisk (figur 8) (23). Fördelar med metoden är dess låga kostnad samt 
enkelheten i och med att metoden är rutin för de flesta andra antibiotika (1). Vanligen jämförs 
zondiametern mot brytpunkter från EUCAST, men för kolistin finns inga utgivna brytpunkter 
(15). Hänvisning sker istället till referensmetoden som är buljongspädningsmetoden, och 
resistensbestämning med diskdiffusionsmetoden avråds (13). Detta grundar sig i att metoden 
inte är tillförlitlig, främst eftersom kolistin diffunderar långsamt och i låg grad i agar på grund 
av storlek och struktur (27).  
 

 

Figur 8: Diskdiffusionsmetoden för två resistenta K. pneumoniae-isolat enligt buljongspädningsmetoden. Isolatet till vänster 
har MIC 16 mg/l och det till höger MIC 8 mg/l. På varje platta har kolistindiskar med 10 µg och 50 µg applicerats. Siffrorna 
representerar diametern av inhiberingszonen i mm.  

 

1.3 Syfte 

Syftet med examensarbetet var att utvärdera fyra screeningmetoder för identifiering av 
kolistinresistens hos totalt 57 stammar av Escherichia coli samt Klebsiella pneumoniae. 
Metoderna som utvärderades var buljongeluering, Superpolymyxin, Rapid polymyxin NP och 
diskdiffusionsmetoden. Resultaten jämfördes därefter mot buljongspädningsmetoden som 
användes som referensmetod. Stammarna var helgenomsekvenserade och aktuella 
resistensmekanismer var kända. Går det upptäcka någon skillnad mellan screeningmetoderna 
och i sådana fall, vilken är bäst på att identifiera kolistinresistens?   
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2 MATERIAL OCH METOD 

2.1 Bakterieodling och förberedelse 

I studien jämfördes totalt 57 isolat, E. coli (n=28) och K. pneumoniae (n=29). Samtliga isolat 
var helgenomsekvenserade och aktuella resistensmekanismer var kända. Frysta isolat odlades 
på blodagar samt UriSelectagar (lokalt tillverkade) och inkuberades i 35 °C med 5 % CO2 i 
16–20 timmar. UriSelect användes som renhetskontroll och dygnsfärska kolonier från 
blodagar användes vid tillverkning av bakteriesuspensioner. I samtliga metoder förutom 
Rapid polymyxin NP suspenderades kolonierna i 0,85 % NaCl till turbiditet  
0,5 ± 0,1 McFarland (Densichek plus, Biomérieux, Marcy-I’Étoile, Frankrike) och användes 
sedan i respektive metod enligt nedan. För bästa resultat användes suspensionerna inom en 
timme från tillverkandet. Kontroller utfördes för samtliga metoder med E. coli NCTC 13846 
(med känd mcr-1-gen, R), E. coli ATCC 25922 (S) och K. pneumoniae ATCC 700603 (S). 
Varje isolat inklusive kontrollerna analyserades en gång per metod förutom vid 
buljongspädningsmetoden där kontroller sattes på varje platta. Vid tekniska problem 
upprepades försöket. Allt material och alla reagens antog rumstemperatur innan användning. 

 

2.2 Buljongspädningsmetoden 

Metoden utfördes enligt rutin på det mikrobiologiska laboratoriet i Karlskrona (28). Från 
bakteriesuspensionen (0,5 ± 0,1 McFarland) överfördes 10 µl till 11 ml MH-buljong 
(Sensititre cation adjusted Mueller-Hinton broth, Thermo Scientific, Waltham, USA). Efter 
noggrann blandning monterades doseringshuvud (Sensititre dosing heads, Thermo Scientific) 
och buljongen placerades i dispenseringsroboten (Sensititre AIM, Thermo Scientific). En  
96-hålsmikrotiterplatta (Sensititre FRCOL, Thermo Scientific) med plats för åtta isolat 
positionerades och 50 µl dispenserades ut i varje brunn. I varje FRCOL-platta sattes även 
kontroller. Slutligen monterades en plastfilm över brunnarna för att skydda från avdunstning 
och kontamination. Samtliga plattor inkuberades aerobt vid 35 °C i 16–20 timmar. Avläsning 
genomfördes i Sensititre Vizion (Thermo Scientific) genom manuell markering av lägsta 
koncentrationen utan bakterietillväxt. För godkänt resultat krävdes tillväxt i den positiva 
kontrollen för varje isolat. 

 

2.3 Buljongeluering från kolistindiskar 

Metoden utfördes i enlighet med tidigare studie (24). För varje isolat krävdes tre glasprovrör 
med lock och 5 ml katjonjusterad MH-buljong (22 g/l i avjoniserat vatten) (BD, New Jersey, 
USA) överfördes till respektive provrör. Till rören tillsattes 0, 1 och 2 kolistindiskar  
(10 µg, antimicrobial susceptibility test discs, Oxoid, Basingstoke, Storbritannien) för 
slutkoncentrationerna 0 mg/l, 2 mg/l och 4 mg/l per isolat. Kolistinet tilläts eluera till 
buljongen under en inkubationstid om 30 minuter i rumstemperatur. Därefter överfördes  
25 µl bakteriesuspension (0,5 ± 0,1 McFarland) av respektive isolat till de tre rören. Slutligen 
blandades rören försiktigt och inkuberades aerobt i 16–20 timmar vid 35 °C, varefter visuell 
bedömning av turbiditet genomfördes.  
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2.4 Superpolymyxin 

Metoden genomfördes enligt bipacksedelns instruktioner (Superpolymyxin, ELITechGroup). 
Bakteriesuspension (0,5 ± 0,1 McFarland) späddes 1/10 med 0,85 % NaCl och  
10 µl racklades jämnt över ytan på Superpolymyxinagar och blodagar (tillväxtkontroll). 
Plattorna inkuberades aerobt vid 35 °C och avläsning genomfördes efter 24 samt 48 timmar. 
Vid bakterietillväxt noterades isolatet som resistent och frånvaro av växt noterades som 
känslighet.  

 

2.5 Rapid polymyxin NP 

Metoden utfördes enligt bipacksedelns instruktioner (Rapid polymyxin NP, ELITechGroup). 
RP medium förinkuberades i tio minuter vid 35 °C. Under tiden tillverkades 
bakteriesuspensioner med kolonier från blodagar och medföljande RP NaCl till  
3,0–3,5 McFarland. Resterande steg genomfördes inom en timme. Den negativa kontrollen 
sattes genom tillsats av 75 µl förinkuberat RP medium och 25 µl ej inokulerad RP NaCl till 
negativ kontrollbrunn. Därefter överfördes 500 µl inokulerad RP NaCl till resterande  
RP medium (cirka 1,4 ml). Efter noggrann blandning pipetterades 100 µl av ovanstående 
lösning till testbrunn och positiv kontrollbrunn. Kassetterna stängdes med medföljande 
stängningssystem och inkuberades aerobt i 35 °C. Efter två timmar genomfördes en första 
avläsning och slutavläsning gjordes efter tre timmar. Isolat noterades som resistenta vid 
färgomslag till gult i testbrunnen, och känsliga vid oförändrad färg. Dessutom noterades 
resultatet för kontrollbrunnarna där negativ brunn förväntades vara orange och positiv gul.  

 

2.6 Diskdiffusionsmetoden 

Metoden utfördes enligt rutin på det mikrobiologiska laboratoriet i Karlskrona (23). MH-agar 
(lokalt tillverkad) inokulerades jämnt med bakteriesuspension (0,5 ± 0,1 McFarland) med 
hjälp av rotator. Kolistindiskar (Oxoid) med mängderna 10 µg samt 50 µg applicerades på 
inokulerad MH-agar inom 15 minuter. Plattorna inkuberades inom 15 minuter vid 35 °C i  
16–20 timmar. Vid avläsningen mättes zondiametern kring varje kolistindisk i millimeter.  
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2.7 Statistik 

I arbetet användes Excel för organisering och strukturering av rådata. Därefter användes 
GraphPad Prism för att genomföra statistiska beräkningar och skapa grafer. Specificiteten för 
en metod beräknades genom att dividera antalet sant känsliga isolat för metoden med det 
totala antalet isolat som kategoriserats som känsliga med referensmetoden. På liknande sätt 
beräknades sensitiviteten genom att dividera antalet sant resistenta isolat med samtliga isolat 
som kategoriserats som resistenta med referensmetoden.  
För diskdiffusionsmetoden beräknades medelvärdet och standardavvikelsen för känsliga 
respektive resistenta isolat för båda kolistindiskarna. Därefter undersöktes det om det fanns 
statistiskt signifikant skillnad mellan känsliga och resistenta isolat för respektive mängd 
kolistin med ett oparat t-test. Slutligen genomfördes korrelationsanalys (Pearson) mellan 
MIC-värde och zondiameter och korrelationskoefficienten (r) togs fram. Samtliga 
ovanstående beräkningar utfördes med GraphPad Prism.  

 

2.8 Etik 

Samtliga använda isolat vid arbetet var avidentifierade och går inte koppla till patienter. Av 
den anledningen ansågs ingen etisk prövning nödvändig.  
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3 RESULTAT 

3.1 Buljongspädningsmetoden 

I arbetet jämfördes totalt 57 isolat tillhörande E. coli (n=28) och K. pneumoniae (n=29). Av 
dessa klassificerades 21 isolat som resistenta (9 E. coli och 12 K. pneumoniae) och  
36 känsliga med buljongspädning, och i figur 9 presenteras resulterande MIC-fördelning hos 
isolaten. 

 

Figur 9: Fördelning av analyserade isolat. Mörka färger representerar E. coli och ljusa K. pneumoniae. Känsliga isolat 
markeras gröna och resistenta röda. Resultaten är baserade på buljongspädningsmetoden. 

 

Vid buljongspädningsmetoden sattes kontroller på samtliga plattor och upprepade resultat 
finns därför för E. coli NCTC 13846 (n=11), E. coli ATCC 25922 (n=11) och K. pneumoniae 
ATCC 700603 (n=9). Precisionen för båda E. coli beräknades till 82 % och K. pneumoniae till 
100 % med median-MIC på 4 mg/l (E. coli NCTC 13846 (4 mg/l)), 0,5 mg/l (E. coli ATCC 
25922 (0,25 mg/L)) och 1 mg/l (K. pneumoniae ATCC 700603 (1 mg/l)). Samtliga resultat 
från kontrollisolat hamnade inom godkänt intervall eftersom variationer inom ± ett 
spädningssteg godkänns för metoden. 

 

3.2 Buljongeluering, Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP 

Vid utförandet av buljongeluering blev totalt fem isolat falskt känsliga. Av dessa hade tre 
MIC 4 mg/l, ett MIC 8 mg/l och ett MIC 16 mg/l. Ett isolat med MIC 0,5 mg/l blev falskt 
resistent med buljongeluering. Eftersom screeningmetoderna enbart ger information om 
isolatets känslighetskategori beräknas endast respektive metods specificitet och sensitivitet. 
För buljongeluering beräknades specificiteten till 97 % och sensitiviteten till 76 % (figur 
10A). Kontrollstammarna med MIC 4 mg/l (R) (E. coli NCTC 13846), 0,25 mg/l (S) (E. coli 
ATCC 25922) och 1 mg/l (S) (K. pneumoniae ATCC 700603) klassificerades alla som 
känsliga med buljongeluering. 
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Totalt tre isolat blev falskt resistenta med Superpolymyxin. Två av isolaten hade MIC-värden 
på 1 mg/l och ett isolat 2 mg/l. Två av isolaten som gett diskrepanta resultat med 
Superpolymyxin blev även falskt resistenta med Rapid polymyxin NP och MIC-värdena var  
1 mg/l samt 2 mg/l. Inga falskt känsliga isolat noterades med varken Superpolymyxin eller 
Rapid polymyxin NP. För Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP beräknades 
specificiteten till 92 % respektive 94 % (figur 10B-C). Sensitiviteten beräknades i båda fallen 
till 100 %.  

Kontrollstammarna E. coli NCTC 13846 (R, MIC 4 mg/l) och K. pneumoniae ATCC 700603 
(S, MIC 1 mg/l) klassificerades som resistenta och E. coli ATCC 25922 (S, MIC 0,25 mg/l) 
som känslig med Superpolymyxin. Rapid polymyxin NP klassificerade E. coli NCTC 13846 
(R) som resistent och E. coli ATCC 25922 (S) samt K. pneumoniae ATCC 700603 (S) som 
känsliga. 

 

 

Figur 10: Jämförelse mellan buljongspädningsmetoden och A) buljongeluering från kolistindiskar, B) Superpolymyxin och 
C) Rapid polymyxin NP. Rutor skuggade med grått representerar total överensstämmelse mellan metoderna. 

 

3.3 Diskdiffusionsmetoden 

EUCAST har i dagsläget inga brytpunkter för kolistin och i figur 11 jämförs uppmätta 
zondiametrar med kategoriseringsresultatet från referensmetoden. För 10 µg-disken 
beräknades zondiameterns medelvärde ± standardavvikelse till 17 ± 1 mm för känsliga och  
13 ± 2 mm för resistenta isolat. Motsvarande siffror för 50 µg-disk beräknades till 20 ± 1 mm 
respektive 17 ± 1 mm. Skillnaden i zonstorlek mellan resistenta och känsliga isolat var 
statistiskt signifikant (p<0,0001) för båda diskarna (t-test).  
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Figur 11: Uppmätta zondiametrar från diskdiffusionsmetoden fördelat efter bakteriesläkte. Isolaten är färgade efter resultat 
från resistensbestämning med buljongspädningsmetoden där resistenta isolat är röda och känsliga gröna. Horisontella linjer 
representerar föreslagen brytpunkt. Resultaten är separerade efter kolistindiskens innehåll där A) 10 µg och B) 50 µg.  

 

Korrelationsanalys (Pearson) mellan MIC-värdena från referensmetoden och uppmätta 
zondiametrar resulterade i r-värde om -0,7642 respektive -0,6855 (figur 12). 

 

 

Figur 12: Uppmätta zondiametrar från diskdiffusionsmetoden beroende av Log2 MIC från buljongspädningsmetoden. 
Vertikal linje representerar brytpunkten vid buljongspädningsmetoden och horisontell linje representerar föreslagen 
brytpunkt för diskdiffusionsmetoden. I figuren framgår även korrelationskoefficienten (r). Graferna är separerade efter 
kolistindiskmängden där A) 10 µg och B) 50 µg. 

 

Utifrån de erhållna resultaten kontrollerades vilken specificitet och sensitivitet 
screeningbrytpunkter på S ≥ 16 mm, R < 16 mm (10 µg) respektive S ≥ 19 mm, R < 19 mm 
(50 µg) (figur 11 och 12, horisontell streckad linje) skulle innebära. För diskinnehållet 10 µg 
beräknades specificiteten till 83 % och sensitiviteten till 100 %. Diskinnehållet 50 µg hade 
specificitet på 89 % och sensitivitet på 86 % (figur 13).  
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Av isolaten med diskrepanta resultat mot referensmetoden vid diskinnehållet 10 µg (n=6) och 
50 µg (n=7) noterades fyra isolat vara samma och samtliga kategoriserades som falskt 
resistenta med MIC 0,5 mg/l (n=3) och 2 mg/l (n=1). Vid jämförelse av dessa nio diskrepanta 
isolat med övriga metoder noterades två uppvisa diskrepans vid fler metoder (COL4 och 
COL94).  

 

 

Figur 13: Jämförelse mellan buljongspädningsmetoden och diskdiffusionsmetoden. A) Diskinnehållet 10 µg med föreslagen 
brytpunkt S ≥ 16 mm och R < 16 mm. B) Diskinnehållet 50 µg med föreslagen brytpunkt S ≥ 19 mm och R < 19 mm. 

 

Zondiametern för den resistenta kontrollstammen E. coli NCTC 13846 uppmättes till 13 mm 
(10 µg) och 18 mm (50 µg), vilket tolkats som resistent med nya screeningbrytpunkterna.  
Zondiametern kring E. coli ATCC 25922 (S) uppmättes till 16 mm (10 µg) och 20 mm  
(50 µg) och tolkas som känslig med screeningbrytpunkterna. Slutligen uppmättes K. 
pneumoniae ATCC 700603 (S) till 15 mm (10 µg) och 18 mm (50 µg), och isolatet tolkas 
som resistent med föreslagna brytpunkter.  

 

3.4 Resistensmekanismer 

Resistensmekanismer i form av mcr-1, mcr-3 och mgrB-trunkering fanns hos 16 av de 57 
helgenomsekvenserade isolaten och hos resterande isolat noterades inga resistensalleler  
(mcr och mgrB). Tio av isolaten med känd genetisk bakgrund till resistensmekanismer 
klassificerades med samtliga metoder som resistenta. I ett fall detekterade ingen metod 
resistensmekanismen (COL72) och hos resterande fem isolat varierade resultaten med 
metoderna. I tabell II presenteras resultaten från de 16 isolat med känd genetisk bakgrund 
samt isolat med diskrepanta resultat utan känd resistensmekanism.  
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Tabell II: Jämförelse av kategoriseringsresultat från screeningmetoderna (buljongeluering, Rapid polymyxin och 
Superpolymyxin) och MIC-värde (mg/l) från referensmetoden. A) Isolat med överensstämmande resultat med kända 
genetiska resistensmekanismer. B) Isolat med diskrepanta resultat med kända genetiska resistensmekanismer.  
C) Isolat med diskrepanta resultat utan kända resistensmekanismer (mcr och mgrB). 

Isolat Art Buljong-
eluering 

Rapid  
polymyxin 

NP 

Super-
polymyxin 

Buljong-
spädning 

Resistens-
mekanismer 

A - Isolat med överensstämmande resultat med kända resistensmekanismer 

COL13 E. coli R R R 4 mcr-1 

COL18 E. coli R R R 4 mcr-1 & mcr-3 

COL19 K. pneumoniae R R R 8 mcr-1 

COL22 E. coli R R R 4 mcr-1 

COL23 E. coli R R R 4 mcr-1 

COL24 E. coli R R R 4 mcr-1 

COL26 E. coli R R R 4 mcr-1 

COL32 K. pneumoniae R R R 16 mgrB 

COL36 K. pneumoniae R R R 4 mgrB 

COL38 K. pneumoniae R R R 4 mgrB 

COL72 K. pneumoniae S S S 0,5 mgrB 

       
B - Isolat med diskrepanta resultat med kända resistensmekanismer 

COL4 E. coli S R R 4 mcr-1 

COL15 K. pneumoniae S S R 1 mgrB 

COL21 E. coli S R R 4 mcr-1 

COL25 E. coli S R R 4 mcr-1 

COL74 K. pneumoniae S R R 1 mgrB 

       
C - Isolat med diskrepanta resultat utan kända resistensmekanismer (mcr & mgrB) 

COL2 K. pneumoniae S R R 8 - 

COL33 K. pneumoniae S R R 16 - 

COL78 E. coli R S S 0,5 - 

COL94 K. pneumoniae S R R 2 - 
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4 DISKUSSION 

4.1 Arbetets utformning 

Syftet med arbetet var att utvärdera fyra screeningmetoder för identifiering av 
kolistinresistens och av de analyserade isolaten var totalt 37 % resistenta mot kolistin med 
varierande MIC-värde. Vissa av isolaten hade kända resistensalleler (mcr-1, mcr-3 och  
mgrB-trunkering). Den analyserade kollektionen med bakterier var designad för att kunna 
hitta svagheter i metoderna genom både stor spännvidd i MIC-värden och flera isolat omkring 
brytpunkterna. Om en kollektion med endast vitt skilda MIC-värden analyserats hade 
förmodligen samtliga metoder presterat bättre.  

Någonting som är värt att notera är att prevalensen kolistinresistens hos Enterobacterales är 
extremt låg i Sverige. Fram till november 2018 hade mcr-genen identifierats i totalt tolv 
kliniska E. coli-isolat. För att följa utvecklingen av kolistinresistenta Enterobacterales har 
Folkhälsomyndigheten ett mikrobiellt övervakningsprogram där mcr-status för kliniska isolat 
undersöks (29).    

När arbetet planerades gjordes en avvägning mellan att analysera många isolat en gång, eller 
analysera ett färre antal isolat i triplikat, och det förstnämnda valdes. Detta eftersom det går 
argumentera för att samtliga känsliga isolat tillhör vildtyp, och när ett stort antal känsliga 
isolat analyserats har således replikat av vildtypen utförts. Dessutom är det i detta fall 
viktigare med specificitet/sensitivitet inom vildtyp än hög precision vid upprepade försök på 
samma isolat. I fall där tekniska problem noterats genomfördes omanalys för att säkerställa 
resultatet.  

 

4.2 Buljongspädning 

Buljongspädning är referensmetoden för kolistinresistensbestämning, men metoden är 
dessvärre inte helt problemfri utan kantas av problem såsom adhesion till plast, samt 
svårigheter vid den subjektiva och komplexa avläsningen. Som ett resultat av detta godtas en 
differens på ± ett spädningssteg vid avläsningen. Detta tydliggör osäkerheten i metoden och 
det går ifrågasätta om metoden verkligen ger bästa möjliga facit. Dessvärre finns inga bättre 
alternativ i dagsläget och antalet kommersiella alternativa metoder på marknaden ökar.  

För att säkerställa resultaten ytterligare applicerades kontroller på samtliga analyserade 
buljongspädningsplattor. Samtliga kontroller blev godkända eftersom en differens på ± ett 
spädningssteg godtas. Därmed är ett så bra referensresultat som möjligt säkerställt.  
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4.3 Buljongeluering från kolistindiskar 

Metoden buljongeluering från kolistindiskar hade en specificitet på 97 % och sensitivitet på 
76 % (figur 10). Metoden uppvisar hög specificitet och kan av den anledningen antas vara 
tillförlitlig eftersom isolat som klassificeras som resistenta med metoden är sant resistenta. 
Dessvärre är sensitiviteten lägre, vilket medför att metoden inte går använda som 
screeningmetod eftersom antalet falskt känsliga är hög. Felkällor som kan ha påverkat 
resultatet är att homogenitet i rören inte kunde säkerställas eftersom otäta lock användes. 
Dessutom kan mängden eluerad kolistin inte fastställas vilket direkt påverkar resultatet.  

I tidigare studier har hög överensstämmelse mot referensmetoden presenterats för 
buljongeluering (24, 30), till skillnad från i detta arbete. I en första studie med 172 isolat 
fastställdes den kategoriska överensstämmelsen mellan buljongeluering och referensmetoden 
till 98 %. Dessvärre hade metoden problem att identifiera isolat med mcr-genen och 
detekterade endast dessa i 50 % av fallen (n=6). I studien användes koncentrationerna 1 mg/l, 
2 mg/l och 4 mg/l och för isolat som resistensbestäms till MIC 2 mg/l med metoden 
rekommenderas konfirmation med referensmetoden (24). I en efterföljande studie 
inkluderades endast isolat med reproducerbara MIC-värden och inga upprepade tekniska 
problem accepterades. Den kategoriska överensstämmelsen för Enterobacterales var 98,6 % 
(n=348) och 2,5 % klassificerades som falskt känsliga (n=5). Baserat på resultaten i denna 
studie godkände CLSI metoden provisoriskt i juni 2019 för kolistinresistensbestämning av 
Enterobacterales och P. aeruginosa (30).  

Att hög andel överensstämmelse har presenterats i tidigare studier kan grunda sig på urvalet 
av analyserade isolat. I den första studien presenteras MIC-värden för 110 av isolaten, och  
99 av dessa var ≤ 1 mg/l, 2 var 2 mg/l och endast 9 isolat hade ett MIC-värde på > 4 mg/l.  
Att analysera bibliotek med vitt skilda MIC-värden utmanar inte metoden, och av den 
anledningen kan resultaten vid första anblick verka pålitliga. Vid analys av isolat med  
mcr-genen blev överensstämmelsen däremot lägre, vilket vidare styrks av resultatet i detta 
arbete. I den andra studien noterades att fyra av fem E. coli med mcr-genen blivit 
felkategoriserade, vilket återigen tydliggör att metoden har svårt att identifiera dessa isolat.  

Vid analys av kontrollstammarna klassificerades samtliga isolat som känsliga med 
buljongeluering, även den resistenta stammen E. coli NCTC 13846 (MIC 4 mg/l). Detta 
indikerar att metoden har svårt att klassificera isolat nära brytpunkten. Att en metod bedömer 
isolat som falskt känsliga är det allvarligaste felet vid resistensbestämning eftersom patienten 
möjligen skulle behandlas med ett overksamt preparat.   
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4.4 Superpolymyxin 

Superpolymyxin är en screeningmetod där bakteriesuspension inokuleras på selektiva 
agarplattor där endast kolistinresistenta isolat kan tillväxa. Specificiteten beräknades till 92 % 
och sensitiviteten till 100 %. Isolaten som blev kategoriserade som falskt resistenta med 
metoden hade MIC-värden på 1 mg/l respektive 2 mg/l, vilket ligger nära brytpunkten. 
Majoriteten av vildtypens MIC ligger inom intervallet 0,25–0,5 mg/l, och MIC-värde på  
1 mg/l respektive 2 mg/l kan indikera på svag förvärvad resistens. Det viktigaste för en 
screeningmetod är att fånga resistens, vilket denna metod gör. Att tre isolat med förhöjt MIC 
kategoriseras som falskt resistenta är därmed inget problem utan indikerar på metodens höga 
sensitivitet. Dessutom används inte screeningmetoder för resistensbestämning, utan vid 
positivt screeningresultat utförs referensmetoden för att fastställa MIC-värdet. 

Vid analys av kontrollerna noterades diskrepans mot buljongspädningsmetoden endast för 
isolatet K. pneumoniae ATCC 700603. Med buljongspädningsmetoden fastställdes  
MIC-värdet till 1 mg/l (S) och Superpolymyxin klassificerade isolatet som resistent.  
MIC-värdet är förhöjt i förhållande till vildtypens, och resultatet är därmed inte förvånande 
med tanke på metodens känslighet.  

Felkällor vid metoden skulle kunna vara kontamination mellan plattorna vid utförandet av 
metoden. Dessutom kan slumpvis förvärvade mutationer i inokulatet resultera i tillväxt av 
enskilda kolonier på agarplattan. Vid eventuell mutation kommer dock enstaka kolonier att 
tillväxa och inte jämnt täcka plattan, vilket särskiljs från ett positivt screeningresultat.  

I en tidigare studie undersöktes 235 isolat av olika bakteriesläkten. Av dessa var 36 E. coli 
och 44 K. pneumoniae tillhörande båda känslighetskategorierna. Resistensmekanismerna hos 
isolaten var av både plasmid- och kromosommedierad karaktär och 100 % kategorisk 
överensstämmelse uppmättes. I artikeln noterades det att samtliga isolat med plasmidmedierad 
resistens upptäcktes efter 24 timmar, och ett K. pneumoniae-isolat med mutationer i mgrB 
upptäcktes först efter 48 timmar (7). I detta arbete noterades positiv screening för 34 av 
isolaten efter inkubering i 24 timmar, och efter 48 timmar uppkom ytterligare två positiva 
resultat. De två sistnämnda isolaten hade båda mgrB-trunkeringar (COL15 och COL74). 

 

4.5 Rapid polymyxin NP 

Rapid polymyxin NP är ytterligare en screeningmetod för kolistinresistens som grundar sig på 
färgförändring efter inokulering i ett färdigt kit. Felkategorisering noterades endast för två 
isolat med MIC 1 mg/l och 2 mg/l, och dessa kategoriserades också felaktigt med 
Superpolymyxin. Specificiteten beräknades till 94 % och sensitiviteten till 100 %, vilket 
också är likvärdigt med Superpolymyxin. Till följd av den höga sensitiviteten och 
specificiteten kan metoden fungera som en screeningmetod och endast isolat med faktiskt 
förhöjt MIC kommer falla ut och kräva vidare analys med referensmetoden. Vid analys av 
kontrollerna noterades kategorisk överensstämmelse med buljongspädningsmetoden och inga 
diskrepanser.  
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Vid en tidigare studie undersöktes 200 isolat av olika bakteriesläkten och varierande 
resistensmekanismer. Specificiteten uppmättes till 95,4 % och sensitiviteten till 99,3 %, och 
totalt tre känsliga isolat med MIC på 1–2 mg/l gav falskt positiva resultat. Vidare gav ett 
resistent isolat med MIC på 8 mg/l falskt negativt resultat. Fördelar med metoden noteras vara 
enkelheten, tidsåtgången, känsligheten samt specificiteten (26). Resultaten från tidigare studie 
överensstämmer bra med detta arbete. En skillnad är att inga falskt känsliga isolat 
detekterades. 

 

4.6 Diskdiffusion 

Vid utförandet av diskdiffusionsmetoden mättes zondiametrarna kring två kolistindiskar med 
mängderna 10 µg respektive 50 µg. Den signifikanta skillnaden i zonstorlek mellan känsliga 
och resistenta isolat för båda mängderna indikerar faktisk skillnad på gruppnivå mellan 
känslighetskategorierna. Dessvärre är upplösningen mellan grupperna inte tydlig nog för 
kliniska brytpunkter, men screeningbrytpunkter skulle kunna införas. Diskinnehållet 10 µg 
noteras prestera bättre med hänsyn till r-värde samt specificitets- och sensitivitetsberäkningar. 
Detta skulle kunna orsakas av att när mängden kolistin i disken är högre märks skillnaderna i 
diffusion tydligare. Främsta felkällan vid denna metod är framförallt att kolistin diffunderar 
dåligt i agar. Användning av porösare agar skulle eventuellt kunna förbättra diffusionen och 
prestationen i metoden. 

Som screeningmetod skulle diskdiffusionsmetoden kunna fungera bra eftersom sensitiviteten 
vid diskinnehållet 10 µg beräknades till 100 %. Vidare eftersom prevalensen kolistinresistens 
är låg i Sverige skulle metoden fylla ett syfte eftersom endast ett fåtal isolat förväntas vara 
resistenta. Tyvärr finns det ingen tydlig korrelation mellan vilka isolat som får en liten 
zondiameter och deras MIC-värde. I figur 12A ses isolat med MIC 0,25 mg/l, 0,5 mg/l och  
2 mg/l med liten zondiameter. Skulle denna metod användas som screeningmetod innebär 
detta att många isolat med låga MIC kan få liten zondiameter. Den låga specificiteten (83 %) 
kan därmed leda till att ett större antal isolat faller ut för vidare testning, detta trots ett faktiskt 
MIC-värde på 0,25 mg/l. I sådana fall fyller metoden inte något syfte eftersom för få isolat 
förkastas som troligt känsliga.  

Tidigare studier har också visat att diskdiffusionsmetoden ger höga felnivåer och 
felkategoriseringar. Resultaten har även visat sig ha låg reproducerbarhet vilket ställer till det 
ytterligare (31), vilket inte undersöktes i detta arbete. Dessutom har det visats att det inte finns 
några bra kliniska brytpunkter eftersom skillnaden i zondiameter mellan känsliga och 
resistenta isolat är minimal (32), vilket även styrks i detta arbete. 
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4.7 Genetiska förklaringar 

Diskrepanta resultat noterades för flera isolat, både med och utan kända resistensalleler  
(tabell II). COL72 är ett isolat som klassificerades som känsligt med samtliga utförda 
metoder, trots en känd mutation i mgrB-genen. Vid vidare analys av genomsekvensen 
noterades även aminosyresubstitution i phoQ-genen (N253T). I en tidigare studie beskrevs 
hur samma mutation kan neutralisera trunkeringen i mgrB så att isolatet återfår känsligheten 
för antibiotikumet (33), vilket stämmer väl överens med det aktuella resultatet.  

Fortsättningsvis noterades diskrepanta resultat för två isolat med mgrB-trunkering  
(COL15 och COL74, tabell IIB). Genomiskt skiljer isolaten endast med några enstaka baspar 
och kan därmed antas härstamma från samma klon. Av den anledningen borde isolaten ge 
samma resultat, men Rapid polymyxin NP klassificerar endast COL74 som resistent. Detta 
kan bero på att metoderna inte har 100 % reproducerbarhet, men ytterligare upprepningar 
genomfördes inte. Att båda isolaten klassificeras som resistenta med Superpolymyxin kan 
grundas på ett förhöjt MIC från vildtypen, vilket det har argumenterats för tidigare i detta 
arbete.  

I tabell IIB presenteras även tre isolat med diskrepanta resultat för enbart buljongeluering 
(COL4, COL21 och COL25). Metoden har klassificerat isolaten som falskt känsliga trots att 
samtliga bär på mcr-1. Klassificeringsproblematiken har också noterats i en tidigare studie där 
50 % av isolaten med mcr-genen klassificerades som känsliga (24). Att metoden misslyckas 
med klassificeringen kan bero på att MIC ligger på 4 mg/l för samtliga, vilket är precis vid 
brytpunkten. Vidare skulle metodens bristfälliga sensitivitet kunna bära förklaringen till att 
isolaten COL2 och COL33 klassificeras som falskt känsliga trots MIC på 8 mg/l respektive  
16 mg/l.   

Utöver ovanstående förklaring noterades dessutom misstänkt heteroresistens för COL2 vid 
utförandet av buljongspädningsmetoden. I samtliga brunnar med antibiotikakoncentration upp 
till 2 mg/l blev pelleten stor, och vid 4 mg/l upptäcktes endast en liten pellet. Detta resulterade 
i att isolatet klassificerades som resistent med MIC 8 mg/l. På grund av tillväxtmönstret går 
det anta att den större andelen av populationen har MIC på 4 mg/l, medan en subpopulation 
har MIC 8 mg/l. Upprepade försök utfördes på isolatet där fenomenet noterades 4 av 5 gånger. 
Eftersom endast en subpopulation antogs ha kraftigt förhöjt MIC kan detta kopplas till 
buljongelueringens diskrepanta resultat.  

Ett isolat som endast klassificeras som resistent med buljongelueringen är COL78 (tabell IIC). 
Genomiskt noteras några basparssubstitutioner i phoP-phoQ samt pmrA-pmrB men 
förändringarna predikteras som funktionellt neutrala. Dock är det osäkert om förändringarna 
orsakar en verklig resistensutveckling hos isolatet, eller om diskrepansen orsakas av metodens 
osäkerhet, men troligen det sistnämnda.  

Slutligen klassificerades COL94 som resistent med Superpolymyxin och Rapid polymyxin 
NP (tabell IIC). Isolatet har ett MIC på 2 mg/l och inga kända varianter av mcr eller mgrB 
som kopplas till resistens. Däremot har isolatet förändringar i crrB och pmrA som resulterar i 
aminosyresubstitution. Förändringarna bedöms eventuellt kunna påverka funktionen, vilket 
kan vara en orsak till ett positivt screeningresultat. I en tidigare studie påvisades mutationer i 
crrB orsaka minskad känslighet mot kolistin och därmed vara ytterligare en 
resistensmekanism hos K. pneumoniae (34). Utöver resultaten från helgenomsekvenseringen 
är MIC förhöjt i förhållande till vildtypen, vilket kan vara ytterligare en orsak till resultatet.  
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4.8 Ekonomi och hållbarhet 

Det går också att jämföra metoderna ur ett ekonomiskt och hållbarhetsmässigt perspektiv. Att 
genomföra buljongspädningsmetoden kostar ungefär 180 kronor per platta för 8 isolat. 
Buljongeluering från kolistindiskar och diskdiffusionsmetoden kostar båda knappt 20 kronor 
per isolat. Att utföra Superpolymyxin kostar omkring 70 kronor per isolat och slutligen kostar 
Rapid polymyxin NP cirka 215 kronor per isolat.  

Om screeningmetoderna hade gett likvärdiga resultat hade antingen buljongeluering eller 
diskdiffusion varit det självklara valet ur ett ekonomiskt perspektiv. Dessvärre håller inte 
buljongelueringen tillräckligt hög kvalitet på grund av det höga antalet falskt känsliga isolat. 
Diskdiffusionsmetoden hade kunnat varit ett bra alternativ som screeningmetod eftersom det 
dessutom finns statistiskt signifikant skillnad mellan resistenta och känsliga isolat. Metoden är 
mycket billigare än både Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP, och kostnaderna för 
extraanalys med referensmetoden hade eventuellt tjänats in i längden. Dessvärre är 
korrelationen mellan MIC och zondiameter för låg, liksom metodens specificitet. Utöver detta 
avråder EUCAST från användandet av diskdiffusionsmetoden, vilket är ytterligare en orsak 
att inte använda metoden ens som screeningmetod.   

Vid jämförelse mellan metoderna Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP noteras inga 
större skillnader resultatmässigt. Däremot är tidsaspekten viktig där Rapid polymyxin NP ger 
resultat senast efter 3 timmar, och Superpolymyxin tidigast efter 24 timmar. Om metoderna 
sedan jämförs förpacknings- och hållbarhetsmässigt finns det ytterligare som skiljer dem åt. 
Superpolymyxin köps in i pack om 20 tester och dessa är sedan fördelade i två 
plastförpackningar. När en förpackning om tio tester har öppnats är dessa plattor hållbara i 
upp till en vecka. Eftersom prevalensen kolistinresistens är väldigt låg i Sverige idag innebär 
det att det sannolikt inte behövs tio analyser inom en vecka, och resterande plattor måste 
slängas. Rapid polymyxin NP köps däremot in i pack om tio tester, men varje test är sedan 
singelförpackat och hållbarheten påverkas därmed inte av öppnandet av lådan. Således blir 
metoden mer kostnads- och hållbarhetseffektiv trots högre styckpris. 

 

5 SLUTSATS 

Efter analys av totalt 57 isolat och tre kontrollstammar med fem metoder kan det konstateras 
att metodernas specificitet och sensitivitet skiljer sig åt. Med hänsyn till befintlig prevalens 
kolistinresistens i Sverige dras slutsatsen att Rapid polymyxin NP är bästa alternativet som 
screeningmetod. Detta eftersom metoden är pålitlig med hög specificitet (94 %) och 
sensitivitet (100 %), samt är kostnads-, tids- och hållbarhetseffektiv.  
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