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Sammanfattning 
En bakteriell ledinfektion kallas för septisk artrit och utan snabb behandling kan 
tillståndet leda till irreversibla ledskador och flera allvarliga komplikationer. Snabb 
diagnostik är viktigt för en god prognos och med nuvarande metod för odling av 
ledvätska tar det upp till fem dygn för detektion av mikroorganismer. Metoden 
inkluderar odling på fasta substrat och i blododlingsflaskor. Med en ny metod som 
använder multiplex PCR (polymerase chain reaction) skulle analystiden kunna 
minskas till en timme. BioFire Joint Infection (JI) Panel är ett test som kan detektera 
flera mikroorganismer samtidigt genom amplifiering av DNA. Mikroorganismer 
detekteras och identifieras genom cellysering, DNA-rening, PCR-reaktioner i två 
steg och smältanalys. Syftet med arbetet var att utvärdera BioFire JI Panel för 
detektion av mikroorganismer i ledvätska och jämföra metodens känslighet med 
standardiserad odling respektive odling i buljong, och svara på frågeställningen hur 
känslig JI-panelen är jämfört med standardiserad odlingsmetod. Prov konstruerades 
genom att suspendera målbakterierna Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Streptococcus pyogenes, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Kingella 
kingae och Finegoldia magna i natriumklorid. Suspensionerna seriespäddes och 
odlades ut på fasta substrat, inokulerades i blododlingsflaskor och buljonger samt 
analyserades med JI-panelen för att identifiera metodernas detektionsgränser. Fasta 
substrat, blododlingsflaskor och buljonger visade likvärdig känslighet för 
majoriteten av bakterieisolaten medan JI-panelen generellt visade en sämre eller 
likvärdig känslighet i jämförelse med standardmetod. Panelen visade potential för 
detektion av svårodlade bakterier och skulle vara ett bra komplement till nuvarande 
odlingsmetod. Ytterligare studier hade behövts men den snabba analystiden som 
möjliggör snabbare behandling framhävde metodens kliniska potential. 

Nyckelord 
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Abstract 
Bacterial joint infections are called septic arthritis and without rapid diagnosis and 
treatment the condition could lead to irreversible joint damage and other serious 
complications. With the current method for synovial fluid cultivation, which 
includes both solid substrates and culture vials, detection of microorganisms takes 
up to five days. With a new method utilizing multiplex polymerase chain reaction 
(PCR), the time to detection could decrease to an hour. BioFire Joint Infection (JI) 
Panel can detect multiple microorganisms simultaneously through amplification of 
DNA. Microorganisms are detected and identified by cell lysis, DNA purification 
and two consecutive PCR reactions with subsequent melting curve analysis. The 
aim of the study was to evaluate the BioFire JI Panel for detection of 
microorganisms in synovial fluid and compare the method’s sensitivity to standard 
and broth cultivation. Samples were constructed by suspending target bacteria, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Neisseria 
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Kingella kingae and Finegoldia magna, in 
sodium chloride. The suspensions were serially diluted and cultivated on solid 
substrates, in culture vials, broth and analyzed with the JI panel to find the detection 
limits for each method. Solid substrates, culture vials and broth exhibited similar 
sensitivity while the JI panel generally had a lower or similar sensitivity compared 
to standard methods. The panel showed potential detecting difficult to grow bacteria 
and would be a good complement to current methods. Further studies are required 
but the quick analysis enabling faster treatment highlighted the clinical potential. 

Keywords 
Synovial fluid, septic arthritis, multiplex PCR, FilmArray, BioFire Joint Infection 
Panel 
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1 Introduktion 
På Klinisk mikrobiologi Region Kronoberg tar det med nuvarande metod för odling 
av ledvätska ett till fem dygn att påvisa växt av mikroorganismer (1). Med en ny 
metod som använder multiplex PCR (polymerase chain reaction) påstås närvaro av 
mikroorganismer kunna påvisas på ungefär en timme (2). PCR-baserade metoder 
har blivit allt vanligare och PCR för djupare infektioner efterfrågas redan av 
klinikerna och skulle uppskattas av både laboratoriepersonal och behandlande 
läkare. En snabbare diagnostik hade inte bara minskat arbetsbördan på laboratoriet 
utan även kostnader och väntetiden för patienter som skulle kunna få hjälp tidigare.   

 

1.1 Septisk artrit 
En bakterieinfektion lokaliserad i en led kallas för septisk artrit. Tillståndet kan ge 
upphov till symtom med svullna och stela leder, ledvärk och feber. För en god 
prognos krävs snabb behandling och därmed är snabb diagnostik önskvärd. Utan rätt 
behandling kan ledinfektioner orsaka permanenta skador, försämrad rörelseförmåga 
och i värsta fall död (3). Dödsfallen beror främst på bakteriemi och sepsis som 
uppstår om infektionen sprider sig i kroppen (4). Dödligheten är ungefär 5-10 % i 
olika studier och kan kopplas till patientens tidigare tillstånd och andra riskfaktorer 
(5). Utöver sepsis är broskdestruktion och osteonekros exempel på allvarliga 
konsekvenser som kan uppstå till följd av septisk artrit (6).    

Större leder såsom knä- och höftleder utgör de vanligaste lokalerna som drabbas av 
septisk artrit men alla leder kan infekteras. Den vanligaste infektionsorsaken är 
hematogen spridning vid bakteriemi men bakterier kan också infektera leden i 
samband med traumatiska sår eller en operation. En mindre vanlig infektionsorsak 
är ledpunktion i samband med aspiration eller kortikosteroidinjektion (7). Septisk 
artrit är ett ovanligt men allvarligt tillstånd och risken att drabbas är större hos 
människor med reumatoid artrit, hög ålder, diabetes, ett försvagat immunsystem, 
ledproteser och intravenöst missbruk (4).  

1.1.1 Etiologi  
Staphylococcus aureus är den vanligaste orsaken till septisk artrit oavsett ålder och 
riskgrupp. Därefter utgörs vanliga bakteriefynd av streptokocker (8). S. aureus har 
rapporterats orsaka ungefär 40-60 % av fallen med septisk artrit och streptokocker 
10-30% (7).  Streptococcus pyogenes (grupp A streptokocker) är det vanligaste 
fyndet av streptokocker men även andra streptokocker kan orsaka septisk artrit. 
Streptococcus dysgalactiae och Streptococcus agalactiae är till exempel relevanta 
hos människor med ett nedsatt immunförsvar.  

Septisk artrit kan också orsakas av Gramnegativa bakterier såsom Haemophilus 
influenzae och Escherichia coli i samband med nedsatt immunförsvar, hög ålder 
eller intravenöst drogmissbruk. Hos unga vuxna i USA är Neisseria gonorrhoeae 
det vanligaste bakterierfyndet vid en ledinfektion medan det är ovanligt i Europa 
(7). Gramnegativa bakterier orsakar ungefär 10-20 % av alla ledinfektioner. 
Tidigare var H. influenzae en av de vanligaste orsakerna till septisk artrit hos barn 
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men efter att vaccination mot H. influenzae typ b infördes har incidensen minskat. 
Ett alltmer vanligt fynd hos barn är i nuläget Kingella kingae som enligt studier kan 
orsaka upp till 50 % av fallen med septisk artrit hos barn (4). Att fler fall med K. 
kingae har rapporterats på senaste tiden beror inte på att patogenen är ny för 
människan utan på förbättrade detektionsmetoder (9). K. kingae är en svårodlad 
bakterie och kan därför missas vid vanlig odling. Inokulering av ledvätska i 
blododlingsflaskor förbättrar känsligheten men amplifiering av nukleinsyror med 
hjälp av PCR har förbättrat detektionen ytterligare (10). 

Anaeroba bakterier är mindre vanliga fynd men kan till exempel förekomma hos 
patienter med diabetes eller ledproteser (4). Finegoldia magna (tidigare känd som 
Peptostreptococcus magnus) är ett av de vanligaste anaeroba bakteriefynden vid 
septisk artrit och ledprotesinfektioner (11). Koagulasnegativa stafylokocker (KNS) 
såsom Staphylococcus epidermidis är vanliga kontaminanter men kan även orsaka 
ledinfektioner i samband med protesoperationer (12).  

 

1.2 Odling av ledvätska 
Vid misstanke om septisk artrit kan odling av ledvätska utföras. Ledvätska är en 
kroppsvätska som normalt är steril och prov tas för att undersöka förekomsten av 
bakterier eller jästsvamp. Provtagning sker genom ledpunktion med steril kanyl och 
spruta efter noggrann huddesinfektion (13). Metoden för odling av ledvätska på 
mikrobiologen i Region Kronoberg innefattar odling på fasta substrat samt i aeroba 
och anaeroba blododlingsflaskor för att öka känsligheten. Eventuella odlingsfynd 
art- och antibiotikaresistensbestäms (1).        

1.2.1 Fasta substrat 
Substrat som används är blodagar, hematinagar och fastidious anaerobe agar (FAA) 
(1) (figur 1). Flera agarplattor används för att gynna olika typer av bakterier som 
kräver olika näringsämnen eller miljöer för att kunna tillväxa. Blodagar är ett 
näringsrikt medium som tillåter odling av ett stort antal mikroorganismer samt 
bedömning av hemolys. Odlingsmediet innehåller hjärtextrakt och peptoner vilket 
förser mikroorganismer med näringsämnen såsom kväve och aminosyror (14). 
Hematinagar innehåller lyserat blod och andra näringsämnen för odling av mer 
krävande mikroorganismer som exempelvis N. gonorrhoeae och H. influenzae. 
Peptoner i mediet förser organismer med näring och majsstärkelse tar upp giftiga 
metaboliter (15). För odling av anaeroba mikroorganismer används FAA som bland 
annat innehåller peptoner, stärkelse och natriumbikarbonat. Hemin, vitamin K, 
cystein och arginin är exempel på specifika näringsämnen i mediet som gynnar 
tillväxt av specifika bakteriearter (16).  
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Figur 1. Fasta substrat som används vid odling av ledvätska. Blodagar-, hematinagar- och 
FAA-plattor syns från vänster till höger i figuren. 

 

1.2.2 Utförande enligt nuvarande rutin 
Prov med ledvätska som anländer till laboratoriet odlas ut på blodagar- 
hematinagar- och FAA-plattor som inkuberas i två dygn. Provmaterial fördelas 
samtidigt i aeroba och anaeroba blododlingsflaskor och optimal volym är 5-8 ml 
ledvätska per flaska (figur 2). Till varje blododlingsflaska tillsätts ett 
näringsmedium för att förse mikroorganismerna med extra näring. Vid små 
provvolymer tillsätts även anaerob buljong i provet innan det inokuleras i 
blododlingsflaskor för att anrika eventuella mikroorganismer. Blododlingsflaskor 
inkuberas i maximalt fem dygn i BD BACTEC FX automatiska blododlingssystem 
(1).   

 
Figur 2. Ett prov med ledvätska odlas ut på fasta substrat och i blododlingsflaskor. 

BACTEC FX är ett instrument från BD som använder fluorescensteknik för att 
automatiskt detektera växt av mikroorganismer i BACTEC blododlingsflaskor. Vid 
förekomst av mikroorganismer produceras koldioxid i samband med att 
näringsämnen i flaskan metaboliseras (17). Blododlingsflaskorna innehåller bland 
annat soja-kaseinhydrolysatbuljong, jästextrakt, aminosyror och vitaminer som 
förser mikroorganismer med näring (18). Koldioxiden som produceras reagerar med 
ett fluorescerande ämne på blododlingsflaskans botten vilket medför att ljus som 
bestrålar flaskan absorberas och sedan emitteras (figur 3). Fluorescensintensiteten 
mäts av fotodetektorer var tionde minut och en fluorescensökning ses i samband 
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med en ökning av koldioxid vilket tyder på förekomst av levande mikroorganismer 
(17). 

 
Figur 3. Principen för detektion av mikroorganismer i BACTEC blododlingsflaskor. 1) 
Producerad koldioxid reagerar med fluorescerande ämne på flaskans botten. 2) Flaskans 
botten bestrålas och ljuset absorberas samt emitteras. 3) Fluorescerande ljus detekteras av en 
fotodetektor. Illustration skapad med BioRender.com.  

Om en blododlingsflaska blir positiv utförs art- och resistensbestämning genom 
utodling av flaskans innehåll på fasta substrat och analys med matrix assisted laser 
desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). 
Provmaterial Gramfärgas och mikroskoperas också för att få information om 
mikroorganismens morfologi och underlätta klassificering (19). 

 

1.3 Odling i buljong   
På Klinisk mikrobiologi i Region Kronoberg används olika metoder för odling av 
prov från djupa infektioner beroende på provtyp. Biopsiodling är ett exempel på en 
metod där buljonger används för att anrika eventuella mikroorganismer. Ett 
biopsiprov kan till exempel tas vid infektionsmisstanke av en ledprotes och provet 
tillsätts då till en aerob och anaerob buljong som inkuberas i maximalt tre respektive 
sju dygn (20).  

Brain Heart Infusion (BHI) är en aerob buljong från BD som används för odling av 
en stor mängd mikroorganismer. Buljongen innehåller bland annat extrakt av 
kalvhjärna och nötkreaturhjärta, dextros och proteospepton för att förse 
mikroorganismer med protein och andra näringsämnen (21). Fastidious Anaerobe 
Broth (FAB) är en anaerob buljong från Neogen som är mycket näringsrik och 
används för odling av krävande anaeroba mikroorganismer. Buljongen innehåller till 
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exempel vitamin K, hemin och L-cystein vilket är tillväxtfaktorer som vissa 
anaeroba bakterier kräver, och agar som hämmar syreabsorption (22).  

 

1.4 PCR-baserad diagnostik av ledvätska 
1.4.1 BioFire Joint Infection (JI) Panel  
BioFire Joint Infection (JI) Panel är ett kvalitativt test som används tillsammans 
med instrumentet BioFire FilmArray Torch för att undersöka förekomsten av 
mikroorganismer i ledvätska vid infektionsmisstanke. Testet är utformat för att 
detektera mikroorganismer som ofta associeras med ledinfektioner och testet kan 
även detektera ett antal antimikrobiella resistensgener. Tabell I visar en överblick av 
alla bakterier, jästsvampar och resistensgener som kan detekteras med JI-panelen.  
(23).  

Tabell I. Alla 39 mikroorganismer och antimikrobiella resistensgener som kan detekteras av 
BioFire JI Panel.  

Grampositiva bakterier Gramnegativa bakterier 

Anaerococcus prevotii/vaginalis  

Clostridium perfringens  

Cutibacterium avidum/granulosum  

Enterococcus faecalis  

Enterococcus faecium  

Finegoldia magna 

Parvimonas micra  

Peptoniphilus  

Peptostreptococcus anaerobius  

Staphylococcus aureus  

Staphylococcus lugdunensis  

Streptococcus spp.                       

    Streptococcus agalactiae       

    Streptococcus pneumoniae     

    Streptococcus pyogenes  

Bacteroides fragilis  

Citrobacter 

Enterobacter cloacae-komplexet  

Escherichia coli  

Haemophilus influenzae  

Kingella kingae 

Klebsiella aerogenes  

Klebsiella pneumoniae-grupp  

Morganella morganii  

Neisseria gonorrhoeae  

Proteus spp.  

Pseudomonas aeruginosa  

Salmonella spp. 

Serratia marcescens  

Jäst Antimikrobiella resistensgener 

Candida spp. 

    Candida albicans  

 

CTX-M  

IMP 

KPC                                    

mecA/C och MREJ (MRSA) 

NDM 

OXA-48-liknande 

vanA/B 

VIM 
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Metoden är en multiplex slutpunkts-PCR, vilket innebär att flera organismer kan 
detekteras samtidigt. PCR är en metod som används för att amplifiera DNA för att 
möjliggöra detektion. Miljontals DNA-kopior skapas genom att provet genomgår 
flera cykler av denaturering, hybridisering av primers och förlängning. Vid 
denaturering blir dubbelsträngat DNA enkelsträngat och används sedan som mall 
för att skapa nya komplementära strängar. Hybridisering av primers innebär att 
primers binder till en specifik sekvens på målorganismens DNA som sedan kommer 
amplifieras med hjälp av DNA-polymeras och fria nukleotider i förlängningssteget 
(24).  

Detektion och identifiering av organismer sker i ett slutet system i en panel (figur 4) 
som innehåller alla reagens som behövs för analysen. Rening och amplifiering av 
specifika nukleinsyror utförs och därefter identifieras eventuella PCR-produkter 
genom smältanalyser (24).  

 

 
Figur 4. Bild på BioFire JI Panel efter utförd analys. 

Efter att ett prov med ledvätska har injicerats i panelen kommer målorganismer 
lyseras mekaniskt med hjälp av kulor (så kallad ”bead beating”) så att nukleinsyror 
kan extraheras och sedan renas från provet. DNA-rening sker med hjälp av 
magnetiska kulor som binder nukleinsyrorna medan övriga provkomponenter tvättas 
bort. Därefter utförs PCR 1, vilket är en multiplex PCR, i en sektion av panelen som 
innehåller komplementära primers till samtliga målorganismers DNA (figur 4). Mål-
DNA amplifieras och PCR-produkterna späds innan de går vidare till matrisen. 
Amplifierat material från PCR 1 fördelas i matrisens alla brunnar för att genomgå 
PCR 2, vilket är flera samtida singleplex PCR-reaktioner, för ytterligare 
amplifiering. Varje brunn innehåller ett primerpar som har designats för att 
amplifiera en specifik sekvens inom en specifik PCR 1-produkt (24). 

I matrisens reaktionsbrunnar finns LCGreen Plus vilket är ett färgämne som binder 
till dubbelsträngat DNA och börjar fluorescera i samband med inbindningen. Färgen 
binder till alla PCR-produkter och gör det möjligt att detektera vilka brunnar som 
blir positiva och därmed vilka målorganismer som finns i provet. Efter avslutad 
PCR utförs en smältanalys av DNA i varje brunn för att kontrollera förekomsten 

Provinjektionsport 
(motsatt sida) 

Cellysering 

DNA-rening 

Matris: PCR 2  
och smältanalys 

PCR 1 

PCR 1 
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eller avsaknaden av målorganismen. En temperaturökning leder till att DNA-
sekvenserna denaturerar och blir enkelsträngade, vilket medför att LCGreen Plus 
frigörs och fluorescensen minskar. PCR-produkter från olika målorganismer har en 
unik längd och sekvens och därmed en unik smälttemperatur (Tm) (24). En 
smältkurva, bestående av derivatan av fluorescensförändringen, erhålls för varje 
målorganism (se figur 5 för ett exempel). Tm jämförs med förväntat värde för 
analysen för att avgöra smältkurvans positivitet. I testet ingår ett replikat av varje 
analys och för att en analysen ska kunna klassificeras som positiv måste båda 
smältkurvorna vara positiva med liknande Tm-värden (23). 

 
Figur 5. Smältkurva från ett prov positivt (A) respektive negativt (B) för H. influenzae. 
Fluorescensförändringen redovisas på y-axeln och temperaturen på x-axeln.  

I varje JI-panel ingår två processkontroller som måste bli godkända för att 
säkerställa analysens säkerhet och kvalitet. En DNA-processkontroll i form av 
jästen Schizosaccharomyces pombe används för att kontrollera samtliga steg i 
processen. Jästen finns tillsatt i frystorkad form och rehydreras i samband med att 
provet injiceras i panelen. Kontrollen analyseras tillsammans med provet och 
detektion av jästen innebär att alla steg i metoden har utförts korrekt. Det finns även 
en separat kontroll för PCR 2 där mål-DNA finns torkat i tre brunnar i matrisen 
tillsammans med tillhörande primers (23). 

BioFire JI Panel ska ses som ett hjälpmedel vid diagnostisering där andra kliniska 
resultat också måste tas hänsyn till. Ett negativt resultat utesluter exempelvis inte 
infektion eftersom det finns andra organismer som kan orsaka en ledinfektion utöver 
de som detekteras av panelen. Ett positivt resultat utesluter dessutom inte förekomst 

A 

 

B 
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av fler infektionsmedierande organismer. Odling av ledvätska krävs för att kunna 
utföra antibiotikaresistensbestämning samt detektera organismer som inte kan 
detekteras av panelen (23).  

1.4.2 Tidigare forskning 
Kordo Saeed et al. utvärderade BioFire JI Panel och jämförde den med odling som 
var standardmetoden (25). Studien utfördes i England och Irland för att undersöka 
panelens diagnostiska potential vid septisk artrit. Analys av 399 ledvätskor utfördes 
med både panel och enligt rutinodling. Med panelen blev 98 av dessa prov positiva 
och med odling blev 83 prov positiva. Metoderna jämfördes genom att endast 
använda resultat med mikroorganismer som kunde detekteras av JI-panelen. Sju 
prov som var positiva med odling blev negativa med panelen, och 22 prov som var 
negativa med odling blev positiva med panelen. Det innebar att sensitiviteten var 
91,6 % och specificiteten var 93 % (25).  

Exempel på bakterier som i några enstaka fall missades vid odling men hittades av 
panelen var S. aureus och Streptococcus spp. Det fanns även andra mer svårodlade 
bakterier som missades vid samtliga odlingar men hittades av panelen och det var 
till exempel F. magna och K. kingae (25). 

Vid odling av ledvätskor hittades även några bakterier som inte ingick i panelens 
målorganismer och det var exempelvis S. epidermidis och Cutibacterium acnes. 
Saeed et al. diskuterade att det kan finnas kliniskt relevanta mikroorganismer i 
ledvätska utöver de som ingår i panelen vilket är en begränsning som talar för att 
analys med panelen ska ses som ett komplement till rutinodling (25).  

BioFire’s panel för ledinfektioner har också utvärderats av Schoenmakers et al. som 
analyserade 45 prov med ledvätskor från patienter med misstänkt septisk artrit (26). 
Vid jämförelse av panelen med resultat från odling var sensitiviteten 80,6 % och 
specificiteten 100 %. Jämförelsen inkluderade endast mikroorganismer som kunde 
detekteras av panelen. Om alla mikroorganismer inkluderades var 
överensstämmelsen sämre och panelens sensitivitet var 61,3 %. Panelen ansågs ha 
klinisk potential för diagnostisering av septisk artrit och den snabba analysen skulle 
kunna medföra bättre och snabbare behandling för patienten (26). 

 

1.5 Syfte och frågeställning 
Syftet med arbetet var att utvärdera en PCR-baserad metod för detektion av 
mikroorganismer i ledvätska och jämföra metodens känslighet med standardiserad 
odlingsmetod respektive odling i buljonger. För att uppnå syftet skulle 
undersökningen utföras på konstruerade prov där målbakterier hade tillsatts. Arbetet 
utfördes med förhoppningen att kunna införa den nya metoden och förkorta den 
långa svarstiden. Arbetet avsåg att besvara frågeställningen: Hur känslig är BioFire 
Joint Infection panelen jämfört med standardiserad odlingsmetod?  
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2 Material och metoder 
2.1 Bakteriestammar 
Till arbetet användes fyra bakteriestammar från American Type Culture Collection 
(ATCC) (Manassas, Virginia, USA) och tre bakteriestammar från Culture 
Collection University of Gothenburg (CCUG) (Göteborg, Sverige), se tabell II.  

Tabell II. Bakteriestammar som användes från American Type Culture Collection (ATCC) 
och Culture Collection University of Gothenburg (CCUG). 

 

 

 

 

 

 

2.2 Reagens  
2.2.1 Fasta substrat 
Fasta substrat tillverkades av substratavdelningen på klinisk mikrobiologi i 
Karlskrona.  

Blodagarplattor (GranuCult plus Blood agar base, Merck, Darmstadt, Tyskland) 
innehöll hjärtextrakt och peptoner (20 g/l), natriumklorid (5 g/l) och agar (15 g/l) 
med tillsats av defibrinerat hästblod (5 %, Håtunalab AB, Håtunaholm, Sverige).  

Hematinagarplattor (GC Agar, Neogen, Lansing, MI, USA) innehöll pepton (15 g/l), 
majsstärkelse (1 g/l), natriumklorid (5 g/l), dikaliumvätefosfat (4 g/l), 
kaliumdivätefosfat (1 g/l) och agar (10 g/l) med tillsats av defibrinerat hästblod (10 
%) och BioVitex (1 %, Biolife, Milan, Italien).  

Fastidious anaerobe agar (FAA)-plattor (Neogen) innehöll en peptonblandning (23 
g/l), natriumklorid (5 g/l), stärkelse (1 g/l), agar (12 g/l), natriumbikarbonat (0,4 g/l), 
glukos (1 g/l), natriumpyruvat (1 g/l), cystein HCl monohydrat (0,5 g/l), hemin 
(0,01 g/l), vitamin K (0,001 g/l), L-arginin (1 g/l), pyrofosfat (0,25 g/l) och 
natriumsuccinat (0,5 g/l) med tillsats av defibrinerat hästblod (5 %).  

2.2.2 Blododlingsflaskor 
BACTEC Plus Aerobic/F och BACTEC Plus Anaerobic/F 
blododlingsflaskor (30ml) (BD, Sparks, MD, USA) användes. Aeroba 
blododlingsflaskor innehöll soja-kaseinhydrolysatbuljong (3 %), jästextrakt (0,25 

Bakteriestam Referensnummer 

Staphylococcus aureus   ATCC 29213 
Escherichia coli   ATCC 25922 
Streptococcus pyogenes   CCUG 25571 
Neisseria gonorrhoeae   CCUG 41811 
Haemophilus influenzae   ATCC 49766 
Kingella kingae   CCUG 4726 
Finegoldia magna   ATCC 29328 
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%), aminosyror (0,05 %), odefinierad sockerart (0,2 %), natriumpolyanetolsulfonat 
(0,05 %), vitaminer (0,0025 %), antioxidanter (0,005 %), icke-jonisk adsorberande 
resin (13,4 %), katjonbytande resin (0,9 %) och koldioxid.  

Anaeroba blododlingsflaskor innehöll soja-kaseinhydrolysatbuljong (3 %), 
jästextrakt (0,4 %), hydrolyserad animal vävnad (0,05 %), aminosyror (0,25 %), 
odefinierad sockerart (0,25 %), natriumcitrat (0,02 %), natriumpolyanetolsulfonat 
(0,05 %), vitaminer (0,0006 %), antioxidanter (0,16 %), icke-jonisk adsorberande 
resin (13,4 %), katjonbytande resin (0,9 %), koldioxid och kvävgas.  

2.2.3 Buljonger 
Buljonger tillverkades av substratavdelningen på klinisk mikrobiologi i Karlskrona.  

Aeroba buljonger (Brain Heart Infusion, BD) innehöll kalvhjärna (7,7 g/l), 
nötkreaturhjärta (9,8 g/l), proteospepton (10 g/l), dextros (2 g/l), natriumklorid (5 
g/l), dinatriumfosfat (2,5 g/l) och jästextrakt (5 g/l).  

Anaeroba buljonger (Fastidious Anaerobe Broth, Neogen, Lansing, MI, USA) 
innehöll en peptonblandning (15 g/l), jästextrakt (10 g/l), natriumtioglykolat (0,5 
g/l), natriumklorid (2,5 g/l), agar (0,75 g/l), L-cystein HCl (0,5 g/l), resazurin (0,001 
g/l), natriumbikarbonat (0,4 g/l), hemin (0,005 g/l) och vitamin K (0,0005 g/l). 

 

2.3 Förberedelser 
Samtliga bakteriestammar från ATCC och CCUG hade odlats ut på agarplattor från 
laboratoriets frysta bakteriekollektion. Stammarna odlades ut på nya agarplattor 
genom att kolonier plockades upp och ströks ut med en 1 µl platinös (Sarstedt, 
Nümbrecht, Tyskland) (figur 6). S. aureus, E. coli och S. pyogenes odlades på 
blodagarplattor medan H. influenzae, N. gonorrhoeae och K. kingae odlades på 
hematinagarplattor. Blod- och hematinplattorna inkuberades i koldioxidinkubator 
(4-6% CO2, 34-36 °C, PHCbi, Gunma, Japan) över natt. F. magna odlades på FAA-
plattor som inkuberades anaerobt över natt i Whitley A35 Anaerobic Workstation 
(34-36 °C, Don Whitley Scientific, Bingley, England). För att säkerställa att rätt 
bakterieart växte på plattorna utfördes artidentifiering med MALDI Biotyper sirius 
(Bruker, Billerica, MA, USA). Kolonimaterial applicerades på en punkt på en 
applikationsbricka med hjälp av en träpinne och därefter tillsattes 1 µl matrix 
(HCCA portioned, Bruker). Applikationsbrickan placerades i instrumentet och 
analys utfördes med MALDI-TOF MS.  

Varje gång bakteriestammarna odlades på agarplattor under projektet var det enligt 
förhållandena i tabell III gällande substrat och inkubationsmiljö.  
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Tabell III. Odlingsschema för samtliga bakteriestammar med substrat och inkubationsmiljö 
vid odling på agarplattor.  

 

 

 
Figur 6. Bakterier odlades ut med primär-, sekundär- och tertiärutstryk enligt illustrationen. 
Skapad med BioRender.com. 

 

2.4 Definiering av agarplattors känslighet med hjälp 
av spädningsserier 

Spädningsserier utfördes för varje bakteriestam för att definiera agarplattornas 
känslighet och bestämma vilka spädningar som skulle analyseras med 
blododlingsflaskor och buljonger. Bakteriekolonier plockades upp med en 
bomullspinne och suspenderades i 1,5 ml natriumklorid (NaCl, 0,9 %, Merck) till 
turbiditeten 0,5 McFarland. En 0,5 McFarland standard motsvarar ungefär 1,5 x 108 
colony forming units (CFU)/ml (27). Turbiditeten mättes med DensiChek plus 
(bioMérieux, Durham, USA). Bakteriesuspensionen späddes 10 gånger genom att 
tillsätta 100 µl av suspensionen till 900 µl NaCl (0,9 %). Ytterligare åtta spädningar 
utfördes på samma sätt så en spädningsserie från 1:10 till 1:109 erhölls där 
spädningsfaktorn var 10 gånger/spädningssteg (figur 7). Rören blandades noggrant 
mellan varje spädningssteg. Från varje spädning överfördes 100 µl till en agarplatta 
och spreds ut jämnt med en rackla (Sarstedt). Plattorna inkuberades över natt. N. 
gonorrhoeae och F. magna inkuberades ett extra dygn. Antalet kolonier räknades 
och störst spädning med växt av kolonier noterades. När koloniantalet översteg 200 
kolonier uppskattades det totala antalet utifrån beräkningar av en mindre del av 
plattan. 

Bakteriestam Substrat Inkubationsmiljö 
(34-36 °C) 

S. aureus Blodagar CO2  4-6% 
E. coli Blodagar CO2  4-6% 
S. pyogenes Blodagar CO2  4-6% 
N. gonorrhoeae Hematinagar CO2  4-6% 
H. influenzae Hematinagar CO2  4-6% 
K. kingae Hematinagar CO2  4-6% 
F. magna FAA Anaerobt 
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Figur 7. Spädningsserie som går från ospädd bakteriesuspension (0,5 McFarland) till 1:109 
spädning. Koncentrationen minskar 10 gånger med varje spädning. Alla spädningar odlades 
ut på agarplattor. Illustration skapad med BioRender.com. 

 

2.5 Definiering av blododlingsflaskors och buljongers 
känslighet 

Den största spädningen med synlig växt av kolonier på en agarplatta ± ett 
spädningssteg arbetades vidare med. För bakteriestammarna S. aureus, N. 
gonorrhoeae och K. kingae användes spädningarna 1:105, 1:106 och 1:107. För 
bakteriestammarna E. coli och H. influenzae användes spädningarna 1:106, 1:107 
och 1:108. För bakteriestammen F. magna användes spädningarna 1:103, 1:104 och 
1:105, och för S. pyogenes användes spädningarna 1:104, 1:105, 1:106. Därefter 
testades ytterligare två spädningar av F. magna (1:101 och 1:102) i 
blododlingsflaskor.  

Nya spädningsserier utfördes likt tidigare och 100 µl av de tre aktuella spädningarna 
inokulerades i aeroba (BACTEC Plus Aerobic/F, lot 2298533) och anaeroba 
(BACTEC Plus Anaerobic/F, lot 2333827) blododlingsflaskor. 
Blododlingsflaskornas membran steriliserades genom upphettning med gasbrännare 
(butan/propan, Campingaz, Lyon, Frankrike) och 3 ml defibrinerat hästblod (Hd 
263/23, Håtunalab AB) tillsattes som extra näringsmedium. Bakteriesuspensionen 
tillsattes genom att 100 µl överfördes till ett nytt rör med automatpipett som sedan 
kunde aspireras och tillsättas med hjälp av kanyl (BD Microlance 3, 0,6 x 25 mm) 
och spruta (BD Plastipak, 1 ml) (figur 8). Aerob buljong (14 ml) och anaerob 
buljong (14 ml) inokulerades med 100 µl av aktuella spädningar. Som 
spädningskontroll spreds 100 µl av de aktuella spädningarna på agarplattor som 
inkuberades 1-3 dygn för att kontrollera att spädningsserierna var korrekt utförda 
(figur 8). 

Blododlingsflaskorna inkuberades i instrumentet BD BACTEC FX (33,5-36,5 °C, 
BD) i fem dygn eller fram till positivitet. Aeroba buljonger inkuberades aerobt (34-
36 °C, Incucell 404 ECO, MMM Medcenter, München, Tyskland) i tre dygn och 
anaeroba buljonger inkuberades anaerobt (34-36 °C, Don Whitley Scientific) i sju 
dygn. Agarplattor inkuberades som beskrivet i tabell III i 1-3 dygn.   
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Figur 8. A) 3 ml hästblod tillsattes i varje blododlingsflaska. B) 100 µl av spädningarna 
aspirerades med kanyl och spruta för inokulering av blododlingsflaskor. C) Anaeroba och 
aeroba buljonger. D) 100 µl av spädningarna spreds på agarplattor med en rackla.  

2.5.1 Positiva blododlingsflaskor 
Positiva blododlingsflaskor kontrollodlades på en agarplatta för att utesluta 
kontamination (figur 9). Prov aspirerades med kanyl (BD Eclipse Needle, 0,8 x 40 
mm) och spruta (BD Emerald, 2 ml). Två droppar tillsattes på en agarplatta, ströks 
ut och inkuberades i 1-3 dygn. MALDI-TOF MS användes för artbestämning.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figur 9. Fyra positiva blododlingsflaskor som odlades ut på agarplattor med hjälp av kanyl 
och spruta. Två flaskor innehöll H. influenzae och odlades på hematinagarplattor, och två 
flaskor innehöll S. aureus och odlades på blodagarplattor. 

 

2.5.2 Utodling av buljonger  
Aeroba och anaeroba buljonger odlades ut genom att 10 µl från varje buljongrör 
ströks ut på en agarplatta med en platinös (10 µl). Plattorna inkuberades i 1-3 dygn 
och MALDI-TOF MS användes för artbestämning.   

  

A                        B                       C                             D 
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2.6 Analys med BioFire Joint Infection Panel för 
definiering av känslighet 

Nya spädningsserier utfördes likt tidigare. BioFire Joint Infection (JI) Panel (lot 
0056323, BioFire Diagnostics, bioMérieux, Utah, USA) användes för att analysera 
den största spädningen som blev positiv efter odling i blododlingsflaska eller 
buljong för varje bakterie. Beroende på resultatet analyserades därefter större eller 
mindre spädningar för att hitta detektionsgränsen. Spädningskontroller utfördes för 
att kontrollera att spädningsserierna var korrekt utförda genom att sprida 100 µl av 
spädningarna på agarplattor som inkuberades 1-3 dygn. 

Arbetsytan och panel-laddningsstationen rengjordes med 0,5 % natriumhypoklorit 
(VWR International, Rosny-sous-Bois, Frankrike), sterilt vatten och 70 % etanol 
(Solveco, Rosersberg, Sverige). JI-panelen fördes in i panel-laddningsstationen 
(figur 10) där även prov- och rehydreringsinjektionsrör placerades. BioFire 
FilmArray provbuffert och cirka 200 µl prov tillsattes i provinjektionsflaskan som 
blandades försiktigt och fördes in i panelens provport. I samband med punktering av 
provporten drogs provblandningen automatiskt in i panelen. Rehydreringsbuffert 
fördes in i och punkterade panelens hydreringsport. Panelen placerades i 
instrumentet BioFire FilmArray Torch (bioMérieux) (figur 11) för analys och 
resultat erhölls efter en timme.   

 
Figur 10. JI-panelen fördes in i BioFire FilmArray panel-laddningsstationen där 
provinjektionsrör (röd) och rehydreringsinjektionsrör (blå) fanns placerade. Provbufferten är 
också synlig nedtill i figuren.  

 
Figur 11. Analysen av panelerna utfördes i FilmArray Torch instrumentet från BioFire. 
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2.7 Kontroller 
Spädningskontroller utfördes varje gång en ny spädningsserie bereddes. Det 
utfördes som tidigare beskrivet genom att sprida 100 µl av aktuella spädningssteg på 
agarplattor med hjälp av en rackla och räkna antalet kolonier efter 1-3 dygns 
inkubering.  

Kontroll av bakterieart utfördes på positiva blododlingsflaskor och buljonger som 
hade odlats ut genom att analysera framvuxna kolonier med MALDI-TOF MS.  

Inkubatorernas temperatur kontrollerades. Koldioxidmiljön, den anaeroba miljön 
samt ny lot av substrat och blododlingsflaskor kontrollerades genom odling av 
kända bakteriestammar. MALDI-TOF MS instrumentet kalibrerades 3 gånger i 
veckan. BioFire JI Panel hade två processkontroller som utfördes i samband med 
varje analys.  

 

2.8 Etik 
Bakterier omfattas inte av biobankslagen och därmed krävdes ingen etisk prövning 
för att utföra arbetet. Ingen patientinformation var kopplad till bakterieisolaten som 
samtliga fanns kommersiellt tillgängliga.  

God forskningssed tillämpades. Det praktiska arbetet var grundligt genomtänkt och 
planerat inför utförandet och ansvar togs för resultaten. Anteckningar fördes inför 
och under alla undersökningar. Arbetet utfördes objektivt, inga resultat 
manipulerades och ingen information plagierades. Alla inblandade handledare i 
projektet fick ta del av samtliga resultat och tillvägagångssätt. Arbetsplatsen och 
miljön respekterades genom korrekt hantering av prover och riskavfall. 
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3 Resultat 
3.1 Agarplattors känslighet  
Resultatet från utvärderingen av agarplattornas känslighet redovisas i tabell IV i 
form av antalet kolonier som växte på agarplattorna efter utodling av varje 
spädningssteg. Spädningsresultaten användes för att bestämma vilka spädningar 
som skulle analyseras med blododlingsflaskor och buljonger. Det sista 
spädningssteget med synlig växt av bakterier ± ett spädningssteg gulmarkerades för 
att visa vilka spädningar som arbetades vidare med.  

Tabell IV. Agarplattornas känslighet visas i form av antalet kolonier som växte på varje 
platta och när synlig tillväxt av bakterier avtog i spädningsserien. Gulmarkerade resultat 
inkluderar sista spädningssteget med synlig växt av bakterier ± ett spädningssteg och det var 
dem som arbetades vidare med vid definiering av blododlingsflaskors och buljongers 
känslighet. 

Spädningsserie 1:101 1:102 1:103 1:104 1:105 1:106 1:107 1:108 1:109 

S. aureus >1000 >1000 >1000 300 25 3 0 0 0 

E. coli >1000 >1000 >1000 700 90 13 0 * 0 0 

S. pyogenes >1000 >1000 400 40 3 0 0 0 0 

N. gonorrhoeae >1000 >1000 >1000 180 17 1 0 0 0 

H. influenzae >1000 >1000 >1000 >1000 200 21 2 0 0 

K. kingae >1000 >1000 >1000 400 70 4 0 0 0 

F. magna >1000 >1000 200 5 0 0 0 0 0 

* Det sista spädningssteget med synlig växt av E. coli hade växt av 13 kolonier. Eftersom ett 
större spädningssteg med 10 gånger mindre koncentration enligt teorin borde innebära växt 
av kolonier tolkades avsaknaden av växt som en tillfällig variation.  

 

3.2 Blododlingsflaskors, buljongers och JI-panelens 
känslighet 

Det största spädningssteget där förekomst av bakterier kunde detekteras med 
blododlingsflaska, buljong respektive BioFire JI Panel redovisas i tabell V. Större 
spädningar gav negativa resultat.  

3.2.1 Jämförelse mellan blododlingsflaskor och buljonger 
För alla bakterieisolat förutom N. gonorrhoeae och F. magna var detektionsgränsen 
samma för blododlingsflaskor och aerob buljong (tabell V). N. gonorrhoeae växte 
inte i någon buljong men kunde detekteras med aerob blododlingsflaska. F. magna 
växte endast i anaerob buljong och kunde inte detekteras med blododlingsflaska. 
Även efter att lägre spädningssteg ner till 1:101 spädning inokulerades i 
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blododlingsflaskor erhölls inget positivt resultat för F. magna. Förutom F. magna 
var det bara E. coli som detekterades i anaerob buljong.  

N. gonorrhoeae och K. kingae kunde detekteras i den aeroba blododlingsflaskan 
men inte i den anaeroba blododlingsflaskan för de spädningar som testades. Övriga 
isolat som kunde detekteras i blododlingsflaskor detekterades i båda. Den anaeroba 
flaskan kunde detektera en lägre koncentration av S. aureus än den aeroba flaskan.  

Tid till positivitet för alla blododlingsflaskor var mellan 10 och 28 timmar.  

En jämförelse med agarplattornas känslighet visade att agarplattor kunde detektera 
förekomst av bakterier vid samma spädningar som blododlingsflaskor och buljonger 
förutom för N. gonorrhoeae och F. magna där plattorna visade på större känslighet. 

Tabell V. Detektionsgränser för blododlingsflaskor, buljonger och JI-panel i form av största 
spädningssteget där bakterien kunde detekteras. Spädningsstegen redovisas som -n vilket 
står för 10-n och är detsamma som 1:10n. Rutor utan en detektionsgräns (-) innebar att ingen 
av spädningarna som testades gav ett positivt resultat. ae = aerob, AN = anaerob, och JI = 
joint infection. Röda markeringar illustrerar en sämre känslighet och gula markeringar 
illustrerar en likvärdig känslighet.  

 

3.2.2 Jämförelse med BioFire JI Panel 
JI-panelen hade en sämre känslighet än blododlingsflaskor och aeroba buljonger för 
bakterieisolaten S. aureus, E. coli, S. pyogenes och K. kingae (tabell V). Större 
bakteriekoncentrationer krävdes för detektion med panelen. För E. coli var JI-
panelen mindre känslig än anaerob buljong medan den för K. kingae var känsligare 
än anaerob buljong. Panelen kunde inte jämföras med den anaeroba buljongen för S. 
aureus och S. pyogenes på grund av att den största spädningen som detekterades av 
panelen inte hade testats med buljongen.  

För N. gonorrhoeae var JI-panelen lika känslig som den aeroba blododlingsflaskan 
och känsligare än den anaeroba blododlingsflaskan samt buljongerna. För H. 
influenzae var JI-panelen lika känslig som blododlingsflaskorna samt aerob buljong, 
och känsligare än anaerob buljong. För F. magna var JI-panelen känsligare än 

Bakteriestam Blododlings-
flaska  
(ae) 

Blododlings-
flaska  
(AN) 

Buljong 
(ae) 

Buljong 
(AN) 

BioFire 
JI Panel 

S. aureus -5 -6 -6 - -4 

E. coli -7 -7 -7 -7 -5 

S. pyogenes -5 -5 -5 - -3 

N. gonorrhoeae -5 - - - -5 

H. influenzae -7 -7 -7 - -7 

K. kingae -6 - -6 - -5 

F. magna - - - -3 -3 



 

 18 

blododlingsflaskorna samt den aeroba buljongen men lika känslig som den anaeroba 
buljongen.  

Kontamination av Enterococcus faecium samt den antimikrobiella resistensgenen 
vanA/B detekterades av JI-panelen i spädningsserier med S. aureus, E .coli och S. 
pyogenes. 

 

3.3 Kontrollresultat 
Spädningskontroller som utfördes vid beredning av varje ny spädningsserie 
redovisas i tabell VI. Överensstämmelsen mellan kontrollresultaten var godtagbar.  

Tabell VI. Resultat från spädningskontroller utförda för att kontrollera att spädningarna var 
korrekt utförda. Resultatet redovisas i form av antalet kolonier som växte på plattorna. 
Kontroll 1 (K1) var en kontroll för de spädningsserier som gjordes när blododlingsflaskor 
och buljonger inokulerades med bakterier. Kontroll 2 (K2) var en kontroll för de 
spädningsserier som gjordes när panelerna testades.  

 S.  
aureus 

E.  
coli 

S. 
pyogenes 

N. 
gonorrhoeae 

H. 
influenzae 

K. 
kingae 

F.  
magna 

 K1 K2 K1 K2 K1 K2 K1 K2 K1 K2 K1 K2 K1 K2 

1:103             200 500 

1:104     140 158       10 0 

1:105 17 18   8 3 50 23   61 47 2 0 

1:106 0 1 10 11 0 0 4 1 27 22 4 3   

1:107 0 0 2 3   0 0 2 2 1 1   

1:108   0 0     0 0     

 

Samtliga kontroller av bakterieart som utfördes med MALDI-TOF MS stämde 
överens med tillsatt bakterie med säker identifiering. 

Samtliga processkontroller i JI-panelerna godkändes. 
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4 Diskussion 
Syftet med arbetet var att utvärdera BioFire JI Panel för detektion av 
mikroorganismer i ledvätska och jämföra metodens känslighet med standardiserad 
odlingsmetod samt odling i buljong. Standardiserad metod för odling av ledvätska 
innefattade odling på fasta substrat och i blododlingsflaskor. För att uppnå syftet 
konstruerades prov med olika koncentrationer av bestämda målbakterier. Proven 
seriespäddes och olika spädningssteg testades för att hitta detektionsgränsen för 
fasta substrat, blododlingsflaskor, buljonger och JI-panelen.  

 

4.1 Skillnader vid odling på fasta substrat 
Resultaten från de olika försöken visade hur känsligheten varierade mellan olika 
metoder och mellan olika bakteriestammar. Skillnader mellan olika bakterier sågs 
till exempel efter att agarplattornas känslighet hade definierats (tabell IV) eftersom 
detektionsgränsen var olika för olika isolat. Bakteriekoncentrationen i 
spädningsstegen följde dessutom inte alltid en 10 gångers minskning. Alla 
spädningsserier utgick från samma turbiditet på 0,5 McFarland vilket mättes med en 
DensiChek plus från bioMérieux. Instrumentet kalibrerades varje vecka och 
nollställdes vid varje användning men mätningen av turbiditeten var aldrig exakt 
utan det fanns en viss mätosäkerhet. Upprepade mätningar av samma 
bakteriesuspension gav olika värden vilket kan ha varit en bidragande faktor till 
vissa skillnader i resultat. En studie av Hombach et al. visade att visuell bedömning 
av turbiditeten vid jämförelse med en 0,5 McFarland standardlösning gav säkrare 
resultat än turbiditetsmätning med en DensiChek (28). Alla bakterier som bidrog till 
turbiditeten behöver dock inte ha varit levande eller av samma storlek. Skillnader 
kan även ha berott på att olika bakterier växer olika bra och naturliga variationer kan 
förekomma vid arbete med bakterier. Lagier et al. beskriver att bakterieodling är 
beroende av bland annat inkubationstid, miljö och näringstillgång. Olika 
bakteriearter växer olika snabbt och kräver olika mycket näring för optimal tillväxt 
(29). 

Mätosäkerheten vid turbiditetsmätningen kan ha varit en anledning till de mindre 
variationerna som observerades med antalet kolonier som växte på agarplattorna för 
spädningskontrollerna (tabell VI) som utfördes när en ny spädningsserie bereddes. 
Optimalt hade varit att bakteriesuspensioner från samma spädningsserier testades 
med de olika metoderna men på grund av den långa tiden mellan försöken 
tillverkades nya spädningsserier. Det gav upphov till mindre variationer men 
överensstämmelsen mellan bakteriernas olika spädningsserier bedömdes vara 
tillräckligt bra för att kunna jämföra metoderna. Överensstämmelsen mellan de 
upprepade spädningarna visade att spädningsserierna hade utförts korrekt. Därmed 
var de varierande detektionsgränserna mellan metoderna inte beroende på felaktig 
pipettering.    
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4.2 Jämförelse av blododlingsflaskor, buljonger och 
BioFire JI Panel  

Resultatet visade att blododlingsflaskor och buljonger i många fall kunde likställas 
med varandra när det gällde metodernas känslighet. Majoriteten av funna 
detektionsgränser stämde överens med varandra när buljonger jämfördes med 
blododlingsflaskor (tabell V). N. gonorrhoeae var det enda isolatet som inte 
detekterades i någon buljong och det kan ha berott på att de buljonger som användes 
inte utgjorde en optimal tillväxtmiljö för N. gonorrhoeae. Samtliga aeroba buljonger 
inkuberades enligt rutin vilket innebär inkubering i luftmiljö utan tillgång till 
koldioxid (30). N. gonorrhoeae är en bakterie som kräver en koldioxidmiljö på 4-6 
% för optimal tillväxt (31). Avsaknaden av växt kan därmed ha berott på 
inkubationsmiljön och det skulle kunna undersökas genom att upprepa försöket och 
inkubera de aeroba buljongerna med tillgång till koldioxid. Med JI-panelen så kunde 
däremot N. gonorrhoeae detekteras med samma känslighet som blododlingsflaskan.  

Samtliga bakteriestammar kunde detekteras av JI-panelen vilket gav snabbare 
resultat än standardiserad odling och buljongodling. Panelen detekterade bakterier i 
ett prov på ungefär en timme medan blododlingsflaskor detekterade bakterier efter 
10-28 timmar beroende på art. Odling i buljonger krävde 3-7 dygns inkubering följt 
av ytterligare 1-3 dygn efter att buljongerna hade odlats ut på fasta substrat. När JI-
panelen utvärderades av Schoenmakers et al. uppmärksammades tidsvinsten för att 
den möjliggör snabbare behandling med lämplig antibiotika (26). Panelen innebar 
en stor tidsvinst men vinsten i känslighet var inte lika uttalad.  

JI-panelens detektionsgränser var sämre eller samma som vid odling i flaska eller 
buljong om aeroba och anaeroba reagens grupperades tillsammans och utvärderades 
utifrån störst spädning som kunde detekteras i gruppen (tabell V). Vid individuella 
jämförelser med aeroba och anaeroba reagens kunde en större känslighet av panelen 
ses för vissa isolat. JI-panelen kunde till exempel detektera en mindre koncentration 
av K. kingae än den anaeroba buljongen kunde men panelen kunde inte detektera en 
mindre koncentration än den aeroba buljongen. PCR har i tidigare studier beskrivits 
förbättra detektionen av K. kingae (10). Den aktuella studien motsäger detta 
eftersom både aerob blododlingsflaska och buljong kunde detektera en lägre 
koncentration av K. kingae än panelen. 

Det är svårt att jämföra aeroba och anaeroba odlingsmetoder eftersom de är 
utformade för att gynna tillväxt av olika bakterier. Dessutom saknades en del 
detektionsgränser för framför allt de anaeroba reagensen vilket berodde på att inga 
av spädningarna som testades blev positiva. För att kunna utföra bättre jämförelser 
hade det varit intressant att försöka hitta detektionsgränsen för samtliga 
blododlingsflaskor och buljonger genom att testa fler spädningar. Majoriteten av 
bakterierna var fakultativt anaeroba vilket innebär att de ska kunna växa både i 
aerob och anaerob miljö (32). Nu var det svårt att veta om det var en större 
bakteriekoncentration som hade behövts för detektion i till exempel anaeroba 
buljonger eller om metoden inte fungerade alls för detektion av vissa bakterier. Det 
kan också ha varit så att bakterierna kunde växa i den anaeroba buljongen men att 
de sju inkubationsdygnen ledde till överväxt och därmed bakteriedöd. En studie har 
till exempel visat att S. aureus som är en fakultativt anaerob bakterie kunde växa i 
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buljonger vid strikt anaeroba förhållanden. Tillväxten var långsammare i anaerob 
miljö men slutsatsen drogs att anaeroba förhållanden inte utgjorde något större 
hinder för tillväxt (33). Eftersom de två buljongerna inkuberades olika länge kunde 
inte en optimal jämförelse utföras. Om försöket hade gjorts om hade anaeroba 
buljonger odlats ut efter både tre och sju dygn för att undersöka tillväxt och bättre 
kunna jämföra metoderna.   

Resultaten talade för att införandet av buljongodling inte hade medfört några större 
fördelar gentemot odling i flaskor. Det enda tillfället buljongen var bättre än 
blododlingsflaskorna var för F. magna som inte detekterades i någon 
blododlingsflaska (tabell V). JI-panelen kunde detektera F. magna vid samma 
koncentration som buljongen men betydligt snabbare och därför bedömdes analys 
med panelen vara ett bättre alternativ än odling i både buljong och blododlingsflaska 
för F. magna.  

4.2.1 Finegoldia magna 
F. magna är en anaerob bakterie och en av de vanligaste anaeroba bakterierna som 
ger upphov till olika infektioner (34). När F. magna inte detekterades i någon 
blododlingsflaska undersöktes högre koncentrationer för att försöka hitta en 
detektionsgräns men även de blev negativa. En förklaring till resultatet skulle kunna 
vara att blododlingsflaskorna som användes inte fungerade för detektion av F. 
magna.  

En studie utförd av Bassetti et al. uppmärksammade att detektion av F. magna var 
beroende på vilket blododlingssystem som användes (34). Flera blododlingar hade 
tagits på en patient med infektion av F. magna och inkuberats i de automatiska 
blododlingssystemen BacT/ALERT samt BACTEC 9240. Alla odlingarna blev 
negativa. Blododlingsflaskorna som användes till BACTEC blododlingssystemet 
var BACTEC Plus aerobic/F och anaerobic/F blododlingsflaskor (34). Det var 
samma blododlingsflaskor som användes i det aktuella arbetet. F. magna som hade 
isolerats från patienten användes sedan för att testa två andra blododlingssystem och 
då kunde bakterien detekteras. Resultatet från studien talade för att förekomsten av 
F. magna kan vara underskattad eftersom den inte hittades med alla 
blododlingsystem (34). Efter en sökning i laboratoriedatasystemet konstaterades det 
att F. magna aldrig har hittats i en blododling på klinisk mikrobiologi i Region 
Kronoberg. 

Walter et al. beskriver att PCR underlättar detektion av anaeroba bakterier, som till 
exempel F. magna, även vid negativa odlingar (35). När Saeed et al. utvärderade 
BioFire JI Panel hittades F. magna av panelen i två prover medan inget fynd av 
bakterien hittades med odlingsmetoden (25).  

 

4.3 Begränsningar i metoden 
BioFire JI Panel utvärderades endast genom analys av konstruerade prov och inga 
kliniska prov undersöktes. Det var därför svårt att bedöma metodens kliniska 
betydelse. Även om JI-panelen generellt sätt detekterade mindre eller samma 
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spädningssteg som standardmetoden så säger det inget om hur många 
odlingspositiva ledvätskor som skulle bli positiva med panelen. Normal 
bakteriekoncentration i en infekterad led är odefinierat. För att kunna dra slutsatser 
om panelens känslighet i kliniska sammanhang hade en undersökning av kliniska 
prov behövt utföras. Det är en möjlig utveckling av studien.  

Enligt tidigare studier som har utförts på kliniska prov verkar panelen ha bra klinisk 
potential för att detektera ledinfektioner. När prov med bakterier som kunde 
detekteras av panelen jämfördes med standardiserad odlingsmetod beräknades 
känsligheten vara 91,6 % i en studie (25). I en annan studie beräknades känsligheten 
vara 80,6 % (26).  

En begränsning för definieringen av känsligheten var avsaknaden av replikat. 
Endast ett försök utfördes för att hitta detektionsgränserna för de olika metoderna. 
För en säkrare bestämning av detektionsgränserna hade fler upprepningar av 
försöken behövt utföras.  

Vid utvärdering av blododlingsflaskorna användes hästblod som extra näringstillsats 
vilket är laboratoriets reservrutin. Enligt standardrutin används Fastidious Organism 
Supplement (FOS) från BD som näringstillsats i blododlingsflaskorna (1). Hästblod 
användes på grund av begränsad tillgång på FOS men de ska vara likvärdiga (36). 
Laboratoriet har lättare tillgång till hästblod och det har dessutom lägre kostnad. Det 
hade varit intressant att upprepa försöket med FOS istället för hästblod och 
observera om resultatet skiljde sig. FOS beskrivs främja växt av svårodlade 
bakterier som exempelvis N. gonorrhoeae och H. influenzae (37).  

 

4.4 Fördelar och nackdelar med BioFire JI Panel 
Analys av ledvätskor med BioFire JI Panel innebär förkortade svarstider tack vare 
den korta analystiden på ungefär en timme. Behandlande läkare kan få snabbare 
svar vilket medför att patienter kan få snabbare behandling och öka chanserna för 
full återhämtning. Snabb diagnostik och korrekt behandling vid septisk artrit är av 
stor vikt för att förebygga permanenta ledskador och andra allvarliga komplikationer 
(25). Mer effektiv vård innebär även att patienter behöver spendera mindre tid på 
sjukhuset vilket minskar på kostnader.  

Kostnaden för analys med JI-panelen är däremot betydligt högre än för odling. 
Odling av ett prov med ledvätska kostar 355 kr medan listpriset för en panel är 2745 
kr. Panelerna som användes i den aktuella studien var rabatterade och kunde köpas 
in för 767 kr per panel vilket var ca 50% billigare än normalpriset enligt gällande 
avtal. Dock är detta fortfarande betydligt dyrare än odling. Om panelen efter 
ytterligare studier visar på en bra känslighet och klinisk relevans skulle införandet 
av metoden ändå kunna bli billigare i längden i samband med till exempel kortare 
vårdbesök. För att utvärdera kostnadseffektiviteten krävs större studier. Införandet 
av metoden skulle även innebära en ökad användning av engångsmaterial vilket är 
negativt ur ett hållbarhetsperspektiv. 
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Det skulle vara lätt att införa metoden på laboratoriet eftersom analysinstrumentet 
redan finns och används rutinmässigt. Personalen är bekant med metoden och har 
redan den kompetens som behövs för att utföra analysen. Resultat från PCR-
analyser tolkas dessutom automatiskt vilket medför att svaret blir detsamma 
oberoende av vem som utför avläsningen. Vid odling krävs egna tolkningar av 
resultatet och de kan variera beroende på personlig erfarenhet.  

PCR-metoden kan inte hitta alla mikroorganismer utan är begränsad till de 
målorganismer som finns på JI-panelen. Det kan leda till att förekomst av vissa 
mikroorganismer missas och en falsk trygghet kan erhållas efter ett negativt resultat. 
BioFire beskriver att negativa resultat inte utesluter en infektion (23). Exempel på 
bakterier som i en annan studie har hittats vid odling men inte av JI-panelen är S. 
epidermidis och C. acnes vilket skulle kunna vara kliniskt relevanta fynd (25). 
BioFire beskriver också att falskt negativa resultat kan bero på mutationer i den 
sekvens som amplifieras under analysen, och att falskt positiva resultat kan erhållas 
på grund av kontamination av målorganismer. Metoden hittar inte alla organismer 
men den är utformad för att hitta de organismer som oftast associeras med 
ledinfektioner och ska ses som ett hjälpmedel vid diagnostisering. Odling skulle 
fortfarande vara nödvändigt för att hitta organismer som inte detekteras av panelen 
och för att kunna utföra antibiotikaresistensbestämning (23).  

Tidigare studier visade att panelen var fördelaktig vid detektion av svårodlade 
bakterier och det visade även aktuell studie. F. magna som till exempel var mycket 
långsamväxande och inte detekterades i blododlingsflaskor kunde detekteras av 
panelen. Eftersom PCR bygger på detektion av DNA istället för tillväxt skulle även 
döda bakterier kunna detekteras av panelen efter påbörjad antibiotikabehandling, 
vilket annars kan leda till falskt negativa resultat vid odling (25).  

Under arbetets gång påträffades problemet med kontaminationer vid PCR. E. 
faecium inklusive den antimikrobiella resistensgenen vanA/B detekterades av 
panelen i tre olika bakteriers spädningsserier. Spädningsserierna gjordes om på nytt 
men kontaminationen var fortfarande kvar. Fram till dess hade spädningsserierna 
utförts på en vanlig bänk ute på laboratoriet och det var möjligt att det var där 
problemet kom från. Spädningsserien gjordes om igen i ett dragskåp som hade 
rengjorts ordentligt samt att allt material desinfekterades. Analys med panelen 
visade att spädningsserien fortfarande var kontaminerad med E. faecium. 
Problemsökningen fortsatte och natriumkloriden som användes för att späda 
bakteriesuspensionerna byttes ut ifall det var där kontaminationen hade sitt 
ursprung. Efterföljande spädningsserier som utfördes var alla fria från 
kontaminationer.  
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5 Slutsats 
Sammanfattningsvis så har BioFire JI Panel utvärderats för detektion av 
mikroorganismer och jämförts med standardiserad odlingsmetod samt buljongodling 
vilket var arbetets huvudsakliga syfte. Resultaten visade att panelens känslighet inte 
var bättre än standardiserad odling men att den i vissa fall var lika bra vilket svarade 
på frågeställningen hur känslig BioFire JI-panelen är jämfört med standardiserad 
odlingsmetod. Panelen visade stort potential för detektion av de mest svårodlade 
bakterierna och den skulle kunna vara ett bra komplement till rutinodling av 
ledvätska. Fler studier hade behövts för att kunna utvärdera känsligheten för kliniska 
prov men tidsvinsten och möjligheten till snabbare patienthandläggning talade för 
införandet av den PCR-baserade metoden och dess kliniska potential.   
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