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Forord

Dette projekt er udarbejdet af Kristin Elden Varpe og Malene Mai Ngrbak i perioden 19. marts
2018 til 4. juni 2018. Projektet er det afsluttende bachelorprojekt pa Bioanalytikeruddannelsen,

Kgbenhavns Professionshgjskole.

Bachelorprojekt er skrevet pa Klinisk Mikrobiologisk afdeling, Hvidovre Hospital, i samarbejde med

PRO Devices, Danmark.

Projektets formal er metodesammenligning af semi-automatisk afleesning med manuel aflaesning

af haamningszoner ved fglsomhedsbestemmelse af isolater fra bloddyrkninger.

Vi gnsker at takke vores vejledere Kaj Nielsen, fra Kebenhavns Professionshgjskole og Khaled
Ghathian, fra Klinisk Mikrobiologisk afdeling, Hvidovre Hospital, for hjelp og vejledning gennem
projektet. Yderligere vil vi gerne takke Klinisk Mikrobiologisk afdeling pa Hvidovre Hospital, for Ian
af diverse materialer der var ngdvendige for at udfgre projektets forsgg. Sidst men ikke mindst vil

vi gerne takke PRO Devices for at stille IRIS-100 til radighed til forsgget.

Denne rapport henvender sig til sundhedsfagligt uddannede med interesse for klinisk

mikrobiologi.
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Resumé

Introduktion: Klinisk Mikrobiologisk Afdeling, pa Hvidovre Hospital benytter sig af manuel
aflaesning af haemningszoner ved diskdiffusion af isolater fra bloddyrkninger. Manuel aflaesning er
en metode, hvor der kan opsta interpersonelle variationer. Til dette projekt valideres derfor den
semi-automatiske aflaeser, IRIS-100, for at undersgge om IRIS-100 kan vaere med til at
standardisere aflasningen af heemningszoner ved diskdiffusionsmetoden. Formalet med dette
projekt er saledes at sammenligne semi-automatisk aflaesning ved IRIS-100 med manuel aflaesning

(Golden Standard) af haemningszoner ved diskdiffusionsmetoden.

Metode: 70 isolater fra bloddyrkninger blev medtaget til projektets forsgg. Der blev udfgrt primaer
resistensbestemmelse samt sekundazer resistensbestemmelse for alle 70 isolater.
Haemningszonerne blev malt pa IRIS-100 og ved manuel afleesning og efterfglgende SIR-fortolket.

Afvigelser mellem de to metoder blev noteret som very major error, major error eller minor error.

Resultater: Resultaterne blev inddelt efter grampositive og gramnegative bakterier. Sammenlagt
var der for de grampositive bakterier en gennemsnitlig overensstemmelse mellem de to metoder
pa 91% med en total afvigelse pa 9%. Afvigelserne blev hovedsageligt set for Staphylococcus
aureus for antibiotikadiskene erythromycin, clindamycin, linezolid og moxifloxacin. Ingen very
major errors blev observeret for de grampositive bakterier.

Sammenlagt var der for de gramnegative bakterier en gennemsnitlig overensstemmelse mellem
de to metoder pa 97% med en total afvigelse pa 3%. Her blev der set flest afvigelser for
Escherichia coli og Klebsiella pneumoniae for antibiotikadiskene ampicillin, ciprofloxacin,

amoxicillin-clavulansyre og cefuroxim, hvor to very major errors blev observeret for ciprofloxacin.

Konklusion: Projektets resultater viste en stor overensstemmelse mellem de to metoder og det
kan konkluderes, at IRIS-100 kan veere med til at standardisere aflasning af heemningszoner ved

diskdiffusionsmetoden.
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1. Introduktion

Antibiotikabehandling er essentielt til behandling af bakterielle infektioner, herunder sepsis,
hvilket kan veere en livstruende tilstand for patienten. Sepsis kraever derfor tidlig og hurtig
antibiotikabehandling og behandling med den korrekte og optimale maengde af antibiotika (1).
Samtidig kan tidlig antibiotikabehandling reducere udgifter og forhindre resistensudvikling for
bakterierne. Antibiotika er derfor essentielt for patientbehandlingen (1; 2).

Valg af den korrekte og optimale maengde af antibiotika kan bestemmes ved
fglsomhedsbestemmelse. Her bestemmes mikroorganismers fglsomhed overfor et givent
antibiotikum og det vides herved hvilket antibiotika, der kan bruges til behandling af patienten (3).
Bestemmelse af mikroorganismers fglsomhed overfor et givent antibiotikum kan ggres fra isolater
udsaet fra bloddyrkninger, hvor Klinisk Mikrobiologisk afdeling pa Hvidovre Hospital (KMA)
benytter sig af en manuel diskdiffusionsmetode til denne pavisning (4).

Ved diskdiffusion udsas isolater pa Miller-Hinton agarplader, hvor der pasaettes antibiotika. Her
vil antibiotika diffundere ud i agarpladen, hvorved der vil blive dannet en haamningszone.
Stgrrelsen pa hamningszonen er et udtryk for mikroorganismers fglsomhed over for et givent

antibiotikum (4; 5).

Til aflaesning af heemningszoner benytter KMA sig af manuel aflaesning i henhold til European
Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing’s (EUCAST) retningslinjer (6). Her aflaeses
stgrrelsen af haemningszoner ved hjzlp af en lineal og noteres som fglsom (S), intermedizer (1)
eller resistent (R) ifglge EUCAST breakpoint (7).

Denne afleesningsmetode kan vaere subjektiv idet haemningszoner males manuelt og af flere
forskellige bioanalytikere. Dette kan give forskellige resultater for den samme prgve, alt efter
hvem der maler h&amningszoner, da ha&amningszoner kan opfattes og afleeses forskelligt.
Sommetider kan det veere svaert at afleese zonegranserne, da haemningszoner ikke altid har en
skarp afgraenset kant og at nogle mikroorganismer kan danne haemolyse. Derved kan manuel
aflaesning fgre til varierende resultater, pa grund af interpersonel bedgmmelse af

hamningszonestgrrelsen.
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KMA har i samarbejde med PRO Devices derfor gnsket, at teste den semi-automatiske
hamningszoneaflaser, IRIS-100, til maling af heemningszoner og sammenligne denne metode
med manuel afleesning af heemningszoner ved diskdiffusionsmetoden. Det er derfor interessant at
undersgge om denne semi-automatiske metode kan benyttes til vurdering af haemningszoner
samt vaere med til at standardisere afleesningen af dette. Da IRIS-100 er under udvikling, er
afleeseren der bruges til dette forsggsprojekt en prototype.

IRIS-100 benytter sig af fotogenkendelse til automatisk aflaesning af haemningszonestgrrelser (8).
Hamningszonernes stgrrelse sikres ved hjzlp af billeddokumentation og resultaterne registreres
pa en tilkoblet computer (8). Her vurderes og justeres hamningszonerne inden resultatet gemmes
(8). Denne semi-automatiske metode kan vaere med til at give en mere standardiseret aflaesning

og dermed minimere usikkerheden pa fortolkning af resultatet, end ved manuel bedgmmelse.

Til forsgget benyttes isolater fra bloddyrkninger, hvor der i laboratoriet pa KMA udfgres primaer
resistensbestemmelse til bestemmelse af bakteriernes fglsomhed (9). Yderligere foretages der en
sekundazer resistensbestemmelse, da KMA bruger denne som Golden Standard. Golden Standard er
sekundaer resistensbestemmelse i henhold til EUCAST retningslinjer (6).

Formalet med dette projekt er saledes at sammenligne semi-automatisk aflaesning ved IRIS-100

med manuel afleesning af heemningszoner ved diskdiffusion.

1.1. Problemformulering
Hvilket klinisk potentiale har anvendelsen af semi-automatisk aflaesning, ved IRIS-100
sammenlignet med anvendelsen af manuel aflaesning (Golden Standard) af haamningszoner ved

diskdiffusion, til fortolkning af SIR for bloddyrkningsisolater?
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1.2. Teori

1.2.1. Fglsomhedsbestemmelse

Til dette projekt blev der til falsomhedsbestemmelsen brugt Kirby-Bauer diskdiffusion, hvorved
felgende afsnit tager udgangspunkt i denne metode.

In vitro fglsomhedsbestemmelse bruges til at bestemme mikroorganismers fglsomhed eller
resistens overfor et givent antibiotikum, saledes at det er muligt at vaelge den korrekte
antibiotikabehandling til patienten (3).

Mikroorganismer udsas og inkuberes pa Miller-Hinton agarplader med/uden blod (MH/MH-F),
hvor der paszettes udvalgte antibiotikadisks. Antibiotikadiskene vaelges efter bakteriens form og
lejring, set ved hjzelp af grammikroskopi (3).

Diffusion af antibiotika ud i agarpladen samt vaekst af mikroorganismen vil danne en
hamningszone. Stgrrelsen af denne haamningszone er et udtryk for hvor stor en
antibiotikakoncentration, der er ngdvendig for at heemme/drabe vaeksten af mikroorganismen.
Herved afspejler stgrrelsen pa haemningszonen mikroorganismens fglsomhed overfor et givent

antibiotikum (3).

Diffusionshastigheden af antibiotika afhaenger af sammensaetningen af ioner, peptoner og pH-
buffer, der er til stede i agarpladen og molekylvaegten af antibiotikaet. Her vil store molekyler
diffundere langsommere ud i agarpladen end sma molekyler (3). Yderligere pavirkes
mikroorganismens vaekst af inkubationsforhold samt ydre miljg, sasom rumtemperatur. Derved
har hvert antibiotika et unikt breakpoint, der viser mikroorganismens fglsomhed (3).

Til at standardisere antibiotikas diffundering i agarpladen samt opna et korrekt inokulum
anvendes retningslinjer beskrevet af blandt andet EUCAST og Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) (6; 10). Til dette projekt anvendes EUCAST retningslinjer, da disse er de europaeiske

retningslinjer til falsomhedsbestemmelse (6).
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1.2.2. Hemningszonefortolkning

Aflaesning af haeemningszoner foregar manuelt ved at male diameteren af mikroorganismens
hamningszone. Kanten pa ha&mningszoner kan variere fra at veere skarp, have dannet
dobbeltzone, strandbred, sveerme, hamolysere eller til at have dannet en fantomzone (11). Alle
disse forhold har indflydelse pa hvordan ha&emningszonen skal aflaeses (11).

Til at tolke mikroorganismers fglsomhed overfor et givent antibiotikum benyttes SIR-fortolkning

(11). Her fortolkes S som sensitiv, | som intermedizer og R som resistent.

1.2.3. IRIS-100

IRIS-100 er en semi-automatisk heemningszoneaflaeser designet af PRO Devices til at aflaese
stgrrelsen pa haeemningszoner ved fglsomhedsbestemmelse. Afleeseren benytter sig af
fotogenkendelse til at detektere hvilke antibiotikadisks, der er til stede pa agarpladen samt maling
af haemningszoner (8).

IRIS-100 er tilkoblet en computer med et tilhgrende softwareprogram, se figur 1. | dette program
kan der vaelges seks forskellige algoritmer, der repraesenterer seks bakteriearter; Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus

faecalis og Staphylococcus aureus. De forskellige algoritmer anvendes til de forskellige bakterier,

da lysstyrken pa billedet andres ved de forskellige bakterier (8).

Figur 1 (eget foto). Billedet til venstre viser opsaetning af IRIS-100 tilkoblet computer med tilhgrende

softwareprogram. Billedet til hgjre viser indsztning af resistensplade i IRIS-100.
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IRIS-100 tager et billede af resistenspladen og maler automatisk stgrrelsen pa haemningszonerne
samt kommer med et bud pa hvilke antibiotikadisks, der er pa pladen. Disse billeder bliver vist i

softwareprogrammet. Her er det muligt at justere haemningszonerne manuelt ved at klikke ind pa

billedet af pladen i programmet, se figur 2 (8).

oK Cancel
! i
Left mouse: Move the center of the tablet

Change the radias of
sone

J1: Semall tabilet.

F2 8 adiet.

Figur 2 (eget foto). Billedet til venstre viser valg af antibiotikadisk. Billedet til hgjre viser hvordan haemningszoner

justeres.

Efter at hemningszonerne er malt og antibiotika valgt, gemmes billederne med de malte
hamningszoner i programmet. Her er det muligt at se billeder af resistensplader med og uden de

malte heemningszoner.
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1.3. Metodevalg

1.3.1. Prgvemateriale

Prgvematerialet, der benyttes til dette projekt, er isolater fra bloddyrkningsprgver fra laboratoriet
pa KMA. Disse isolater vaelges i forhold til at analysere pa de bakterier fra blod, der modtages pa
afdeling. Isolaterne fra laboratoriet, der benyttes til projektet, er tilfaeldigt valgt. Grunden til at
isolaterne er tilfaeldigt valgt, er for at afspejle den normale arbejdsgang pa KMA, hvor KMA heller
ikke udvaelger, hvilke isolater der skal analyseres.

Er der isolater med for lidt/for meget prgvemateriale eller med blandingskulturer, aflaeses
hamningszonerne ogsa. Dette igen for at afspejle arbejdsgangen i laboratoriet, da prgver med
blandingskulturer vil blive aflaest pa KMA.

Der gnskes resultater fra ca. 70 isolater og der forventes at blive aflaest 5-10 isolater pr. dag fra
laboratoriet i Igbet af en periode pa 3 uger. Der medtages kun fakultativ anaerobe og strikt aerobe
bakterier. Gaer og anaerobe bakterier medtages ikke, da IRIS-100 ikke er udviklet til disse

mikroorganismer pa nuvaerende tidspunkt.

De primzere resistensplader er overtaget fra bloddyrkningssektionen i laboratoriet, hvor disse
plader er udsadet af forskellige bioanalytikere. Pladerne aflaeses bade manuelt og pa IRIS-100 for
det samme isolatnummer, af rapportens forfattere (to bioanalytikerstuderende). Dette ggres for
at give den stgrst mulige overensstemmelse i afleesningen. Derudover udfgres sekundaer
resistensbestemmelse for hver primaer isolat der aflaeses, da denne metode bruges som Golden

Standard pa KMA.

1.3.2. Kvalitetssikring

Til kvalitetssikring af resistensbestemmelse benyttes udvalgte kendte ATCC-kontrolstammer, som
aflaeses og vurderes i henhold til EUCAST’s retningslinjer (6). Disse ATCC-kontrolstammer benyttes
for at kontrollere at analyserne er udfgrt korrekt. Grundet de forskellige isolater der modtages fra
laboratoriet, benyttes bade grampositive og gramnegative ATCC-kontrolstammer. Disse ATCC-
kontrolstammer er; Escherichia coli ATCC 25922 og Staphylococcus aureus ATCC 29213, der
inkuberes i almindelig atmosfaerisk luft og Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 i 5% CO»-

inkubation. Disse ATCC-kontrolstammer er udvalgt, da de repraesenterer bade gramnegative og

10
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grampositive bakterier, der inkuberes i almindelig atmosfeerisk luft og 5% CO,. Hermed testes
inkubationsforholdene, der har betydning for bakterieveekst og agardiffusion.

En yderligere kvalitetssikring er at overholde 15-15-15 reglen i forbindelse med den sekundzere
resistensbestemmelse, i henhold til EUCAST retningslinjer (6).

Dette betyder, at der maksimalt ma ga 15 minutter fra bakteriesuspensionen laves til den udsas pa
pladen. Herefter ma der maksimalt ga 15 minutter fra suspensionen udsas til, at der pasattes
antibiotika pa agarpladen. Tilslut ma der maksimalt ga 15 minutter fra der pasaettes antibiotika pa

pladen til den inkuberes (6).

Til kvalitetssikring af IRIS-100 vaelges den korrekte algoritme, alt efter bakterieart, som vist i Tabel

1side 11.

Tabel 1. Viser IRIS-100 algoritme, for seks bakteriearter.

IRIS-100 algoritme Bakterieart
SP Red Streptococcus pneumoniae
HI Red Haemophilus influenzae
PA Green Pseudomonas aeruginosa
EC Yellow Escherichia coli
EF Yellow Enterococcus faecalis
SA Yellow Staphylococcus aureus

Grunden til at der veelges en bestemt algoritme til hver art er, at lysstyrken varierer alt efter

algoritmerne og ved valg af den korrekte algoritme fas det bedste billedkvalitet.

1.3.3. Dataopseetning

Resultatet af hemningszonerne overfgres til et digital regneark (Excel), saledes at det er muligt at
lave databearbejdelse. Regnearket er opdelt efter gramnegative og grampositive bakterier og
efter primaer og sekundaer resistensbestemmelse. Stgrrelsen pa haemningszonerne noteres i
millimeter og der fortolkes om zonerne er sensitive (S), intermedizre (1) eller resistente (R)
overfor den givne antibiotikadisk. Der hvor haemningszonerne fra den manuelle aflaesning og IRIS-
100 afviger fra hinanden, maerkes resultaterne med rgd farve for very major error (R fortolkes som
S), gul farve for major error (S fortolkes som R) og grgn farve for minor error (S eller R fortolkes

som |, eller omvendt).

11
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2. Materialer og Metode

2.1. Materialeliste
Apparat:
e |RIS-100, PRO Devices
e Computer til IRIS-100
e Densimat, Biomérieux
e Almindelig atmosfeaerisk inkubator 37°C, Memmert IN750
e 5% CO; —inkubator, Thermo Electron Copporation, Hera cell 240

e Retro 80C

Utensilier:
e Sterile vatpind
e Affaldskasser til smittefarligt affald
e @jepodenal 1yl og 10uL
e Reagensglas 5mL

e Lineal

Materialer og reagenser:
e Agarplader med 5% hesteblod, Lot nr. 6770858, SSI
e Laktoseplade, Lot nr. 180313-01, Herlev Hospital
e Miuller-Hinton agarplader uden blod (MH), lot nr. 180313-04
e Miller-Hinton agarplader med blod (MH-F), lot nr. 180315-12
e Sterilt 0,9% NaCl, VITLAB genius

ATCC-kontrolstammer:
e Escherichia coli ATCC 25922
e Staphylococcus aureus ATCC 29213

e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
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Antibiotikadiscs, Oxoid:

Antibiotikadispenser for grampositive bakterier

Periode 19.03.2018 - 04.06.2018

Antibiotikanavn Disknavn
Oxacillin Ox1
Penicillin P1
Cefoxitin FOX30
Erythromcin E15
Clindamycin DA2
Ampicillin AMP2
Rifampicin RD5
Linezolid LzD10
Moxifloxacin MXF5
Gentamicin CN30
Vancomycin VAS
Antibiotikadispenser for gramnegative bakterier
Antibiotikanavn Disknavn
Piperacillin+tazobactam TZP36
Ceftazidim CAZ10
Ciprofloxacin CIP5
Meropenem MEM10
Gentamicin CN10
Trimethoprim+sulfamethizol SXT25
Mecillinam MEL10
Ampicillin AMP10
Amoxicillin+clavulansyre AMC30
Cefpodoxim CDP10
Cefuroxim CXM30
Temocillin TEM30
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2.2. Forspgsdesign for kontroller

Udsaning af ATCC-
kontrolstammer pa

Sekundaer
resistensbestemmelse

Aflaesning af

) haemningszoner
isolatplader :

Dag 1

Figur 3. Viser flowdiagram for metoden til kontrolstammer.

2.2.1. Metode kontroller

Dag 1

De tre valgte ATCC-kontrolstammer blev taget fra KMA’s frysedepot og var svarende til de
kontrolstammer, som EUCAST anbefaler (12).

ATCC-kontrolstammerne Staphylococcus aureus og Streptococcus pneumoniae blev udsaet
manuelt med tretrinsspredning pa en 5% blodplade. ATCC-kontrolstammen Escherichia coli blev
udsaet manuelt med tretrinsspredning pa en laktoseplade. Pladerne blev inkuberet i almindelig

atmosfeerisk luft i 16-24 timer ved 37°C (4; 6).

Dag 2
Der blev udfgrt sekundaer resistensbestemmelse i henhold til EUCAST (6). Sekundaer

resistensbestemmelse blev udfgrt ved at tage materiale fra isolpladen fra den fgrste dag, som blev
opslemmet i 2 ml 0,9% saltvand. Denne bakteriesuspension blev malt pa et densimat og skulle
have en McFarland-vaerdi mellem 0,4 - 0,6 (6).

For Staphylococcus aureus og Streptococcus pneumoniae blev der udsaet 10ul af
bakteriesuspension pa en 5% blodplade ved hjzlp af tretrinsspredning. For Escherichia coli blev
der udsdet 10ul af bakteriesuspension pa en laktoseplade. Herefter blev en vatpind dyppet i
bakteriesuspensionen, som blev totalspredt ved hjaelp af pladeudsprederen (Retro 80C) pa to
MHA-plader, for Staphylococcus aureus og Escherichia coli og to MH-F plader for Streptococcus
pneumoniae. Der blev herefter pasat henholdsvis grampositive og gramnegative antibiotikadisks
pa alle pladerne. Pladerne for Staphylococcus aureus og Escherichia coli blev inkuberet i almindelig

atmosfaerisk luft i 16-24 timer. Streptococcus pneumoniae blev inkuberet i 5% CO2 (4; 6).
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Dag 3

Haemningszonerne blev aflaest manuelt ved brug af en lineal og pa IRIS-100, hvorefter
zonestgrrelserne blev noteret. St@grrelserne pa hamningszonerne blev vurderet efter range og

target i henhold til EUCAST (7).

2.3. Forsggsdesign for bloddyrkningsisolater

Primeer
resistensbestemmelse

. . Sammenligning af manuel
Sekundzer Aflaesning af primaer aflaesning med IRIS-100

resistensbestemmelse resistensbestemmelse aflzesning for primeer

resistensbestemmelse

Sammenligning af
Aflaesning af sekundeer Golden Standard med
resistensbestemmelse sekundaer aflaesning af
IRIS-100

Figur 4. Viser flowdiagram for metoden til bloddyrkningsisolaterne.

2.3.1. Metode bloddyrkningsisolater

Dag1l

Identifikation og resistensbestemmelse denne dag blev udfgrt i laboratoriet af bioanalytikere fra
KMA.

Bloddyrkninger blev modtaget pa afdelingen, hvor de positive bloddyrkninger blev identificeret
ved hjalp af gramfarvning og MALDI-TOF. Ved gramfarvning og mikroskopi blev bakteriens
morfologi og lejring bestemt, samt om bakterien var grampositiv eller gramnegativ. Pa MALDI-TOF

blev bakteriearten bestemt (9).
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Gramnegative kokker og sma stave samt grampositive kokker og stave blev udsaet med 1pL
gjepodenal direkte fra kolben med tretrinsspredning pa isolplader. En vatpind blev herefter
dyppet direkte i bloddyrkningskolben og udsaet pa resistensplader med totalspredning (4; 9).

Ved gramnegative store stave blev der taget 10uL blod med gjepodenal fra bloddyrkningskolben,
som blev fortyndet i 2mL 0,9% saltvand. Herefter blev der taget 1uL af bakteriesuspensionen, som
blev udsaet med tretrinsspredning pa isolplader. En vatpind blev herefter dyppet i suspensionen
og udsaet med totalspredning pa resistensplader (4; 9). Efterfglgende blev der pasat antibiotika alt
efter bakterien. Pladerne blev inkuberet i 16-24 timer ved 37°C i enten almindelig atmosfaerisk luft
eller 5% CO; (4; 6).

Tabel 2, side 16 viser hvilke isol- og resistensplader de forskellige bakterietyper udsas pa (9).

Tabel 2. Viser plader til resistensbestemmelse (4).

5% blodplade Laktoseplade Chokoladeplade Resistensplade
Grampositive + - - MH
kokker i hobe
Grampositive + - - MH-F (i CO,)
kokker i diplo og
kade
Gramnegative + - + MH-F (i CO,)
kokker i diplo
Gramnegative + + - MH
store stave
Gramnegative + + + MH-F (i CO,)
sma stave
Grampositive + - - MH-F (i CO,)
stave

”n

Tabel 2. ”+” er plader der medtages. ”-” er plader der ikke medtages
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Dag 2

Fra dag 2 og frem blev alt laboratoriearbejde udfgrt af rapportens forfattere (to
bioanalytikerstuderende).

Alle isolater blev tildelt et nyt nummer for at anonymisere patientdata - eks. SA1IPB1+SE+0404_1.
SA star for hvilken algoritme, der er benyttet i IRIS-100, 1 star for isolathnummer, P star for primaer
resistensbestemmelse, SE star for hvilken bakterie (Staphylococcus epidermidis) og 0404 star for

isolaternes dato.

Den primaere resistensbestemmelse blev aflaest manuelt og pa IRIS-100. Ved den manuelle
afleesning, blev heemningszonerne malt med en lineal og noteret i et regneark i enheden
millimeter og efterfglgende SIR fortolket.

Ved IRIS-100 aflaesning blev resistenspladen sat ind i IRIS-100-aflaeseren. | programmet, pa den
tilkoblede computer, blev der valgt den korrekte algoritme, alt efter arten.

Herefter blev der trykket start i programmet og IRIS-100 tog et billede af pladen, hvorefter
hamningszonerne blev vist pa computeren. Det fgrste billedet der blev taget blev forkastet
grundet softwareopsaetningen i IRIS-100. Der blev taget et nyt billede, hvor det var muligt at
justere haeemningszonerne i programmet eller godkende forslaget fra IRIS-100. Herefter blev det
tjekket om antibiotikadiskene, IRIS-100 havde foreslaet, stemte overens med dem der var pa
pladen.

Til slut blev pladen navngivet og initialer tilfgjet, hvorefter billedet med de malte haemningszoner
blev gemt i programmet. Resultatet af heemningszonerne blev overfgrt til et regneark og noteret i

millimeter og SIR fortolket.

Sekundaer resistensbestemmelse blev udfgrt i henhold til EUCAST’s retningslinjer (6). Her blev der
taget materiale fra blodpladen fra den primaere resistensbestemmelse, som blev oplgst i 2 ml 0,9%
saltvand. Bakteriesuspension blev malt med en McFarland-vaerdi mellem 0,4 - 0,6 (4; 6).

10 pL af bakteriesuspensionen blev udsaet manuelt med tretrinsspredning, pa en 5% blodplade for
grampositive bakterier og en laktoseplade for gramnegative bakterier. Herefter blev en vatpind
dyppet i bakteriesuspensionen og der blev udsaet med totalspredning, ved hjzlp af

pladeudsprederen (Retro 80C), pa to MH-plader for samtlige bakterier, med undtagelse af
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Streptococcus sp. som blev udsaet pa to MH-F-plader. Herefter blev der pasat antibiotika og
pladerne blev inkuberet ved 37°C i 16-24 timer i enten almindelig atmosfaerisk luft eller 5% CO: (4;

6).

Dag 3

Den sekundzere resistensbestemmelse blev aflaest manuelt og pa IRIS-100 pa samme made som
ved dag 2. Den manuelle sekundzere resistensbestemmelse, i henhold til EUCAST’s retningslinjer,

benyttes som Golden Standard pa KMA, Hvidovre Hospital (6).

2.4. Databearbejdning

Til at belyse afvigelser mellem IRIS-100 og Golden Standard anvendtes en beregningsmetode som
beregner very major error (VME), major error (MAE) og minor error (MIE). Denne
beregningsmetode beskrives blandt andet i felgende artikler; Breteler et al. (13) og Stokkou et al.
(14). Udover at belyse afvigelser blev SIR-overensstemmelser mellem de to metoder ogsa

beregnet.

Afvigelser blev vurderet som very major error, hvis sensitiv ved IRIS-100 men resistent ved Golden
Standard. Major error, hvis resistent ved IRIS-100 men sensitiv ved Golden Standard. Minor error,
hvis intermedizer ved IRIS-100 men sensitiv/resistent ved Golden Standard og omvendt (13).
Fortolkningen af sensitive (S), intermedizere (1) og resistente (R) isolater blev gjort i henhold til

EUCAST breakpoints (7).
Ifglge EUCAST breakpoints er der visse antibiotika, som ikke skal SIR-fortolkes (7). Eksempelvis skal

oxacillin ikke SIR-fortolkes for samtlige grampositive bakterier. Disse data er derfor ikke medtaget i

databehandlingen.
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2.4.1. Udregning af VME, MAE, MIE

Beregningsformlerne for VME, MAE og MIE er som fglgende:

Til beregning af VME divideres det totale antal VME med det totale antal af resistente aflaesninger
ved Golden Standard.

Formel: Totale antal af VME / totale antal af resistente aflaesninger ved Golden Standard

Til beregning af MAE divideres det totale antal af MAE med det totale antal af sensitive
afleesninger ved Golden Standard.

Formel: Totale antal af MAE / totale antal af sensitive afleesninger ved Golden Standard

Til beregning af MIE divideres det totale antal af MIE med det totale antal afleesninger ved Golden
Standard.

Formel: Totale antal af MIE / totale antal aflaesninger ved Golden Standard
Der hvor der er overensstemmelse mellem IRIS-100 og Golden Standards SIR-fortolkning angives
dette som “Total SIR overensstemmelse”.

Formel: Totale antal af SIR-overensstemmelser mellem de to metoder / totale antal aflesninger

Til beregning af total overensstemmelse i procent

Formel: Total antal overensstemmelser / total antal afleesninger *100

Til beregning af totale afvigelser i procent

Formel: Total antal afvigelser / total antal aflaesninger *100
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3. Resultater

Felgende afsnit viser de behandlede resultater for projektet samt resultater for
kontrolstammerne. Til projekt blev der testet 70 isolater fra bloddyrkninger med 35 grampositive
bakterier og 35 gramnegative bakterier. For de grampositive bakterier var der 25 Staphylococcus
sp., otte Streptococcus sp. og to Enterococcus sp. For de gramnegative bakterier var der 20
Escherichia coli, otte Klebsiella sp., fire Enterobacter sp. samt tre gvrige arter. Yderligere blev der
medtaget tre ATCC-kontrolstammer. Resultaterne er opdelt efter grampositive og gramnegative

bakterier.

Felgende data er ikke medtaget i resultatbehandlingen.

Da IRIS-100 ikke har genkendt mecillinam for isolat nummer 2S,5S og 6S for den sekundeere
resistensbestemmelse for gramnegative bakterier, er disse data fra de manuelle aflaesninger ikke
medtaget i databehandlingen. Dette gaelder ogsa for ampicillin og cefuroxim for isolat nummer
18P for den primaere resistensbestemmelse for gramnegative bakterier, hvor data fra de manuelle
afleesninger ligeledes ikke er medtaget i databehandlingen.

Isolat nummer 3P for den primzere resistensbestemmelse for gramnegative bakterier, har gjort at
data for det pagaeldende IRIS-100 isolat ikke er medregnet. Dette grundet en fejl i den manuelle
aflaesning.

En fejl i pasaetning af antibiotika, hvorved at antibiotikummet ikke har kunnet diffundere korrekt

ud i agarpladen, har gjort at resultaterne for SPK3 for erythromycin er ikke medtaget.
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3.1. Kontroller

Periode 19.03.2018 - 04.06.2018

Tabel 3. Viser resultaterne for de tre kontroller: Staphylococcus aureus (ATCC29213), Streptococcus peuomoniae (ATCC49619) og for Escherichia coli ATCC 25922 ved

brug af EUCAST breakpoints (12).

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Escherichia coli

Antibiotika n | Middelvaerdi EUCAST n | Middelvaerdi EUCAST Antibiotika n | Middelvaerdi EUCAST

M IM Target Range M IM Target Range M IM Target Range
Oxacillin 10 21 20 22 19-25 10 16 14 11 8-14 Piperacillin+tacobactam 10 26 25 24 21-27
Penicillin 10 15 13 - - 10 21 19 - - Ceftazidim 10 28 26 26 23-29
Cefoxitin 10 27 26 27 24-30 10 26 24 - - Ciprofloxacin 10 36 33 33 29-37
Erythomycin 10 26 24 26 23-29 9 27 27 29 26-32 | Meropenem 10 35 33 31-31 28-35
Clindamycin 10 26 25 26 23-29 10 24 24 25 22-28 Gentamicin 10 25 24 22-23 19-26
Ampicillin 9 16 15 18 15-21 9 28 28 28 25-31 | Trimethoprim+sulfamethizol 10 27 26 26 23-29
Rifampicin 9 32 31 33 30-36 10 29 28 29 26-32 | Mecillinam 10 28 28 27 24-30
Linezolid 9 24 23 24 21-27 10 27 26 26 23-29 | Ampicillin 10 20 20 18-19 15-22
Moxifloxacin 9 29 27 28 25-31 10 27 26 27 24-30 |Amoxicillin+clavulansyre 10 22 21 21 18-24
Gentamicin 9 26 24 22 19-25 10 16 16 - - Cefpodoxim 10 28 26 25-26 23-28
Vancomycin 9 14 13 - - 10 20 19 20 17-23 | Cefuroxim 10 25 23 23 20-26

Temocillin 10 23 22 - -

n = antal aflaesninger; M = manuel aflaesning malt i mm; IM = IRIS-100 aflaesning malt i mm; Target/range bestemt af EUCAST med enheden mm (12).

Tabel 3 viser middelvaerdien for hemningszonerne malt i mm for Staphylococcus aureus, Streptococcus peuomoniae og Escherichia coli.

Yderligere viser tabellen target og range som kontrollerne skal ligge inden for, i henhold til EUCAST breakpoints. For nogle antibiotika skal

kontrollerne ikke ligge inden for et bestemt target og range i henhold til EUCAST (12). Dette geelder for penicillin og vancomycin for

Staphylococcus aureus, penicillin, cefoxitin og gentamicin for Streptococcus peuomoniae og temocillin for Escherichia coli. Dette er

markeret med ”-".
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3.2. Grampositive isolater

Periode 19.03.2018 - 04.06.2018

Tabel 4. Viser resultaterne for primaer resistensbestemmelse for IRIS-100 (IM) sammenlignet med Golden Standard (GS) for grampositive bakterier, ved brug af

EUCAST breakpoints (7).

Total aflesning GS IM vs. GS Total SIR overensstemmelse VME MAE MIE Total SIR afvigelse

Antibiotika n S | R[S % | 1D % R % | n % SR % |RS % |S21 % DS % |[RI % DR % | n %
Penicillin 34 9 0 25| 9 2647 0 25 73,53 34 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Cefoxitin 28 25 0 3 20 7143 0 31071 23 82,14/ 0 4 16,00 0 1 357 0 0 5 19,57
Erythromycin 35 24 0 11 | 17 4857 0 11 31,43 28 80,00 0 2 8330 5 1429( 0 0 7 22,62
Clindamycin 35 27 0 8 19 5429 0 8 22,86 27 77,14) 0 3 13111 0 5 1429 0 0 8 25,40
Ampicillin 10 9 0 1 9 9000 0 1 10,00[ 10 100,00] 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Rifampicin 3 3 0 0|29 8788 0 0 29 87,88| 0 1 303 0 3909 0 0 4 12,12
Linezolid 35 34 0 1 |24 6857 0 0 24 68,57| 0 8 2353 0 2 571 0 1 2,36 [k 32,10
Moxifloxacin 34 32 0 2 24 70,59 0 2 5,88 26 76,47) 0 7 21,83 0 1 294 0 0 8 24,82
Gentamicin 2 1 0 1 [ 1 5000 0 1 50,00 2 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Vancomycin 25 25 0 0 | 21 8400 0 0 21 84,00 0 0 0 4 1600 O 0 4 16,00
Total overensstemmelse Total afvigelse
Total 21 219 0 52 |1713 0 51 224 82,66 0 25 0 21 0 0 47 17,34

n = antal isolater; S = sensitiv; | = Intermedizer; R = resistent; GS = Golden Standard; IM = IRIS-100; VME = very major error; MAE = major error; MIE = minor error.

| Tabel 4 ses resultaterne for primaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet med Golden Standard for de grampositive

bakterier. Her ses de pagaldende antibiotika, der er brugt til de grampositive bakterier samt SIR-vurderingen for Golden Standard. SIR-

overensstemmelser mellem de to metoder er malt i antal og procent. Yderligere ses hvor mange VME, MAE og MIE afvigelser der er for

de gxldende antibiotika samt den totale SIR-afvigelse. Raekker markeret med mgrkebla, er der hvor der ses flest afvigelser. Ud af disse

afvigelser ses flest for Staphylococcus aureus. Sidste raekke i Tabel 4 viser det totale antal af afleesninger, overensstemmelser og

afvigelser.
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Periode 19.03.2018 - 04.06.2018

Tabel 5. Viser resultaterne for sekundeer resistensbestemmelse for IRIS-100 (IM) sammenlignet med Golden Standard (GS) for grampositive bakterier, ved brug af

EUCAST breakpoints (7).

Total afleesning GS IMvs. GS Total SIR overensstemmelse VME MAE MIE Total SIR afvigelse

Antibiotika n S I R[S % [P % RR % | n % SR % [RIS % [ % 1S % |[RI % DR % | n %
Penicillin 34 10 0 24|10 2941 0 24 7059 34 100,00, 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Cefoxitin 28 25 0 3 25 8929 0 3 10,71 28 100,00{ 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Erythromycin 35 24 0 11| 23 6571 0 11 31,43 34 97,14 0 0 0 1 286 0 0 1 2,86
Clindamycin 34 26 0 8 [ 24 7059 0 8 2353 &2 94,12| 0 0 0 2 588 0 0 2 5,88
Ampicillin 10 9 0 1 9 90,000 0 1 10,00 10 100,00{ 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Rifampicin 34 3 0 1|33 9706 0 1 294 34 100,00, 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Linezolid 35 34 0 1|34 9714 0 1 2,86 35 100,00{ 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Moxifloxacin 34 R 0 2|32 %12 0 2 588 M 100,00, 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Gentamicin 2 1 0 1 | 1 5000 o0 1 5000 2 100,00, 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Vancomycin 25 25 0 0 [ 25 1000 0 0 25 100,00{ 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Total overensstemmelse Total afvigelse
Total m 219 0 52|26 0 52 268 98,89 0 0 0 3 0 0 3 1,11

n = antal isolater; S = sensitiv; | = Intermedizer; R = resistent; GS = Golden Standard; IM = IRIS-100; VME = very major error;

MAE = major error; MIE = minor error.

| Tabel 5 ses resultaterne for sekundaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet med Golden Standard for de grampositive

bakterier. Her ses de pagaldende antibiotika, der er brugt til de grampositive bakterier samt SIR-vurderingen for Golden Standard. SIR-

overensstemmelser mellem de to metoder er malt i antal og procent. Yderligere ses hvor mange VME, MAE og MIE afvigelser der er for

de geldende antibiotika samt den totale SIR-afvigelse. Reekker markeret med mgrkebla, er der hvor der ses flest afvigelser. Ud af de tre

afvigelser ses to afvigelser for Staphylococcus aureus og en for Enterococcus faecalis. Sidste reekke i Tabel 5 viser det totale antal af

aflaesninger, overensstemmelser og afvigelser.
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Periode 19.03.2018 - 04.06.2018

Tabel 6. Viser resultaterne for primaer manuel resistensbestemmelse (PM) sammenlignet med Golden Standard (GS) for grampositive bakterier, ved brug af EUCAST

breakpoint (7).

Total aflasning Manuel aflaesning PMs. GS Total SIR overensstemmelse VME MAE MIE Total SIR afvigelse

Antibiotika n S | RS> % [P % R % | n % SR % (RIS % [S= % 1S % RN % PR % | n %
Penicillin 34 9 0 25 9 2647 0 25 7353 34 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,00,
Cefoxitin 28 25 0 3 22 7857 0 31071 25 89,29 0 2 8,00 0 1 357 0 0 3 11,57
35 % 0 11|19 5429 0 11 3143 30 8571 0 1 417 0 4 14 0 0
Clindamycin 35 27 0 8 25 7143 0 8 2286 33 94,29 0 0 0,00 0 2 571 0 0 2 571
Ampicillin 10 9 0 1] 9 9000 0 1 1000 10 100,00{ 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Rifampicin 34 33 0 1 32 912 0 1 294 33 97,06| 0 0 0 1 294 0 0 1 2,94
Linezolid 34 33 0 0 28 8235 0 0 28 82,35 0 3 9,09 0 2 58 0 0 5 14,97
Moxifloxacin 34 32 0 2 25 7353 0 2 588 27 7941 0 4 1250 0 3 882 0 0 7 21,32
Gentamicin 2 1 0 1 1 5000 0 1 5000 2 100,00{ 0 0 0 0 0 0 0 0,00
Vancomycin 25 25 0 0 24 96,000 0 0 24 96,00 0 0 0 1 400 0 0 1 4,00,
Total overensstemmelse Total afvigelse
Total M 218 0 52|19 0 52 246 90,77| 0 10 0 14 0 0 24 8,86)

n = antal isolater; S = sensitiv; | = Intermedizer; R = resistent; GS = Golden Standard; PM = Primaer manuel aflaesning; VME = very major error; MAE = major error; MIE

=minor error.

| Tabel 6 ses resultaterne for primeaer manuel resistensbestemmelse sammenlignet med Golden Standard for de grampositive bakterier.

Her ses de pagaldende antibiotika, der er brugt til de grampositive bakterier samt SIR-vurderingen for Golden Standard. SIR-

overensstemmelser mellem de to metoder er malt i antal og procent. Yderligere ses hvor mange VME, MAE og MIE afvigelser der er for

de gldende antibiotika samt den totale SIR-afvigelse. Raekker markeret med mgrkebl3, er der hvor der ses flest afvigelser. Ud af disse

afvigelser ses flest for Staphylococcus aureus. Sidste raekke i Tabel 6 viser det totale antal af afleesninger, overensstemmelser og

afvigelser.
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3.3. Gramnegative isolater

Periode 19.03.2018 - 04.06.2018

Tabel 7. Viser resultaterne for primaer resistensbestemmelse IRIS-100 (IM) sammenlignet med Golden Standard (GS) for gramnegative bakterier, ved brug af EUCAST

breakpoints (7).

Total aflaesning GS IM vs. GS Total SIR overensstemmelse VME MAE MIE Total SIR afvigelse|
Antibiotika n S | R[S % [ D1 % [ROR % n % SR % [R>S % | S % [ DS % | R % | DR % n %
Piperacillin-tazobactam 35 33 1 1 33 9429 0 1 2864 34 97,14 0 0 1 284 0 0 0 1 2,84
Ceftazidime 35 32 1 2 32 9143 1 2,86 2 571 35 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,01
Ciprofloxacin 35 29 0 6 29 8286 0 5 1429 34 97,14 0 1 348 0 0 0 0 1 3,49
Meropenem 35 35 0 0 35 100,00 0 0 35 100,00 © 0 0 0 0 0 0 0,01
Gentamicin 34 31 1 2 31 91,18 1 2,94 2 588 34 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,04
Trimethroprim-sulfamethoxazole 35 25 0 10 25 7143 0 10 28,57 35 100,00 O 0 0 0 0 0 0 0,0
Mecillinam 34 27 1 6 27 7941 0 6 176§ 33 97,0 0 0 1 294 0 0 0 1 2,94
34 15 1 18 | 14 4118 0 18 5294 32 9417 0 1 66] 0 0 1 29 o
Amoxicillin-clavulansyre 35 26 1 8 26 7429 0 8 22,84 34 97,14 0 0 0 0 1 284 0 1 2,8
Cefpodoxime 34 29 1 4 29 8529 1 294| 4 11,74 34 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Cefuroxime 34 30 0 4 29 8529 0 4 11,79 33 97,0 0 0 0 1 294 0 0 1 2,94
Temocillin 33 32 0 1 32 9697 0 1 303 33 100,00 © 0 0 0 0 0 0 0,01
Total overensstemmelse Total afvigelse
Total 413 344 7 62 | 342 3 61 406 98,31 0 2 2 1 2 0 7 1,69

n = antal isolater; S = sensitiv; | = Intermedizer; R = resistent; GS = Golden Standard; IM = IRIS-100; VME = very major error; MAE = major error; MIE = minor error.

| Tabel 7 ses resultaterne for primaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet med Golden Standard for de gramnegative

bakterier. Her ses de pagaldende antibiotika, der er brugt til de gramnegative bakterier samt SIR-vurderingen for Golden Standard. SIR-
overensstemmelser mellem de to metoder er malt i antal og procent. Yderligere ses hvor mange VME, MAE og MIE afvigelser der er for
de geldende antibiotika samt den totale SIR-afvigelse. Reekken markeret med mgrkebl3, er der hvor der ses flest afvigelser. Der ses flest

afvigelser for ampicillin, hvoraf den ene afvigelse er for Escherichia coli og den anden for Klebsiella pneumoniae. Sidste raekke i Tabel 7

viser det totale antal af aflaesninger, overensstemmelser og afvigelser.
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Tabel 8. Viser resultaterne for sekundeer resistensbestemmelse for IRIS-100 (IM) sammenlignet med Golden Standard (GS) for gramnegative bakterier, ved brug af

EUCAST breakpoints (7).

Total afleesning GS IM vs. GS Total SIR overensstemmelse VME MAE MIE Total SIR afvigelse|
Antibiotika n S | R[S % [P % |[ROR % n % SR % [R3S % | S % | DS % | R % | DR % n %
Piperacillin-tazobactam 35 33 1 1 31 8357 1 2,86 1 2,86 33 94,29 0 0 0 2 571 0 0 2 57
Ceftazidime 35 32 1 2 31 8857 1 286 2 571 34 97,14 0 0 0 1 286 0 0 1 2,8(1
35 29 0 6 | 29 8286 0 4 1143 3 EIRE 1 16670 0 0 0 1 28 2 19,5
Meropenem 35 35 0 0 35 1000 O 0 35 100,00 O 0 0 0 0 0 0
Gentamicin 34 31 1 2 31 91,18 O 2 584 33 97,08 0 0 1 294 0 0 0 1
Trimethroprim-sulfamethoxazole 35 25 0 10 | 25 7143 0 10 28,57 35 100,00 0 0 0 0 0 0 0
Mecillinam 32 27 1 4 27 8438 0 4 1250 31 96,84 0 0 1 313 0 0 0 1
Ampicillin 35 15 1 19 | 14 40,00 O 19 5429 33 9429 0 1 6671 0 0 1 284 0 2
Amoxicillin-clavulansyre 35 26 1 8 23 6571 0 8 228§ 31 88,57 0 1 384 0 2 571 1 284 0 4
Cefpodoxime 34 29 1 4 28 8235 0 4 11,79 32 94,12 0 0 0 1 294 1 294 0 2
Cefuroxime 35 30 0 5 26 7429 0 5 1429 31 8857 0 0 0 4 1143 0 0
Temocillin 34 32 0 2 32 9412 0 2 584 34 100,00 O 0 0 0 0 0

Total overensstemmelse Total afvigelse

Total 414 344 7 63 | 332 2 61 395 9541 1 2 2 10 3 1 19 4,54

n = antal isolater; S = sensitiv; | = Intermedizer; R = resistent; GS = Golden Standard; IM = IRIS-100; VME = very major error; MAE = major error; MIE = minor error.

| Tabel 8 ses resultaterne for sekundaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet med Golden Standard for de gramnegative
bakterier. Her ses de pagaeldende antibiotika, der er brugt til de gramnegative bakterier samt SIR-vurderingen for Golden Standard. SIR-
overensstemmelser mellem de to metoder er malt i antal og procent. Yderligere ses hvor mange VME, MAE og MIE afvigelser der er for
de gldende antibiotika samt den totale SIR-afvigelse. Reekker markeret med mgrkebl3, er der hvor der ses flest afvigelser samt en very
major error. Ud af disse afvigelser ses flest for Escherichia coli. Sidste reekke i Tabel 8 viser det totale antal af aflaesninger,

overensstemmelser og afvigelser.
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Tabel 9. Viser resultaterne for primar manuel resistensbestemmelse (PM) sammenlignet med Golden Standard (GS) for gramnegative bakterier ved brug af EUCAST

breakpoints (7).

Total afleesning Manuel PMvs. GS Total SIR overensstemmelse VME MAE MIE Total SIR afvigelse|
Antibiotika n S | R[S % [P % |[ROR % n % SR % [R3S % | S % | DS % R % | DR % n % |
Piperacillin-tazobactam 35 33 1 1 33 9429 0 1 2,8 34 97,14 0 0 1 284 0 0 0 1 2,84
Ceftazidime 35 32 1 2|31 88570 1 28] 2 571 34 97,14 0 1 284 0 0 0 0 1 2,8
35 29 0 6 | 29 828§ 0 5 1429 34 97, 1 0 0 0 0 0 1 16,61
Meropenem 35 35 0 0 35 100,00 O 0 35 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,0q
Gentamicin 34 31 1 2 31 91,18 1 294 2 584 34 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,0(]
Trimethroprim-sulfamethoxazole 34 25 0 9 25 7353 0 9 2647 34 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0,0q
Mecillinam 34 27 1 6 27 7941 0 6 1765 33 9708 0 0 1 294 0 0 0 1 2,94
34 15 1 18 | 14 41,18 0 17 500 31 91,1 0 1 29 o 0 1 29 1 2,9
Amoxicillin-clavulansyre 34 25 1 8 25 7353 0 8 2353 33 97,08 0 0 0 0 1 294 0 1 2,94
Cefpodoxime 34 29 1 4 29 8529 0 4 11,74 33 97,08 0 0 1 294 0 0 0 1 2,94
Cefuroxime 34 29 0 5 28 8235 O 5 1471 33 97,08 0 1 294 0 0 0 0 1 2,94
Temocillin 32 31 0 1 31 96,88 O 1 313 32 100,00 O 0 0 0 0 0 0 0,01
Total overensstemmelse Total afvigelse
Total 410 341 7 62 | 338 2 60 400 97,5 1 3 3 0 2 1 10 2,44

n = antal isolater; S = sensitiv; | = Intermedizer; R = resistent; GS = Golden Standard; PM = Primaer manuel aflaesning; VME = very major error; MAE = major error; MIE

=minor error.

| Tabel 9 ses resultaterne for primaer manuel resistensbestemmelse sammenlignet med Golden Standard for de gramnegative bakterier.

Her ses de pagaeldende antibiotika, der er brugt til de gramnegative bakterier samt SIR-vurderingen for Golden Standard. SIR-

overensstemmelser mellem de to metoder er malt i antal og procent. Yderligere ses hvor mange VME, MAE og MIE afvigelser der er for

de geldende antibiotika samt den totale SIR-afvigelse. Reekker markeret med mgrkebl3, er der hvor der ses flest afvigelser samt en very

major error. Ud af disse afvigelser ses flest for Klebsiella pneumoniae. Sidste raekke i Tabel 9 viser det totale antal af aflaesninger,

overensstemmelser og afvigelser.
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Tabel 10. Viser samlet antal VME, MAE og MIE for alle grampositive afleesninger.

VME MAE MIE
n n % n %
Primeer res. IRIS-100 vs. Golden Standard 0 25 11,42 21 7,75
Sekundaer res. IRIS-100 vs. Golden Standard 0 0 3 1,11
Primaer res. Manuel vs. Golden Standard 0 10 4,59 14 5,17

n = antal isolater; VME = very major error; MAE = major error; MIE = minor error.

| Tabel 10 ses resultaterne for de samlede antal VME, MAE og MIE for alle grampositive bakterier.

Tabel 11. Viser samlet antal VME, MAE og MIE for alle gramnegative aflaesninger.

VME MAE MIE

n % | n % n %
Primaer res. IRIS-100 vs. Golden Standard 0 2 058| 5 1,2
Sekundeer res. IRIS-100 vs. Golden Standard| 1 II'1,59 2 0,58 | 16 3,9
Primaer res. Manuel vs. Golden Standard 1 '1,61 3 08| 6 1,5

n = antal isolater; VME = very major error; MAE = major error; MIE = minor error.

| Tabel 11 ses resultaterne for de samlede antal VME, MAE og MIE for alle gramnegative bakterier.

Figur 5 (eget foto). Isolat 3P (Staphylococcus aureus). Figuren viser haemningszoner med uklare/dobbelt zonegraenser

for clindamycin og erythromycin.
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Figur 6 (eget foto). Isolat 5K (Streptococcus pneumoniae). Figuren viser haemningszoner der har dannet a-hamolyse.

Figur 7 (eget foto). Isolat 33P (Staphylococcus aureus). Figuren viser store haemningszoner for rifampicin, linezolid og

moxifloxacin.
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4. Diskussion

Formalet med dette projekt var at sammenligne semi-automatisk aflaesning ved IRIS-100 med
manuel aflaesning af stgrrelsen af heemningszoner ved diskdiffusion. Her blev der testet 70 isolater
fra bloddyrkninger, hvor der ud af disse var 35 grampositive og 35 gramnegative bakterier. For at
understgtte validiteten og reliabiliteten af forsgget, blev der medtaget tre ATCC-kontrolstammer;
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 og Escherichia coli
ATCC 25922.

Resultaterne af heemningszonerne blev malt i mm og SIR-fortolket, hvor det blev angivet hvor
mange very major errors, major errors og minor errors der var mellem de to aflaeesningsmetoder.

| felgende afsnit diskuteres kontrolresultaterne, efterfulgt af resultaterne fra h&mningszonerne,

hvor afvigelser og overensstemmelser diskuteres samt IRIS-100 vurderes.

4.1. Kontroller

| Tabel 3 side 21 ses middelvaerdien samt EUCAST target og range for de tre kontrolstammer
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 og Escherichia coli
ATCC 25922 (12). | bilag 1 side 47 ses alle de malte vaerdier for kontrolstammerne.

For Staphylococcus aureus ligger middelveerdien for bade IRIS-100 afleesningerne og de manuelle
afleesninger alle inden for EUCAST range, med undtagelse af gentamicin. For gentamicin er
middelveerdien for den manuelle aflaesning pa 26 mm, hvor EUCAST range er mellem 19-25 (12).
Dette er en afvigelse pa 1 mm, som hgjst sandsynligt skyldes en aflaesningsfejl, grundet
dobbeltzoner. Ved dobbeltzoner er det den inderste zonegraense der aflases - der hvor der er
100% haemning af bakterien. Det er ikke ualmindeligt, at Staphylococcus aureus danner uklare
zonegranser, som kan veere med til at vanskeligggre aflasningen, hvilket ses i Figur 5 pa side 28
(112).

Ved manuel aflaesning var det vanskeligt at male dobbeltzoner, da det ikke med sikkerhed kunne
bestemmes om det var den inderste zonegraense, der blev malt pa begge sider af
antibiotikadisken. Derimod gjorde lysopsaetningen pa IRIS-100, at der var en hgjere kontrast
mellem haemningszonerne og baggrunden, saledes at zonerne fremstod tydeligere og blev

nemmere at male.
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For Streptococcus pneumoniae er middelvaerdien bade for IRIS-100 og de manuelle aflaesninger
inden for EUCAST range, med undtagelse af oxacillin. Middelvaerdien for oxacillin ligger 2 mm over
EUCAST range for manuel aflaesning, som er pa 8-14 mm (12). Dette kan skyldes at Streptococcus
pneumoniae kan danne a-hamolyse, som ses i Figur 6 pa side 29. a-haemolyse kan vaere vanskeligt
at aflaese, da det er zonegraensen for bakterien der skal aflaeses og ikke zonegraensen for a-
hamolysen (11).

Til behandling af patienten kan det have stor betydning at a-haemolyse aflaeses korrekt i forhold til
antibiotikavalg. Aflaeses haeemolysegraensen i stedet for vil det betyde, at haemningszonen vil blive
malt hgjere og dermed pavirke SIR-fortolkningen. Ligesom ved dobbeltzoner var det nemmere at

afleese a-haemolyse pa IRIS-100 grundet en stgrre kontrast mellem baggrunden og agarpladen.

For Escherichia coli ligger middelvaerdien for alle antibiotika for bade IRIS-100 og den manuelle
aflaesning indenfor EUCAST range (12).

For Escherichia coli kontrollen var der et st@grre range end der var for de to andre kontroller.
Dette ses for blandt andet ciprofloxacin og meropenem der har en range pa 8mm og 7mm,
hvorimod EUCAST range for de grampositive bakteriers antibiotika har en range pa 6mm.

Et stgrre range for de gramnegative aflaesninger kan skyldes, at de to antibiotika danner stgrre
hamningszoner og dermed ses et st@grre range. Stgrre haemningszoner kan vaere svaerere at
afleese, da det ikke altid er muligt at male diameteren og det derfor er ngdvendigt at male radius.
En fejlkilde ved at male radius er, at males der 1mm for meget/lidt i radius, bliver det 2mm

mere/mindre i diameteren — og dermed en fejlkilde i forhold til korrekt medicinering af patienten.

Nar kontrollerne ligger inden for range betyder det, at de faktorer der har indflydelse pa
haemningszonerne ved fglsomhedsbestemmelse er overholdt. Disse faktorer kan veere inokulum,
inkubationstid, inkubationstemperatur, hgjden pladerne er stablet under inkubation, korrekt
mangde antibiotika, tykkelsen pa agarpladen samt overholdelse af 15-15-15 reglen (15).
Eftersom resultaterne for kontrollerne ligger inden for range betyder det, at der er en hgj
reliabilitet og validitet og dermed muligt, at gentage projekts forsgg og teoretisk set fa de samme

resultater for de samme isolater, som blev benyttet til dette projekt.
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4.2. Grampositive bakterier
| felgende afsnit diskuteres der hvor mange very major errors, major errors og minor errors der er

registreret for de grampositive bakterier.

4.2.1. Primaer resistensbestemmelse ved IRIS-100 vs. Golden Standard

| Tabel 4 side 22 ses resultaterne for primaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet
med Golden Standard for grampositive bakterier. Der blev i alt afleest 271 haemningszoner, hvor
der er 224 overensstemmelser mellem IRIS-100 og Golden Standard og 47 afvigelser. Ud af de 47
afvigelser er der 25 major errors og 21 minor errors.

Resultaterne for Tabel 4 viser en total overensstemmelse pa 82,66%, hvilket er under kriteriet pa
90% ifglge Jorgensen. Major errors og minor errors afviger tilsammen 17,34% hvilket er langt over

de 7% (16).

Ifglge Thornsberry et al. (14) skal der veere en total overensstemmelse mellem testmetoden (IRIS-
100) og referencemetoden (Golden Standard) pa over 90%, samtidig med at very major errors og
major errors tilsammen ikke ma afvige mere end 5% (14).

Yderligere mener Jorgensen (16), at den totale overensstemmelse mellem testmetoden og
referencemetoden skal vaere over 90%, samtidig med at very major errors ikke ma afvige mere
end 3% og major errors og minor errors tilsammen ikke ma afvige mere end 7% (16). Til at vurdere
antallet af afvigelser tages der udgangspunkt i Jorgensen, da disse kriterier er modificeret kriterier

fra Thornsberry et al. og dermed er nyere og mere specifikke kriterier (14; 16).

En af grundene til de hgje afvigelser mellem IRIS-100 og Golden Standard kan vaere, at det er to
forskellige udsaningsmetoder der blev sammenlignet. IRIS-100 er aflzest fra den primaere
resistensbestemmelse, mens Golden Standard er afleest fra den sekundeere resistensbestemmelse.
Den sekundaere resistensbestemmelse er udfgrt i henhold til EUCAST retningslinjer, hvor der er et
bestemt inokulum pa agarpladen (6). For den primaere resistensbestemmelse er inokulum ukendt,
da der udsas direkte fra bloddyrkningskolben pa agarpladen. Dette giver forskellige mangder
materiale pa de enkelte agarplader, sa det vides ikke hvor stor en koloniteethed, der er pa
agarpladen. Et for hgjt inokulum kan betyde at haemningszonerne bliver mindre end hvad de reelt

er, idet antibiotikaet vil have sveerere ved at haemme bakterievaksten.
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Et for lavt inokulum giver stgrre afstand mellem bakteriekolonierne og ggr at heemningszonerne

fremstar stgrre end hvad de reelt er (2).

4.2.2. Sekundaer resistenshestemmelse ved IRIS-100 vs. Golden Standard

| Tabel 5 side 23 ses resultaterne for sekundaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet
med Golden Standard for grampositive bakterier. Der er i alt afleest 271 haemningszoner, hvoraf
der er 268 overensstemmelser og 3 afvigelser. Ud af disse afvigelser er der 3 minor errors.

Dette giver en total overensstemmelse pa 98,89%, som er indenfor Jorgensens kriterium, hvor de
samlede overensstemmelser skal vaere pa mindst 90% (16). Samtidig opfylder antallet af major
errors og minor errors ogsa kriteriet, da disse tilsammen giver 1,11%, hvilket er under kravet pa
7% (16).

Den hgje overensstemmelse kan skyldes, at der er et bestemt inokulum for alle isolater, da alle
isolater er udfegrt ved sekundaer resistensbestemmelse i henhold til EUCAST (6). Herved er det
kontrolleret, at der er en bestemt bakteriemaengde for hvert isolat pa agarpladerne.

De tre afvigelser er for isolat nummer 3S og 4S (Staphylococcus aureus) for clindamycin og isolat
nummer 35S (Enterococcus faecalis) for erythromycin. Disse afvigelser kan skyldes, at der er
dannet dobbeltzoner rundt om antibiotikadiskene, som har gjort det vanskeligere at aflaese
stgrrelsen af heemningszonerne. Ved dobbeltzonedannelse er det den inderste zonegraense der

skal afleeses, altsa der hvor antibiotikummet har haemmet bakterien 100% (11).

4.2.3. Primaer manuel resistensbestemmelse vs. Golden Standard

| Tabel 6 side 24 ses resultaterne for primaer manuel resistensbestemmelse sammenlignet med
Golden Standard for grampositive bakterier. Her er der i alt aflaest 272 haemningszoner, hvor der
er 246 overensstemmelser og 24 afvigelser. Ud af disse afvigelser er der 10 major errors og 14
minor errors.

Der er en total overensstemmelse pa 90,77% hvilket netop opfylder Jorgensens kriterium (16). De
10 major errors og de 15 minor errors udggr tilsammen 8,86%, som overstiger de 7% tilladte (16).
13 af afvigelserne ses ved linezolid og moxifloxacin, hvoraf 9 af disse afvigelser er for
Staphylococcus aureus og Staphylococcus epidermidis. Disse to antibiotika danner ofte store

hamningszoner, som kan vanskeligggre afleesningen da radiussen males og ikke diameteren.
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4.2.4. Samlet diskussion for de grampositive bakterier

Galdende for alle de grampositive bakterier er, at der ses flest afvigelser ved antibiotikadiskene;
erythromycin, clindamycin, linezolid og moxifloxacin. Hvis de fire antibiotikadisk blev ekskluderet i
resultaterne, ville der for eksempel ved den primaere resistensbestemmelse for IRIS-100 vs.
Golden Standard (Tabel 4) veere 13 afvigelser i stedet for de 47 afvigelser, da 35 af afvigelserne er
for de fire antibiotika. Grunden til afvigelserne for de fire antibiotikadisk, er at hemningszonerne
har vaeret udfordrende at aflaese.

Ved 10 ud af 26 Staphylococcus sp. isolater var der dannet dobbeltzoner rundt om clindamycin og
erythromycin. Disse dobbeltzoner har gjort aflaesningen vanskeligere, da det er den inderste
zonegraense der skal afleeses. Ved forsgget blev det fundet nemmere at afleese isolater med
dobbeltzoner pa IRIS-100, pa grund af lysopsaetningen, hvor zonegranserne fremstod tydeligere, i
modsatning til den manuelle afleesning.

Ifglge Fiebelkorn et al. (17) som undersggte clindamycinresistens ved diskdiffusionsmetoden for
Staphylococcus sp., blev der ligeledes dannet dobbeltzoner eller uklare zonegraenser for

stgrstedelen af forsggets Staphylococcus aureus isolater (17).

Som det ses i Figur 7 side 29, danner bade moxifloxacin og linezolid store heemningszoner samt
haemningszoner, der ikke har en afgraenset kant. Dette kan vaere sveert at aflaese og grunden til at
der er opstaet afvigelser.

Hamilton-Miller et al. (18) har foretaget et forsgg hvor linezolid blev fglsomhedsbestemt ved bade
diskdiffusion og MIC (mindst heemmende koncentration) ud fra CLSI og BSAC (British Society for
Antimicrobial Chemotherapy) retningslinjer for fglsomhedsbestemmelse (18). Hamilton-Miller et
al. har ligeledes observeret at linezolid danner store haamningszoner ved diskdiffusion. Desuden
blev heemningszonerne malt stgrre ved diskdiffusionsmetoden i henhold til BSAC retningslinjer
end ved CLSI retningslinjer. Ved maling af MIC blev det modsat observeret, at resultaterne blev
malt til samme MIC-vaerdi for begge retningslinjer (18). Hamilton-Miller et al. papeger derfor at
MIC er bedre end diskdiffusion til falsomhedsbestemmelse af linezolid, pa grund af de store

hamningszoner ved diskdiffusionsmetoden (18).

Afvigelserne for linezolid kan ogsa skyldes at antibiotikummet ligger mellem moxifloxacin og
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rifampicin, der begge danner store ha&mningszoner. Derfor har det oftest ikke vaeret muligt at
male diameteren, hvorved radius er blevet malt. Males radius i stedet for diameter kan det give
den fejl, at hvis der males 1mm for meget i radius, bliver dette 2mm for meget i diameter.

Dette har betydning for SIR-fortolkningen hvis EUCAST breakpoints ligger taet pa hinanden for de
givne antibiotika. Breakpoints for SIR-fortolkningen for linezolid og moxifloxacin, for
Staphylococcus sp., adskilles med 1mm. En malefejl hvor zonestgrrelsen ligger taet pa breakpoint
vil derfor have betydning for SIR-fortolkningen og kan have en betydning for patienten samt
behandlingsmulighederne. Eksempelvis vil afvigelser for linezolid have betydning for patienten, da
antibiotikummet bruges til MRSA-behandling til de indlagte patienter (19).

Ifglge Pletz et al. (20) kan moxifloxacin anvendes i samspil med beta-laktamantibiotika til
behandling af patienter med sepsis (20). Hvis der behandles efter de 11 major errors der blev
noteret for moxifloxacin, for de grampositve bakterier vil dette mindske patientens
behandlingsmuligheder. Patientens behandlingsmuligheder vil blive mindsket da bakterien bliver
fortolket som resistent for moxifloxacin i testmetoden, men er sensitiv i referencemetoden,

hvorved moxifloxacin ikke vil kunne bruges til behandling af sepsis (20).

Kriteriet om at der skal vaere en total overensstemmelse mellem de to metoder pa over 90% ifglge
Jorgensen, stemmer overens med den samlede overensstemmelse i Tabel 5 og 6, som er pa
henholdsvis 98,89% og 90,77% (16).

| Tabel 4 side 22 stemmer procenten ikke overens med kriteriet, da den samlede
overensstemmelse er pa 82,66% (16). Arsagen til den hgje afvigelse i Tabel 4, kan skyldes at
stgrrelsen pa haemningszonerne har veeret vanskelige at aflaese grundet dobbeltzoner, store
hamningszoner samt a-ha@molyse. En anden arsag til afvigelserne kan vaere det forskellige

inokulum mellem den primaere resistensbestemmelse og Golden Standard.
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4.3. Gramnegative bakterier
| felgende afsnit diskuteres hvor mange very major errors, major errors og minor errors der er for

de gramnegative bakterier.

4.3.1. Primaer resistensbestemmelse ved IRIS-100 vs. Golden Standard

| Tabel 7 side 25 ses resultaterne for primaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet
med Golden Standard for gramnegative bakterier. Her er der aflaest 413 haemningszoner, hvor der
er 406 overensstemmelser og 7 afvigelser. Ud af disse afvigelser er der 2 major errors og 5 minor
errors.

Den totale overensstemmelse udggr 98,36%, hvilket er over kriteriet pa de 90% ifglge Jorgensen
(16). Antallet af major errors og minor errors udggr tilsammen 1,69%, hvilket er under de 7% som
er kriteriet nar der sammenlignes en testmetode med en referencemetode (16).

| modsaetning til de grampositive resultater, hvor der ses flest afvigelser ved sammenligning af
primaer resistensbestemmelse ved IRIS-100 og Golden Standard, ses der i Tabel 7 en hgj
overensstemmelse. Grunden til den hgje overensstemmelse kan skyldes at de gramnegative
isolater fra dette forsgg ofte dannede skarpe og afgraensede haemningszoner. Dette gjorde det
nemmere at aflaese ha&mningszonerne i modsaetning til de grampositive isolater, hvor

mikroorganismerne oftere dannede dobbeltzoner samt a-haemolyse.

4.3.2. Sekundaer resistenshestemmelse ved IRIS-100 vs. Golden Standard

| Tabel 8 side 26 ses resultaterne for sekundaer resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet
med Golden Standard for gramnegative bakterier. Der er i alt afleest 414 haemningszoner, hvor der
er 395 overensstemmelser og 19 afvigelser. Ud af disse afvigelser er der 1 very major error, 2
major errors og 16 minor errors. Det samlede antal overensstemmelser udggr 95,41% og samtidig

overstiger major errors og minor errors ikke kriteriet pa 7%, da det ligger pa 4,44% (16).

| tabellen ses den fgrste af i alt to very major errors, hvor haemningszonen er blevet fortolket som
sensitiv for den sekundaere resistensbestemmelse for IRIS-100, men er fortolket som resistent i
Golden Standard. Dette vil have betydning for patientbehandlingen, da patienten vil blive

behandlet med et antibiotikum som bakterien er resistent mod og dermed ikke kunne
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draebe/haemme bakterien. Denne very major error ses for Escherichia coli for ciprofloxacin, hvor
den manuelle aflaesning er malt til 24 mm (R) og IRIS-100 aflaesningen er malt til 27 mm (S). Dette
er en afvigelse pa 1,59%, hvilket er under kriteriet om at very major errors ikke ma afvige mere
end 3% ifglge Jorgensen (16).

Grunden til den very major error for ciprofloxacin kan vaere, at antibiotikummet kan danne store
hamningszoner, som kan give afvigelser i aflaesningen, nar radius aflaeses frem for diameteren.
Ved very major error afvigelsen i Tabel 8 side 26 blev stgrrelsen pa h&mningszonen malt til 24mm
for Golden Standard og 27mm ved IRIS-100. Her er det meget muligt at den manuelle aflaesning er
blevet aflaest forkert, hvis radiussen er blevet malt 1mm for lavt og dermed blevet 2mm for lidt i
diameteren. Hvis dette er tilfeeldet ville bade den manuelle aflaesning og IRIS-100 aflaesningen
begge have veeret sensitive og der ville derfor ikke have vaeret en very major error.

Sanchez et al. (21) har udfgrt et lignende forsgg, hvor der sammenlignes en automatisk
hamningszoneaflaser (OSIRIS video-assisted reading system) med diskdiffusion. Udover at male
afvigelserne i procent, har de yderligere et kriterium for, at der er en total overensstemmelse, hvis
de to metoder ikke afviger mere end 3mm (21). Bruges dette til at vurdere den very major error i
tabellen, ville der ikke have vaeret en very major error, men derimod en total overensstemmelse,

da de to metoder afviger 3mm.

4.3.3. Primaer manuel resistensbhestemmelse vs. Golden Standard

| Tabel 9 side 27 ses primaer manuel resistensbestemmelse sammenlignet med Golden Standard
for gramnegative bakterier. Her er der aflaest 410 ha&amningszoner, hvor der er 400
overensstemmelser og 10 afvigelser. Ud af disse afvigelser er der 1 very major error, 3 major
errors og 6 minor errors.

Der er en total overensstemmelse pa 97,57%, som opfylder Jorgensens kriterium pa 90% (16).

| tabellen ses ogsa en very major error for det samme isolat og antibiotikum som i Tabel 8. Her
males haemningszonen for Golden Standard til 24mm (R) og den primaere manuelle aflaesning
males til 28mm (S). Da det er det samme isolat hvor den very major error ses, er det hgjst

sandsynligt den samme manuelle aflaesningsfejl - at radius er malt i stedet for diameteren.
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Very major error afvigelsen er pa 1,61% og dermed under de 3% som er kriteriet (16). Major errors

og minor errors overstiger ikke kriteriet pa 7 %, da de er pa 2,04% (16).

4.3.4. Samlet diskussion for de gramnegative bakterier

Galdende for alle de gramnegative resultater er, at der ses flest afvigelser for ampicillin,
ciprofloxacin, amoxicillin-clavulansyre og cefuroxim for Escherichia coli og Klebsiella pneumoniae.
Fejltolkes ampicillin vil det have betydning for behandlingen af patienten, da ampicillin benyttes
som f@rstevalg til behandling af sepsis (19). Hvis ampicillin fortolkes som resistent i Golden
Standard, men sensitiv ved IRIS-100, vil patienten blive behandlet med et antibiotikum som
bakterien er resistent over for, hvis der behandles efter IRIS-100 resultatet.

Som der ses i Tabel 7 side 25, fortolkes ampicillin som sensitiv i Golden Standard, men resistent
ved IRIS-100, som er en major error. Behandles der efter IRIS-100 resultatet vil dette begraense
behandlingsmulighederne for patienten og der vil blive behandlet med et andet antibiotikum som
muligvis ikke er ngdvendigt.

Grunden til afvigelserne, der ses ved ciprofloxacin, kan veere at nar antibiotikaet danner store
hamningszoner og antibiotikaene ved siden af ogsa danner store haemningszoner har det ikke
veaeret muligt at male diameteren ved den manuelle aflaesning, men kun radius. Igen kan radius
give anledning til at zonestgrrelserne males for store eller sma. Ved IRIS-100 bliver diameter altid
malt, derved kan afvigelsen opsta nar IRIS-100 males ved diameteren og manuelt males ved

radius.

Edelman et al. (1) har foretaget et lignende forsgg hvor der sammenlignes en testmetode over for
en referencemetode for bloddyrkningsisolater (1). Ved Edelman et al. forsgg var der flest
afvigelser for de gramnegative bakterier for antibiotikaene amoxicillin-clavulansyre og cefuroxim
(1; 15).

Ved projektets forsgg var der ogsa en del afvigelser ved disse to antibiotika, noget der kan skyldes
dobbeltzoner, som har gjort afleesningen vanskeligere. Afvigelser for cefuroxim kan have en
betydning for det kliniske udfald, da cefuroxim bruges til patienter der har penicillinallergi (19).
Som det ses i Tabel 9 side 27 er der en major error for cefuroxim, som er fortolket resistent ved

IRIS-100, men sensitiv i Golden Standard. Hvis der her behandles efter IRIS-100 resultatet, vil dette
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mindske behandlingsmulighederne for patienter med penicillinallergi (19). Samtidig anvendes
amoxicillin-clavulansyre ogsa nar penicillin ikke kan benyttes. En fejl i SIR-fortolkningen vil derfor

ogsa have betydning for behandlingsmulighederne til patienten (19).

4.4. Betydning af very major error, major error og minor error

| Tabel 10 side 28 ses det samlede antal very major errors, major errors og minor errors for alle
grampositive bakterier. Her er der observeret flest afvigelser ved sammenligning af IRIS-100 fra
primaer resistensbestemmelse med Golden Standard. Her er der observeret 27 major errors og 22
minor errors.

Tabel 11 side 28 viser det samlede antal very major errors, major errors og minor errors for alle
gramnegative bakterier. Her er der observeret flest afvigelser ved sekundaer
resistensbestemmelse for IRIS-100 sammenlignet med Golden Standard, hvor der er observeret 16
minor errors. | Tabel 11 side 28 ses der yderligere to very major errors, i modsatning til Tabel 10,

hvor der ingen very major errors var.

Generelt for de to tabeller er der observeret flest afvigelser for de grampositive bakterier.
Grunden til at der er feerre afvigelser for de gramnegative bakterier kan vaere, at de gramnegative
bakterier dannede en skarpere kant pa ha&mningszonen ved dette forsgg, end de grampositive
bakterier, der dermed har gjort de gramnegative bakterier nemmere at aflaese.

Ved de gramnegative afleesninger var der to very major errors. Very major errors burde undgas
idet, det vil have betydning for patienten, da bakterien vil blive fortolket som sensitiv i
testmetoden, men vaerende resistent i referencemetoden. Dette vil have betydning for
antibiotikabehandlingen og behandlingsmulighederne for patienten, da patienten vil blive
behandlet med antibiotika som bakterien er resistent overfor (14). Ifglge Jorgensen ma antallet af
very major errors ikke overstige 3%. De to very major errors der var ved dette forsgg 13 pa 1,59%

og 1,61%, hvilket ikke overstiger kriteriet pa 3% (16).
Vurderes resultaterne med udgangspunkt i Sanchez et al., ville en af de to very major errors ikke

vaere blevet fortolket som en very major error (21). Her mener Sanchez et al. at der er en total

overensstemmelse mellem de to metoder hvis malingerne afviger < 3mm. Til projektet blev den
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ene aflasning malt til 24mm, mens den anden aflaesning blev malt til 27mm, hvilket er en
afvigelse pa 3mm.

Det har stor betydning for SIR-fortolkningen om resultaterne vurderes ud fra procentafvigelser
eller afvigelser i mm. Fortolkes resultatet som resistent ved IRIS-100 og sensitiv ved Golden
Standard, vil resultatet enten blive fortolket som sensitiv eller resistent hvis der er en afvigelse pa
under 3mm. Dette er noget der vil have en betydning for antibiotikabehandlingen, hvor udfaldet
kan veere at patienten far den forkerte behandling.

Fra et klinisk perspektiv er major errors mindre kritiske end very major errors, idet at bakterien vil
blive fortolket som resistent i testmetoden, men vaerende sensitiv i referencemetoden. Major
errors pavirker ikke pa samme made antibiotikabehandlingen som very major errors, men vil
mindske antallet af behandlingsmuligheder. Dette er et problem for infektioner forarsaget af

resistente mikroorganismer (14).

Forskellen mellem afvigelserne for de grampositive og gramnegative bakterier er, at for de
grampositive bakterier er der flest afvigelser for de bakteriostatiske antibiotikas, mens der er flest
afvigelser ved de baktericide antibiotikas for de gramnegative bakterier. Afvigelserne skyldes
ngdvendigvis ikke IRIS-100 aflaesningsmetoden, men derimod antibiotikadiskene, da
hamningszoner kan vaere svaere at afleese af forskellige arsager sasom dobbeltzoner, a-haemolyse
og store haemningszoner. Yderligere kan afvigelserne skyldes, at der er forskellig inokulum ved
sammenligning af primaer resistensbestemmelse med Golden Standard.

Alle afvigelserne er gennemgaet for at vurdere om der var et mgnster i, at afvigelserne blev
observeret ved den samme bakterieart. Afvigelserne ses for alle bakteriearter, noget der tyder, pa
at det blandt andet er stgrrelsen pa heemningszonen der har haft indflydelse pa afvigelserne.

Dog ses der flest afvigelser for Staphylococcus aureus, Escherichia coli og Klebsiella pneumoniae.
Da der blev analyseret flest isolater fra disse tre bakteriearter, er det ikke overraskende at der er

flest afvigelser ved disse.
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4.5. Vurdering af IRIS-100

Generelt var der hgj overensstemmelse mellem de to afleesningsmetoder; IRIS-100 og Golden
Standard. Samme resultat blev observeret af Hombach et al. (22), som har foretaget et lignende
forspg mellem automatisk aflaesning (Sirscan automatic) og manuel aflaesning af haamningszoner
ved diskdiffusion (22). Hombach et al. oplevede at ingen af de to metoder systematisk malte
haemningszonerne hgjere eller lavere sammenlignet med hinanden for Staphylococcus sp. (22).
Dette er i kontrast til projektets forsgg, hvor det blev observeret at IRIS-100 malte
hamningszonerne en smule lavere sammenlignet med manuel aflaesning for bade grampositive og
gramnegative isolater. Det samme gjorde sig geeldende for kontrolisolaterne.

Hvis haemningszonerne males lavere end hvad de er, vil det betyde at der er stgrre risiko for at
bakterierne bliver fortolket som resistente men ikke er det. Dette vil betyde at der er faerre
behandlingsmuligheder for patienten.

At automatisk afleesning maler heemningszonerne lavere end manuel aflaesning er yderligere
blevet observeret i to andre lighende forsgg, hvor en automatisk haamningszoneaflaeser er
sammenlignet med manuel aflaesning ved diskdiffusionsmetoden (21; 23). | begge disse forsgg
oplevede forfatterne ligeledes at den automatiske aflaesning malte haemningszonerne mindre end

den manuelle afleesning (21; 23).

En grund til at IRIS-100 malte ha&mningszonerne mindre kan vaere at diameteren altid aflaeses
modsat den manuelle aflaesning, hvor det ikke altid er muligt at male diameteren, hvorved radius
males. Dette kan eksempelvis betyde at diameteren kan blive 4mm for meget, hvis radius males
2mm for meget. Idet at IRIS-100 altid benytter sig af diameteren til aflaesning af haemningszonerne
kan automatisk aflasning vaere med til at standardisere aflaesning af haemningszoner. Dette
understgttes ogsa af Idelevich et al. (23), der har sammenlignet ADAGIO automated system med
diskdiffusion (23). Idelevich et al. mener, at manuel aflaesning af fglsomhedsbestemmelse kan give
interpersonelle variationer i resultatet, grundet den subjektive aflaesning (23). Subjektiv aflaesning
vil altid vaere en faktor ved manuel afleesning af haemningszoner i og med, at det er personer der
afleeser heemningszoner, og dermed giver denne interpersonelle variation.

Yderligere papeger Hombach et al. at der ved manuel aflaesning er variationer, som ikke kan

forekomme ved automatisk aflaesning af h&emningszoner pa grund af standardisering af blandt
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andet lys, placering af agarpladen og baggrunden (22). Ved manuel aflaesning mener Hombach et
al. at lys, vinkel af agarpladen og om agarpladen aflaeses fra toppen eller bunden varierer alt efter
hvem der aflaeser heemningszonerne (22). Dette gjorde sig ogsa geeldende ved projektets forsgg,
hvor isar lys havde en stor betydning for, hvordan de manuelle haemningszoner blev aflaest. Ved

IRIS-100 var dette standardiseret, idet der skulle vaelges en algoritme for hver bakterieart.

En fordel ved IRIS-100 er, at alle billeder af resistenspladerne gemmes. Dette ggr det muligt at ga
tilbage og kigge pa de malte heemningszoner. Herved er det muligt at dobbelttjekke resultater
samt at gemme data fra kontrolisolater. Dette er en stor fordel hvis isolatpladerne ikke leengere er
tilgaengelige og det gnskes at ga tilbage og tjekke resultaterne. KMA benytter sig af
billeddokumentation til blandt andet podninger, hvor billeder tages og gemmes i 3 maneder. Da
der pa nuvaerende tidspunkt ikke tages billeder af resistensplader fra bloddyrkningsisolater pa
KMA, er det en fordel at IRIS-100 tager billeder af resistenspladerne.

Ogsa Idelevich et al. ser automatisk aflaesning som en fordel, da data fra kontrolmalinger gemmes
(23). Til projektets forsgg var det en stor fordel at IRIS-100 gemte billederne. Dette gjorde det
muligt at sammenligne de manuelle aflaesninger med IRIS-100, hvis der var stor
uoverensstemmelse mellem de to aflaesninger.

En yderligere fordel ved IRIS-100 er, at det er nemmere at male haemningszoner, der ikke har en
skarp kant, grundet kontrasten mellem resistenspladen og baggrunden pa billedet. Der hvor der

var hamningszoner med skarpe kanter, var manuel aflaesning pa samme niveau som IRIS-100.

En ulempe ved IRIS-100 er, at der hvor antibiotikadisken ligger for langt ude mod kanten af
agarpladen, kan IRIS-100 ikke opfange antibiotikadisken pa billedet. Herved er det ikke muligt for
IRIS-100 at male hamningszonerne. Nar IRIS-100 ikke kunne registrere antibiotikadisken var det til
forsgget ikke muligt at tegne en haemningszone rundt om antibiotikadisken i programmet.
Idelevich et al. oplevede en ulempe ved automatisk afleesning af heemningszoner for Haemophilus
influenzae isolater grundet den svage vaekst pa agarpladen (23). Denne ulempe blev ikke oplevet
ved projektets forsgg, hvor det var nemmere at aflaeese haemningszoner for Haemophilus
influenzae samt andre isolater udsaet pa MH-F-plader ved IRIS-100. Arsagen til dette var den hgje

kontrast mellem billedet og baggrunden i IRIS-100.
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4.6. Konklusion

Projektets resultater viste stor overensstemmelse mellem de to afleesningsmetoder — IRIS-100
over for Golden Standard (manuel afleesning i henhold til EUCAST).

For de grampositive bakterier var der en gennemsnitlig overensstemmelse pa 91%. For de
gramnegative bakterier var der en gennemsnitlig overensstemmelse pa 97%.

Det kan konkluderes at den hgje overensstemmelse mellem IRIS-100 og Golden Standard viser at
IRIS-100 har et klinisk potentiale til afleesning af haamningszoner ved diskdiffusion, til fortolkning
af SIR for bloddyrkningsisolater.

Yderligere kan det konkulderes, at IRIS-100 kan anvendes til at standardisere aflaesninger af

hamningszoner ved diskdiffusion.

4.7. Perspektivering

Da flere studier har fundet det svaert at afleese Haemophilus influenzae isolater grundet den svage
vaekst, kunne det vaere interessant at foretage et forsgg med flere isolater fra Haemophilus
influenzae.

Til et nyt forsgg ville det yderligere veere interessant at optimere aflasningsforholdene for de
manuelle aflaesninger, saledes at lysforhold og baggrund bliver af samme kvalitet for begge
aflaesningsmetoder.

Et yderligere aspekt til et nyt forsgg kunne vaere tidsmaling. Her kunne tiden males for bade de

manuelle aflaesninger og de semi-automatiske aflaesninger og derefter sammenlignes.
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Bilag 1

Tabel 12. Viser radata for Staphylococcus aureus ATCC-kontrolstammen.

Oxacillin Penicillin Cefoxitin i Cli i picilli if ici Linezolid

Kontrolstamme M MM MM MM MM MM M[M M[M M[M MM IM[M M
SAIK 20 20 | 14 14 [ 26 27 [ 26 25 [ 26 27 | 16 16 | 28 31 | 26 23 | 30 30| 26 26| 13 13
SA2K 22 20 | 14 14 [ 28 26 [ 26 25 [ 26 25| 18 16 | 30 34| 26 22| 28 28| 27 26| 15 14
SA3K 22 20 | 16 14 [ 28 26 | 26 24 [ 28 26 | 18 16 | 34 31 | 24 23] 32 28| 26 24| 14 13
SA4K 22 19 | 16 14 [ 28 27 [ 30 25 [ 26 23 [ 17 - [ 32 - [ 26 -3 -[|27 -] 14 -
SASK 19 19 | 13 12 | 23 26 | 26 23 | 23 23 | 14 13 | 32 30 [ 22 22 [ 28 27 | 26 24| 14 13
SA6K 22 19| 14 14 [ 27 27 [ 24 24[ 26 26| 15 15[ 32 30| 24 26| 30 28| 26 24| 14 12
SATK 22 19 | 14 13 [ 27 26 [ 25 25 [ 26 23| 16 15| 32 30 | 24 24 30 26| 25 23| 14 13
SABK 23 20 | 13 12 [ 27 25 [ 26 23 [ 26 23 [ 17 15[ 32 31| 24 22| 28 23| 26 23| 14 13
SAIK 22 20 | 15 13 [ 28 26 | 26 24 [ 28 25 | 17 15 | 34 31 | 24 23| 30 28| 26 24| 15 13
SA10K 23 20 | 14 13 [ 27 25 [ 26 24 [ 24 24[ 16 15[ 33 29| 26 23] 28 27| 22 23] 14 13
Middelvaerdi 22 20 14 13| 27 26| 26 24| 26 25 16 15 32 31 25 23 29 27 26 24 14 13
EUCAST breakpoint

Targeti mm 22 - 27 26 26 18 33 24 28 22 -
Range i mm 19-25 - 24-30 23-29 23-29 15-21 30-36 21-27 25-31 19-25 -

Tabel 13. Viser radata for Streptococcus pneumoniae ATCC-kontrolstammen.

Oxacillin Penicillin Cefoxitin Erythromycin Clindamycin Ampicillin Rifampicin Linezolid
Kontrolstamme M M M M M ™M M M M ™M M M M M M M M M M M M M
SP1K 12 13 20 21 26 26 30 25 24 26 30 29 30 30 28 26 30 28 17 17 20 22
SP2K 12 14 19 20 25 25 30 28 26 23 30 28 30 27 28 26 26 26 16 16 18 19
SP3K 14 15 22 20 28 23 8 9 26 24 26 28 30 28 30 28 28 27 14 15 18 18
SP4K 17 12 23 19 26 27 23 25 23 24 30 28 34 28 28 23 32 26 17 15 22 19
SP5K 18 13 21 19 27 23 24 28 24 23 34 = 28 27 26 27 28 26 16 15 22 19
SP6EK 14 15 19 21 26 25 27 28 24 24 28 29 27 27 30 27 27 26 13 14 20 21
SP7K 15 12 20 20 26 27 32 30 26 27 28 35 30 31 26 29 28 28 18 17 21 21
SP8K 16 13 21 18 26 23 27 26 24 22 28 26 27 27 28 24 24 24 16 15 18 18
SP9K 20 20 20 18 25 23 28 26 24 22 28 27 28 26 25 25 26 24 17 16 19 20
SP10K 17 12 20 18 23 22 26 25 23 21 27 26 28 25 25 25 25 24 16 16 18 17
Middelveerdi
EUCAST breakpoint
Targeti mm 11 - - 29 25 28 29 26 27 | - 20
Range i mm 8-14 = = 26-32 22-28 25-31 26-32 23-29 24-30 | = 17-23

Tabel 14. Viser radata for Escherichia coli ATCC-kontrolstammen.

Piperacillin+tazobactam Ceftazidim Cij i icir i i i illi Ampicillin | Amoxicillin+clavulansyre |  Cefpodoxim Cefuroxim Temocillin
Kontrolstamme M M M M M M M M M M M M M M| M M M M M M M M| M M
EC1K 24 26 27 28| 34 32|32 33|24 23 23 26 26 33|20 21 22 22 28 27| 24 25| 22 24
EC2K 26 25 28 27| 42 39|38 3|26 24 30 27 26 28| 18 19 20 21 30 25|26 22| 24 21
EC3K 24 25 26 25| 36 32| 32 31|24 24 28 26 28 28| 20 20 23 22 28 26| 24 24| 23 22
EC4K 28 25 30 28| 40 35| 35 34| 28 26 28 26 28 27| 20 20 22 22 28 27| 24 24| 24 23
EC5K 25 23 28 26| 26 34| 34 31| 26 24 28 25 27 25|20 20 22 20 28 25|24 23| 22 21
EC6K 26 24 28 23| 34 36| 34 32|24 24 22 26 32 28|20 19 23 22 26 26| 25 23| 23 22
EC7K 27 25 28 28| 38 28| 39 32|25 25 30 27 30 28| 20 20 24 23 30 28| 26 25| 24 23
EC8K 25 23 30 26|36 32| 32 33|23 23 28 24 27 26| 20 19 22 20 28 24124 22|23 21
ECOK 26 25 26 26| 34 35| 36 33|27 23 27 26 27 27| 2 19 24 21 28 25| 26 23| 24 22
EC10K 26 24 28 25|36 31|35 32|26 24 23 26 29 27|21 19 22 21 28 26| 23 23| 23 23
Middelveerdi ‘ 26 25 ‘ 28 26 36 33 35 33 ‘ 25 24 27 P 28 28 20 20 22 21 28 26 25 23 23 22
EUCAST breakpoint
Targeti mm 24 26 33 31-32 2223 26 27 18-19 21 25-26 23 -
Range i mm 21-27 23-29 29-37 28-35 19-26 23-29 24-30 15-22 18-24 23-28 20-26 =
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