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Kapitel 38

Alment om antibiotika og maling
ved hj®lp af agardiffusionsmetoden

Kapitlerne i dette afsnit er udarbejdet i naert samarbejde med
overlege Jorgen Bang, antibiotikaafdelingen

1. Historisk indledning

De forste antimikrobielle kemoterapeutika, der kendes, er naturprodukter
fra planter (i dette kapitel bruges udtrykket antibiotika om alle antimikro-
bielle kemoterapeutika). Sadanne produkter har varet anvendt pa empirisk
grundlag i drhundreder, indtil isolering og renfremstilling af de aktive stoffer
pébegyndtes i 1817-20 med renfremstillingen af emetin fra ipecacuanharod
og kinin fra cinchona-bark (Pelletier & Caventou fra Paris). Ipecacuanharod
anvendtes af de indfedte i Brasilien til behandling af amebedysenteri for
Columbus opdagede Amerika, og cinchonabark havde vare brugt til behand-
ling af malaria i lange tider.

Med erkendelsen i sidste fjerdedel af forrige arhundrede (Pasteur, Koch og
deres elever) af, at mange sygdomme skyldtes mikroorganismer, var grunden
lagt for en rationel anvendelse af desinfektionsmidler til sygdomsforebyggelse
og -bekempelse. Desinfektionsmidler var pa det tidspunkt den tekniske be-
tegnelse for alle slags antimikrobielle stoffer. De grundlaeggende metoder til
bedommelse af desinfektionsmidlers heemmende eller drabende effekt pa
mikroorganismer in vitro og in vivo udvikledes af Koch i 1881, ogi arene der-
efter underspgte von Behring en mangde forskellige desinfektionsmidlers
effekt in vitro og in vivo ved at indsprojte disse midler p4 inficerede forsegsdyr.
Disse terapeutiske forsog faidt dog skuffende ud, da de anvendte midler enten
var for giftige eller kun havde ringe eller ingen kurativ virkning (von Behring
1890).

En ny rationel era indledtes, da kemoterapiens fader, Ehrlich (Guttman
& Ehrlich 1891) med god effekt anvendte et farvestof, metylenblat, til be-
handling af to patienter med malaria. Baggrunden var, at dette stof var parasi-
totropt, idet det kunne farve malariaparasitter in vitro, og at Ehrlich fra sit
arbejde med metylenblat vidste, at det ikke var toksisk og at det farvede
blodlegeme-inklusioner in vivo. Fra Ehrlich og medarbejdere udgik der kort
efter &rhundredskiftet en rakke arbejder om syntetiske kemoterapeutika
fremstillet ud fra farvestoffer og arsenforbindelser (de gik ud fra det af eng-
leenderen Thomas og hans medarbejder Breinl (Thomas 1905) indferte ret
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toksiske arsenik-derivat, atoxyl, som var virksomt over for trypanosomer).
1 1910 og i arene derefter kronedes Ehrlich og medarbejderes arbejde med held
ved udviklingen af stofferne salvarsan og neosalvarsan, som var virksomme over
for bl.a. syfilis og trypanosomiasis.

Det nzste store fremskridt pa kemoterapiens omridde kom i 1930°emne.
Omkring 1932 syntetiserede tyskerne Mietzsch og Klarer prontosil blandt
flere andre azo-forbindelser, og i 1935 viste deres landsmand Domagk, at
dette stof, som ingen bakteriche&mmende effekt havde in vitro, kunne hel-
brede eller forebygge eksperimentel streptokokinfektion hos mus og kaniner.
Tréfouel et al. (1935) pa Institut Pasteur i Paris paviste, at prontosils aktivi-
tet in vivo skyldtes sulfanilamid, som fraspaltes fra prontosil i organismen.
Hermed var sulfonamiderne introduceret i infektionsbek@mpelsen som de
forste stoffer med aktivitet over for en raekke af de mest frygtede pyogene
mikroorganismer. Domagk’s indsats belgnnedes med Nobel-prisen i 1939.

I 1929 havde Fleming pavist et nyt antibiotikum, penicillin, som produ-
ceredes af en skimmelsvamp og havde antibakteriel aktivitet over for en lang
reekke, fortrinsvis grampositive bakterier. En metode til fremstilling af peni-
cillin i storre meengde samt stoffets terapeutiske effekt pd eksperimentelle
dyreinfektioner og pa infektionssygdomme hos mennesker blev beskrevet af
en gruppe forskere fra Oxford (Chain et al. 1940; Abraham et al. 1941), og i
1945 fik Fleming, Florey og Chain Nobel-prisen for deres indsats. Strepto-
mycin og en lang reekke andre antibiotika blev isoleret ved systematiske un-
derspgelser af jordbundsbakterier i Waksman’s laboratorium ligeledes i 1940’er-
ne, og Waksman fik i 1952 Nobel-prisen for opdagelsen af streptomycinet
i 1944. Kloramfenikol opdagedes i 1947 af forskere ved Parke, Davis & Co.
Laboratorierne, hvoriblandt J. Ehrlich, P.R. Burkholder og D. Gottlieb,
og klortetracyklin i 1948 af forskere (bl.a. Duggar) ved Lederle Laboratorierne
(cit. fra Lechevalier & Solotorovsky 1974). Siden er yderligere en lang reekke
effektive antibiotika blevet opdaget eller syntetiseret.

Allerede kort tid efter introduktionen af antibiotika viste det sig i klinik-
ken, at der kunne opsta resistente mutanter af ellers felsomme arter (se fx.
Maclean et al. 1939; Abraham & Chain 1940; Gallardo 1944), og senere erfa-
ringer har til fulde bekraftet den kliniske betydning af resistensudvikling over
for de til radighed stiende antibiotika. Der opstod derfor ret snart et krav
om hurtig bestemmelse af en isoleret mikroorganismes folsomhed for et givet
antibiotikum (se fx. Maclean et al. 1939) og om bestemmelse af antibiotikum-
koncentrationen (aktivitet) dels som led i produktionskontrollen dels i serum
og andre legemsvaesker og veev under kemoterapi, med henblik pa farmako-
kinetiske studier (se fx. Marshall et al. 1937). Tidligt havde man erkendt,
at der var god overensstemmelse mellem en bakteriestammes folsomhed over for
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et antibiotikum in vitro malt som den minimale inhibitoriske koncentration
(MIC), blod- og vavskoncentrationen af stoffet og den terapeutiske effekt
(se fx. Marshall et al. 1937; Felke 1939; Reymann & Schmith 1942). Med
indforelse af mere toksiske stoffer som fx. aminoglykosiderne til klinisk brug
steg behovet yderligere for maling af antibiotikumkoncentrationen i serum
med henblik p4 at opni effektive, men ikke toksiske koncentrationer af det
givne antibiotikum under kemoterapi (sdkaldt styret kemoterapi), iser hos
patienter med nedsat udskillelse af stofferne fx. pa grund af nyreinsufficiens.

De metoder, man anvendte til bestemmelse af en mikroorganismes fol-
somhed over for et givet antibiotikum, var oprindelig udviklet til brug for
bedeommelse af desinfektionsmidlers effekt (Koch 1881; von Behring 1890)
og til undersogelse af serums baktericheemmende og -dreebende effekt (Nutall
1888; Buchner 1889). Man radede pa det tidspunkt over to hovedmetoder:
(1) Tilsetning af desinfektionsmidlet til en tilsdet flydende kultur og pévis-
ning af vakstheemning under efterfelgende inkubation og pavisning af drab
ved hjzlp af subkulturer. (2) Terapiforseg med desinfektionsmidler ved eks-
perimentelle dyreinfektioner. Disse metoder benyttedes til bedommelse af
kemoterapeutikas effekt p& trypanosomer (Laveran & Mesnil 1902; Ehrlich
& Shiga 1904) og videreudvikledes under Ehrlich og medarbejderes syste-
matiske arbejde med kemoterapeutika og kemoterapi, hvor metoderne ogsi
anvendtes til bedemmelse af effekten pa bakterier (se fx. Bechhold & Ehrlich
1906; Ehrlich & Gonder 1913, 1914; Gotschlich 1913). Endnu en metode, som
kendes fra resistensbestemmelse og koncentrationsbestemmelse af antibiotika,
nemlig agar-cup-diffusionsmetoden, blev ferst anvendt til undersogelse af
lysozym i vaevsvesker og sekreter (Fleming 1922) og af desinfektionsmidler
(Reddish 1929; Ruehle & Breever 1931; Rose & Miller 1939a).

I sit forste arbejde om penicillin anvendte Fleming (1929) flere metoder
til at méle penicillinaktiviteten over for forskellige mikroorganismer: (1)
En agardiffusionsmetode hvor han udskar en groft i agaren og fyldte den
med smeltet agar indeholdende det aktive stof. Ved at udsi bakterier vinkel-
ret pa groften kunne han efter inkubering iagttage en vecksthaemningszone og
efter yderligere inkubering en lyse af den neermestliggende vakst.. Han brugte
ha&mningszonens storrelse som udtryk for mikroorganismens folsomhed over
for penicillin. (2) Ved hjzlp af en rekke bouillonkulturer med stigende kon-
centration af penicillin kunne han mere precist udtitrere penicillinets haem-
mende (bakteriostatiske) effekt. (3) Ved at subkultivere fra glassene i sédanne
rekker af bouillonkulturer pid bestemte tidspunkter kunne han tzlle overle-
vende bakterier og fa et udtryk for den bakteriedrzbende (baktericide) effekt.
Senere fremhavede Fleming (1938) dog, at pa grund af legemets egne for-
svarsmekanismer er det tilstreekkeligt at male den bakteriostatiske effekt ved
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bedemmelse af kemoterapeutiske midler. Fortyndinger i bouillon eller agar
til bestemmelse af bakteriers felsomhed over for sulfonamid introduceredes
i Danmark af Sindbjerg-Hansen (1940) og Schmith & Reymann (1940).

Colebrook et al. (1936b) og senere Fleming (1938) lavede semikvantitative
bestemmelser af sulfonamid i blod ved hjelp af Wright’s (1923) “slide cell”
teknik (mikrodyrkningsteknik i sm& kamre mellem to objektglas), som oprin-
delig var udvikiet til at bestemme serum og leukocytters bakterichemmende
aktivitet, men som Fleming allerede i 1924 havde anvendt til undersogelse
af antiseptika. 7

Fuller fra London (1937) og uafheengigt heraf Marshall et al. i USA (1937)
udviklede en kemisk metode til bestemmelse af sulfonamid i blod og urin
byggende pa en kolorimetrisk pavisning af et rodt farvestof, der fremkommer
ved en diazoreaktion med sulfonamid. En modifikation heraf (Bratton &
Marshall, 1939) bruges stadig i antibiotika-afdelingen til maling af sulfonamider
i fx. serum. I Danmark angav Lundsteen et al. (1938) en mikrometode, der
byggede pa Marshall’s teknik , til maling af sulfonamid.

Mange af disse metoder til resistensbestemmelse og koncentrationsmaling
var dog temmelig besvaerlige at arbejde med i praksis, s det var et yderligere
fremskridt, da Abraham et al. i 1941 i deres klassiske arbejde over penicillin
beskrev en forbedret agardiffusionsmetode, den sidkaldte Oxford cup-metode,
til méling af penicillin i serum og andre vasker. De benyttede glascylindre
sat oven pa agaren som depot for vaskerne, og foruden den ukendte prove
anvendtes en standardrakke. I princippet og med kun smi endringer er det
" den metode, der i dag anvendes til resistensbestemmelser og koncentrations-
malinger. Metoden er n®rmere beskrevet af et medlem af Oxford-gruppen
(Heatley 1944) med angivelse af praediffusionsprincippet og beskrivelse af en
hurtigere modifikation, som tilskrives Pope. Pope anvendte en hurtigtvoksende
B. subtilis, der tillod bestemmelse af penicillinkoncentrationen pd 4-5 timer.
I stedet for at bruge en cup anbragt oven pa agaren introduceredes snart en
rekke andre former for depoter: hul i agaren (se Fleming 1942), filtrerpapir-
discs (Dawdy et al. cit. af Foster & Woodruff 1943a; Vincent et al. 1944),
en dribe anbragt oven pa agaren (Hagerman 1942; Thomas et al 1944) og
tabletter indeholdende antibiotika (Hoyt & Levine 1947).

I Skandinavien blev agar-hulmetoden forst beskrevet i 1945 af K.A. Jensen
(Jensen et al. 1945), som selv under krigen havde isoleret en penicillin-pro-
ducerende skimmelsvamp og iveerksat en penicillinproduktion i samarbejde
med Lovens Kemiske Fabrik. Metoden var udarbejdet uden kendskab til Fle-
mings artikel om agar-hulmetoden fra 1942 og vandt udbredelse ogsa i Sverige
(Sievers 1948). En raxkke disputatsarbejder om penicillin, bl.a. omhandlende
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koncentrationsmadlinger og resistensbestemmelser og lignende udgik i arene
herefter fra K.A. Jensens institut (Vesterdal 1947; Dragsted 1949; Brodersen
1949; Espersen 1951; Staun 1959; Eriksen 1965; Dons 1966).

Foruden agardiffusionsmetoden anvendtes bouillonfortyndingsmetoden
(Rammelkamp 1942) til maling af penicillinaktiviteten og turbidimetri (Foster
1942) til maling af penicillins hemmende effekt under bakterievaekst i bouil-
lon samt en raekke kemiske metoder (Murtaugh & Levy 1945; Alcino 1946,
Herriott 1946; Scudi 1946; Scudi & Jelinak 1946) til pavisning af penicillin.
Men i overenstemmelse med Fleming’s (1942) og Foster & Woodruff’s (1943a,
1944) kritiske metodegennemgang og standardiseringsarbejder blev agardif-
fusionsmetoden den klinisk mest anvendte.

Den teoretiske baggrund for zonedannelsen ved diffusionsmetoderne ud-
vikledes i England (Cooper & Woodman 1946) og uafhengigt heraf i Danmark
(Vesterdal 1947a, b) og er siden yderligere blevet belyst af en rekke forskere
(Michison & Spicer 1949; Erlandson 1951; Cooper & Linton 1952; Cooper
& Gillespie 1952; Humphrey & Lightbown 1952; Bang 1955, 19704, b; Linton
1958, 1961; Cooper et al. 1958; Cooper 1963).

Et vigtigt bidrag til at oge resistensbestemmelsens kliniske anvendelighed
er ydet af Ericsson og medarbejdere. De indforte i 1954 den semikvantitative
resistensbestemmelse, hvor zonestorrelsen for en razkke stammer korreleres
med deres MIC-vardier over for samme antibiotikum bestemt ved pladefor-
tyndingsmetoden, og grundlaget for den kliniske tolkning fastlagdes ved sam-
menligning med de serum- og vavskoncentrationer, der forventedes opndet
med det pagaldende antibiotikum ved normal terapeutisk dosis (se Ericssons
disputats 1960).

Som det fremgir, udvikledes metoderne til koncentrationsbestemmelse
(= aktivitetsbestemmelse) og resistensbestemmelse ved hjelp af agardiffu-
sion nasten sidelpbende i 1940’erne, da de byggede pd samme principper.
Mens resistensbestemmelsen allerede fra sidste halvdel af 1940’erne fik prak-
tisk betydning i klinikken, si& blev koncentrationsbestemmelserne forst og
fremmest brugt til at bestemme antibiotikas farmakokinetik i grundlaeg-
gende arbejder og til aktivitetsbestemmelse af antibiotika under og efter pro-
duktionen. Den praktiske betydning af koncentrationsbestemmelse i klinik-
ken kom forst 10-15 ar senere, specielt med indferelsen af de nye amino-
glykosider som fx. gentamycin.
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2. Fysisk og biologisk baggrund for heemningszonens dannelse ved agardiffusionsmetoden
til resistensbestemmelse og koncentrationsmaling

A. Diffusionsteori
At et oplest stof diffunderer skyldes, at de enkelte molekyler er underkastet Brownske
bevagelser.

Vi forudsaztter, at bevaegelserne af de enkelte molekyler sker frit, uafhangigt af hinan-
den, i alle 3 dimensioner. Er der mange molekyler placeret indenfor et lille begraenset om-
rdde, men med fri bevaegelsesmulighed, vil resultanten af molekylbeveegelserne veere en ud-
bredning fra steder med mange molekyler til steder med fa eller ingen molekyler. Der vil
herved etableres en koncentrationsgradient betinget af forskelle i koncentrationen mellem
forskellige steder i agaren. Situationen findes f.eks., nir en disc med antibiotikum anbringes
pa en agaroverflade og molekylerme begynder at treenge ud i agaren. Betragter vi to nabo-
omrider i agaren, det ene med mange, det andet med fi molekyler, vil der per tidsenhed
bevaege sig flere molekyler fra stedet med de mange til stedet med de f4 molekyler, end
der i samme tidsrum vil bevaege sig i modsat retning. Simpelthen fordi der er flere det ene
sted end det andet. Denne ogede afgang af molekyler i forhold til tilgangen bensevnes ofte
diffusionstrykket, og dette er storre jo storre forskel der er pa koncentrationen af mole-
kyler i de to naboomréder.

Som felge af molekylarbevaegelserne er al diffusion i princippet 3-dimensional. Nar vi
alligevel taler om bade I-, 2- og 3-dimensional diffusion, skyldes det, at vi kan fastlegge
de eksperimentelle forhold, hvorunder diffusionen foregér siledes, at koncentrationsfor-
skellen — eller koncentrationsgradienten — er ophavet i én eller to retninger. Nabopunkter
har under disse forhold samme koncentration og udveklser blot molekyler.

Dette er f.eks. tilfzeldet ved agar-cup metoden, hvor et hul i hele pladens tykkelse fyldes
helt med antibiotikumoplesning. Diffusionen kan her beskrives som 2-dimensional, idet
der ikke er koncentrationsgradienter i retningen overflade-bund (op-ned).

Ved diffusion fra overfladen ned i en agarsojle (reagensglas med agar overlejret med
antibiotikumoplesning) ophseves koncentrationsgradienterne indenfor agarsejlens tvaersnit-
flade, dvs. i to retninger, og diffusionen kan beskrives som 1-dimensional.

Antibiotikum-molekylernes tidsmaessige fordeling i substratet beskrives af diffusions-
ligningen (Fick’s 2. lov):

dc . _p.dC
dt D dx?
For 3-dimensional diffusion ser formlen siledes ud:
dC d’C d*C d*C .
2= L 4+ 2 g 2
dt D ( ax? dy2 dz2 ) ligning (1)

Hvis der er tale om 2-dimensional eller 1-dimensional diffusion, reduceres udtrykket i
parentesen tilsvarende. C er molekylteetheden i afstanden x, y, z i de tre dimensioner fra
diffusionscentret, og D er diffusionskonstanten (se side 370). Ligningen udtrykker altsé,
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at diffusionshastigheden (g—f—) er proportional med koncentrationsgradienten og med stoffets

diffusionskonstant. Fick’s lov er en differentialligning og ma til praktisk anvendelse inte-
greres, og den form, den fir, afhzenger af de betingelser, hvorunder diffusionen finder sted
(Thomsen 1967).

Der er angivet mange losninger af Fick’s ligning (1), og den af Vesterdal (1947a, b)
anvendte kan udledes siledes iflg. Bang (upublicerede beregninger):

Ser vi forst pa det enkleste — den 1-dimensionale diffusion — hvor vi forudseetter mole-
kylerne anbragt i punktet O til tiden 0, og alene med mulighed for at beveege sig til begge
sider i liniens retning, s vil vi til tiden T have en fordeling langs denne, der vil vise en hej
koncentration omkring udgangspunktet faldende til begge sider — neje svarende til den
klokkeformede Gausske fordeling eller den normale fordeling (fig. 1). Med stigende tid
vil kurven flade mere og mere af. Denne effekt vil fremskyndes, hvis molekylerne bevaeger
sig hurtigt.

L '

C M O x{xdx)

0

Fig. 1. 1-dimensional diffusion ud fra punktet 0 pi den nederste linie. Koncentrationen

af molekylerne til tiden T efter diffusionens start er angivet ved den klokkeformede kurve

ovenover linien, med koncentrationen af det diffunderende stof afsat ud ad ordinaten og

afstanden fra startpunktet afsat ud ad abscissen (Gauss’ normalfordelingskurve med middel-
veerdien i og spredningen o, se iovrigt teksten).

Formlen for kurven i fig. 1 er:

-1 x-uy?
2(0)

Feo = O}E " e

hvor u er middelveerdien og ¢ spredningen.
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En oget affladning betyder en oget spredning — dvs. kurvens 2 vendepunkter o rykker
lzengere og leengere vaek fra midten. Bestemmende for forlobet af denne affladning er tiden
T og diffusionskonstanten D, og det kan vises, at spredningen er bestemt ved ¢ = V2DT.

Vi tenker os som nsevnt molekylerne anbragt til tiden O i punktet O, og vil da have
u = 0 (koordinaten er jo O for punktet 0). Vi betragter derefter sandsynligheden for, at
et molekyle efter tiden T befinder sig i et lille afsnit, dx, pa x-aksen (fig. 2) i afstanden
mellem x og x+dx fra 0 punktet. Denne sandsynlighed kan udtrykkes ved

1{ x ¥
1 '_2<J2DT>
Fx)dx = ——— * ¢ - dx
G = st o
xZ
1 T 4DT o
= e e . dx 1 2

Bevaeger molekylerne sig alene i én retning vinkelret pa den i fig. 1 tegnede, er den tilsva-
rende sandsynlighed for, at ét molekyle vil befinde sig i afstanden mellem y og y+dy pé
y-aksen (fig. 2) givet ved

Fy)dy = — - ¢ dy ligning (3)

Bevaeger de sig bdde i retningerne x ogy (altsé i planet).
15

P
(y-o-dy)- ¢
B Ody
y ,-dx
,, 1.1 2
0 x(xedx)

Fig. 2. 2-dimensional diffusion ud fra punktet O (se teksten).
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er sandsynligheden for, at €t molekyle til tiden T befinder sig i det lille areal (dx-dy) givet
ved en multiplikation af de to sandsynligheder (ligning 2) og (ligning 3) for at n ud i hen-
holdsvis dx og dy (fig. 2):

2 2

X .

T 4DT 1 " 4DT
F(x)dx F(y)dy = |—1— - . e dxd
()dx Ey)dy <41TDT ° ><41rDT > y

= a1 | © * dxdy ligning (4)

Er der fllige tale om diffusion i retningen z vinkelret pa planet (3-dimensionalt), ser vi
pa lignende made at chancen for at ét molekyle til tiden T befinder sig i et lille volumen,
dx-dy-dz, er

_ X34y 422
4DT .
F(x)dx F(y)dy ‘F(z)dz =(—J‘%—T)3 < e * dxdydz ligning (5)

De hidtidige formler har udtrykt sandsynligheden for, at ét molekyle anbragt i O punktet
til tiden O efter tiden T befinder sig henholdsvis i et lille omrade, dx omkring punktet x,
eller dx-dy omkring punktet (x, y) eller dx-dy-dz omkring punktet (x, y, z).

Anbringer vi mange molekyler, f.eks. N = kCy i udgangspunktet, vil formlerne udtrykke
det forventede antal molekyler, N’, i de respektive omrader, fx. vil ligning (4) under be-
tingelserne for den 2-dimensionale diffusion fi formlen:

_ X2+]f2
k:Co . 4DT
47DT

b

* dxdy

hvilket betyder at vi kan forvente N’ molekyler i det lille omrade dx-dy omkring P, hvilket
ogsd kan skrives siledes:

. R?
_ N _kCo ,_ 4DT -
Cp = dx—dy = 47DT ] hgnlng (6)

hvor Cp betegner koncentrationen i P, k betegner arealet af hullet med radius r, hvori mole-
kylerne fyldes (k = mr®) og x> + y® = R?, hvor R er afstanden fra begyndelsespunktet
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(0,0) ud til punktet P med koordinaterne x,y (den stiplede linie i fig. 2).
Ligning (6) kan da omformes til:

. R
Cp - 2 ., 4DT

S = IDT ligning (7)

Dette er udtrykket for diffusionsformlen ved den 2-dimensionale diffusion — og den kan
anvendes pa agar-cup metoden. Det skal dog neevnes, at vi hele tiden har forudsat, at mole-
kyleme fra starten var anbragt i et punkt — det er ikke praktisk muligt — vi anbringer en
bestemt maengde af en kendt koncentration (k-Cgq = mr? Co) hvilket er et udtryk for antallet
af molekyler, men vi har samtidig ikke korrigeret for hullets udstreekning. 2

(En sadan korrektion kan igvrigt foretages ved at forege T med en storrelse to = I_=ca.
1 time — afhaengig af stof (D) og agar-cup (r) — forklaringen p4 denne korrektion er at man
kan betragte anbringelsen i en agar-cup som svarende til fordelingen efter ca. 1 times dif-
fusion fra et punkt. Ligning (13) side 371 vil efter en sidan korrektion fa formlen:
T=to+L+P+n'G)

Ligning (7) er udtrykket for den rene diffusion hvor Cp er koncentrationen i punktet P,
beliggende i afstanden R fra diffusionscentrum, og T tiden fra diffusionens start til Cp
er ndet ud i afstanden R. Udfra ligning (7) kan vi anskueliggere hvorledes et antibiotikum
diffunderer ud i agaren fra et depot:

Anbringes et depot af antibiotikum pé en agaroverflade eller i et hul i agaren, vil der ske
en diffusion af antibiotikum ud i den tilgrensende agar. Straks efter diffusionens begyn-
delse vil der veere en hgj koncentration af antibiotikum i agaren neermest ved depotet og
en meget lav koncentration lidt leengere ude i agaren og slet intet antibiotikum herudenfor
(stejl koncentrationsgradient). Noget senere vil antibiotikum veere diffunderet leengere ud
i agaren, og koncentrationsgradienten vil vaere mindre stejl, idet koncentrationen narmest
depotet begynder at falde. Til slut, nir depotet er udtemt, vil antibiotikum veere fordelt
med en ligelig koncentration i hele agaren.

I fig. 3A er angivet koncentrationsgradienterne fra depotet ud i agaren pa forskellige tids-
punkter efter diffusionens start (T, lige efter starten, T3 efter flere timers diffusion). Det
ses, at koncentrationsgradienten bliver fladere og fladere med tiden. I fig. 3B er koncen-
trationseendringerne i agaren i forskellige afstande fra depotet (R; teet ved, Rg langt veek
fra depotet) angivet som funktion af tiden efter diffusionens start. Det ses ogsa her, at af-
standen mellem punkter med en given koncentrationsforskel oges med diffusionstiden.

Nar vi skal se pa hemningszonens dannelse, er forholdene imidlertid komplicerede af,
at der foruden rent fysiske diffusionsprocesser foregir en samtidig vaekst af bakterierne,
som er en biologisk proces med betydelig storre variabilitet end de fysiske faktorer, der
bestemmer diffusionen. Det er samspillet mellem diffusion og veekst, der bestemmer heem-
ningszonens dannelse, idet vaeksten opherer, nar bakterierne udsattes for en veekstheem-
mende koncentration (ikke nedvendigvis draebende) af det diffunderende antibiotikum.
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Fig. 3. A: Grafisk fremstilling af relationen mellem koncentrationen af antibiotikum/ml
substrat og afstanden fra diffusionscentret til forskellige tidspunkter — arbitreert angivet
som Ty, T, og T3 (Gengivet efter Thomsen (1967)). B: Grafisk fremstilling af relationen
mellem koncentrationen i substratets enkelte punkter og diffusionstiden. Kurverne angiver
koncentrationens variation i arbitreert valgte punkter Ry, Ry .. ... ; Ry tenkes naermest
og de fplgende punkter med tiltagende afstand fra depotet (gengivet efter Thomsen (1967)).

Vi mi derfor forst sld fast, at der eksisterer en vis kritisk antibiotikumkoncentration
(Cc = MIC), som lige netop heemmer bakterieveeksten. Dernzest gaelder det, at zonegraen-
sens markering afheenger af et vist antal bakterier (bakterietzethed) pé agaroverfladen (synlig
veekst) = det kritiske bakterietal. Endelig geelder det, at det tager en vis tid, for der er dannet
det kritiske bakterietal pa agaroverfladen ud fra det udsaede inoculum ( = den kritiske tid).
Det vil sige, at zonedannelsen foruden af diffusionen er afhzngig af det udssede inoculums
storrelse, lag-fasens leengde, generationstiden af stammen og dennes MIC.

Skal ligning (7) anvendes pd hzmningszonen, ma vi derfor forst tolke de forskellige
storrelser, der indgdr i ligningen, idet vi nu foruden diffusionsprocessen ogsi har at gere
med vakstprocessen. R vil indgd som mal for hemningszonens radius, Cp er mil for den
koncentration, der er ansvarlig for bakteriestammens hamning i zoneranden (Cp = Co).
I tidsfaktoren T indgdr den tid, det tager det udsaede inoculum at vokse frem og markere
zonedannelsen gennem dannelsen af en given veekstgrad (synlig veekst). Ligning (7) ser
derefter siledes ud:

R2
Cc_ 2 ~ 4DT
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Denne ligning er udarbejdet for en 2-dimensional diffusion, men er i praksis anvendelig
pa forholdene ved 3-dimensional diffusion under de her omtalte diffusionsbetingelser

(se Thomsen 1967).
I ligning (8) er:

Co= koncentrationen i depotet ved diffusionens start

Cc= den kritiske koncentration (= MIC)
T = den kritiske tid

R = afstanden fra centrum til stedet hvor C; befinder sig til tiden T (heemningszo-

nens radius)
r = depotets radius
D = diffusionskonstanten

e = den naturlige logaritmes grundtal =2,718; log e = 0,4343

R
mm C,=100C,
254 0 C

20+

15
Co=33C;

Co=10C¢

T 1 T 1 T T 1 1 1 1
24 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 TIMER

Fig. 4. Grafisk fremstilling af positionen
(dvs. afstanden (R) fra diffusionscentrum),
af en given antibiotikumkoncentration
(Cc=MIC) i agaren til forskellige tider
efter diffusionens start. @verste kurve
afbilder forholdene hvis antibiotikumkon-
centrationen i depotet er 100 + MIC
(Co = 100 * C¢). Midterste kurve svarer
til en antibiotikumkoncentration i depo-
tet pa 33 < MIC, og nederste kurve svarer
tii en antibiotikumkoncentration pa
10 = MIC (gengivet efter Bang, upublice-
rede resultater).
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I fig. 4 er ligning (8) anvendt til at beregne den afstand hvori en given antibiotikumkon-
centration (Cc = MIC) befinder sig i agaren til forskellige tider efter diffusionens start.
Hvis koncentrationen i depotet (Co) er 100 + C, (Cc = MIC), si vil MIC som en koncen-
trationsfront fortsat diffundere perifert ud i agaren i forsegsperioden pa knap 2 degn, og
de tidspunkter hvor MIC nér forskellige punkter i agaren er angivet ved den overste kurve
pé figuren. Hvis koncentrationen i depotet er 33 - MIC, s4 vil koncentrationsfronten efter
ca. 1 degns diffusion perifert ud i agaren “vende”, idet koncentrationen falder perifert,
s fronten nu bevager sig centralt. Dette er angivet ved den midterste kurve. Dette er endnu
mere udtalt hvis koncentrationen i depotet kun er 10 + MIC, idet MIC fronten efter ca. 8
timer “vender” og bevager sig centralt. Dette er angivet ved den nederste kurve pa figuren.
Disse forhold har indflydelse p4 heemningszonens skarphed. MIC-frontens ?vending” bety-
der at MIC ligger praktisk taget stille (konstant) i en given afstand over en vis tid. Falder
denne periode tidsmzessigt sammen med hamningszonens markering (synlig vakst), bliver
zonen skarpest. Ogsa i denne figur ses det, at afstanden mellem punkter med en given kon-
centrationsforskel oges med diffusionstiden, og fig. 4 anskueliggor siledes ogsd praediffu-
sionsprincippets fordel, som det senere skal omtales nzermere (sml. med fig. 1 i kap. 39).

Ligning (8) anvendt til resistensbestemmelse (regressionskurven )

Séfremt depotets koncentration (Co) og radius (r), den kritiske tid (T) og diffusionskon-
stanten (D) er faste storrelser i en forsagsopstilling, vil maling af zonestorrelsen (R) medfore,
at den kritiske koncentration (C; = MIC) kan bestemmes ud fra ligning (8). Ved anvendelse
af logaritmer bliver ligning (8) til:

4DT \ _ R2
InCe-InCq +1n < rz ) = - I>F
eller:

2

log CC - log Co + log (%): - 4]1;'1‘ . 0,4343 hgnjng (9)
(log e = 0,4343)
eller:
R® =~ gazas " 108 Cc + 4505 QogCo-log (4:2)—T) ) ligning (10)

dvs. i et semilogaritmisk koordinatsystem med abscissen = log C¢ (= log MIC) og ordinaten
= kvadratet p4 hzmningszonens radius vil ligning (10) beskrive en ret linie (R? = arlog
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(MIC) + B) med heldningskoefficienten o = - % . Denne rette linie kaldes regressions-

kumen, og den fastleegges eksperimentelt for en raekke stammer ved bestemmelse af sam-
herende MIC-vaerdier og hmningszoner (se kap. 39 side 379) og bruges derefter til at be-
stemme en ukendt bakteriestammes folsomhed (MIC) over for et givet antibiotikum ved
hjelp af eksperimentel zonestorrelsesbestemmelse efterfulgt af afleesning pd regressions-
kurven. Det forudsettes, at den ukendte stamme undersoges under savidt muligt de samme
betingelser som dem, hvorunder regressionskurven er fastlagt. I stedet for MIC kan man an-
vende ICso, som er den koncentration som hemmer vaksten 50%.

Ligning (8) anvendt til koncentrationsbestemmelse (standardkurven)

Safremt den kritiske koncentration (C, = MIC), den kritiske tid (T) og diffusionskonstanten
(D) er faste storrelser i en forsogsopstilling, vil maling af zonesterrelserne (R) for en reekke
kendte og enkelte ukendte koncentrationer af et antibiotikum (Co) i depoter (med radius
= 1) pa samme plade muliggore at de ukendte koncentrationer kan bestemmes ud fra lig-
ning (8), idet man omformer den deraf afledte ligning (9) til folgende:

R? = 4DT . 105 - 4DT (165 C, + log 40T ligning (11)
0,4343 0,4343 T

dvs. i et semilogaritmisk koordinatsystem med log Co som abscisse og kvadratet pé heem-
ningszonens radius som ordinat vil ligning (11) beskrive en ret linie R? = - log (depo-
tets antibiotikumkoncentration) -f) med heldningskoefficienten o = 04343 Denne rette
linie kaldes standardkurven, og den bestemmes eksperimentelt for en kendaf stamme med
en reekke kendte Co-vaerdier (dvs. en kendt fortyndingsreekke). Heemningszoneme for de
ukendte oplosninger (fx. serum) afleeses og omswmttes via standardkurven til koncentra-
tionsvaerdier for proverne (se kap. 40).

B. Samspillet mellem diffusion og bakterievaekst ved haemningszonens dannelse
Fig. 5 og 6 viser Bangs (1970a) opfattelse af heemningszonens dannelse.

I fig. 5 er positionen af den kritiske koncentration (C¢ = MIC) af et antibiotikum over
for en given bakteriestamme beregnet efter forskellig diffusionstid iflg. Vesterdal (1947a, b)
(ligning (8)). Det ses, at C bevaeger sig stadig langsommere perifert med tiden. P4 fig. 6A ses
en almindelig eksponentiel vaekstkurve, og pd fig. 6B er tidsaksen transformeret til en af-
standsakse, og det er beregnet hvor mange bakterie-generationer, der kan né at fremkomme
i de pageldende afstande (R, til R¢) fra diffusionscentrum, inden den kritiske koncentra-
tion har ndet det pagzldende sted, og bakteriedelingen opherer. Da C bevaeger sig stadigt
langsommere perifert, fis et meget brat stigende antal bakterier i et bestemt, meget snavert
omrade. Det vl sige, at der vil vere en meget kort afstand mellem det sted p4 agaren, hvor
inoculum~-cellerne kun har delt sig f4 gange (makroskopisk usynlig vaekst) for heemningen
indtreeder, og til det sted hvor de har delt sig uheemmet mange gange (makroskopisk synlig
vaekst), og dette forhold forklarer heemningszonens skarpe afgrensning, man kan tale om en
slags potenseret eksponentiel vaekst, nar den afbildes grafisk som i fig. 6B.
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Fig. 5. Grafisk fremstilling af positionen af
den kritiske koncentration (C; = MIC) i
agaren pl forskellige tidspunkter (T = timer)
efter diffusionens start. Antibiotikumkon-
centrationen i depotet er 100 « MIC (Cgy =
100 - C¢) (gengivet efter Bang (1970a)).

Fig 6. A: Eksponentiel vaekstkurve.
Abscisse = tiden, ordinat = antal

bakterie-generationer, (]]:TT) , hvor

Bo er bakterietallet til tiden O,
og B er bakterietallet til tiden T.

];—](;- angiver saledes, hvor mange
gange By er foroget i tiden T (=
antal bakteriegenerationer)(gengivet
efter Bang, 1970a). B: Ordinat som
pa fig. A. Abscissen er transforme-
ret til en afstandsakse, idet det er
beregnet hvor langt ude i agaren
den kritiske koncentration (C; =
MIC) vil befinde sig efter 1-6
timers diffusion (gengivet efter

Bang (1970a)).
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Cooper et al. (1958) forklarer zonedannelsen ud fra den antagelse, at det kritiske bakterie-
tal er i stand til at adsorbere den tildiffunderende antibiotikummszngde, hvorved de perifert
herfor liggende bakterier beskyttes mod antibiotikumeffekten. Denne adsorptionsantagelse
er ikke nodvendig ifelge Bangs beregninger (1970a) (fig. 5 & 6), og desuden er betingelsen
for denne adsorption ikke opfyldt i overfladeinokulerede plader. For yderligere diskussion
af disse problemer henvises til originallitteraturen.

Vesterdal (1947a) har ved forseg med S. aureus og penicillin vist, at heemningszonerne,
som bliver synlige efter 4 timers inkubation, omgives af en bremme af partiel heemmet,
synlig vaekst, og denne partielle hzemning bliver mere tydelig efter 6-8 timers inkubation.
Ved store heemningszoner er vaksten i den partielt hzemmede zone klar og gennemsigtig,
hvilket skyldes en lysering af bakterierne forirsaget af den fortsatte diffusion med stigende
koncentration af antibiotikum ved hzmningszonernes graense (se fig. 3 & 4). Dette gor,
at hzemningszonen vokser lidt og forst bliver stationzr efter ca. 12 timers inkubation. Ved
sma hzmningszoner er breemmen af partiel vaekst uklar c()lg skyldes resistente varianter.
Zonegrensens skarphed er ogsd betinget af forholdet %4—1— pa tidspunktet hvor zonen
markeres (fig. 4). o

Faktorer af betydning for hemningszonens dannelse (ligning (8))

Diffusionskonstanten (D) angiver det antal molekyler, der diffunderer gennem en areal-
enhed i et givet tidsrum, nir koncentrationsfaldet er 1 mol pr. leengdeenhed. D angives
normalt i mm?/sek. I en oplesning af sfzeriske molekyler med radius r og viskositeten 7,
kan D bestemmes ved hjzlp af den Sutherland-Einstein’ske ligning:

- RT
D 67Nr ’

hvor R = gaskonstanten, T = den absolutte temperatur, og N = Avogadro’s tal. Det vil sige
at D er proportional med den absolutte temperatur og omvendt proportional med mole-
kylestorrelsen og oplesningens viskositet. Det vil igen sige, at for et givet antibiotikum
under givne forspgsbetingelser kan D betragtes som konstant, medens antibiotika med
hoje molekylveegte alt andet lige vil diffundere langsommere end antibiotika med lave mole-
kylvaegte.

Den kritiske tid (T) er tidsrummet fra diffusionens start til det tidspunkt, hvor vaksten
er s langt fremme, at zonegraensen markeres. Under forhold hvor diffusion og vaekst starter
samtidig kan den kritiske tid altsa udtrykkes i relation til bakterieveeksten som lag-fasen
+ tiden til det nedvendige antal bakteriedelinger:

T=L+nG=L+ G - log, —II:IL ligning (12)
o
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hvor T = den kritiske tid, L =lag-fasens varighed, G = generationstiden, og n’ = antal bakte-

riedelinger for vaekstheemningen indtraeder (= log, Nﬁ » hvor Ng = inoculum og N’ er det
kritiske antal bakterier). °

I almindeligt rutinearbejde tages inoculum fra en udvokset kultur (som befinder sig i den
stationeere fase eller i deklinationsfasen). Der vil derfor altid veere en lag-fase, som er arts-
og stammeafhzngig. Den vil forlaenges, hvis inoculum er lille og er i gvrigt afheengig af sub-
strat, dyrkningstemperatur og andre fysiske miljefaktorer samt tilstedeveerelsen af toksiske
stoffer.

Generationstiden i den logaritmiske veekstfase er-ligeledes afhaengig af substratet og
temperaturen og af arts- og stammeegenskaber. Hvis man antager, at en kultur efter ino-
kulation gennemgér ca. 8 delinger, for det kritiske bakterietal er néet, bruger en hurtigtvok-
sende E. coli under optimale forhold ca. 160 min. hertil . Anvender man et sterre inoculum,
vil et mindre antal delinger selvfolgelig kreeves, for det kritiske antal bakterier nés, hvorfor
den kritiske tid forkortes tilsvarende. Indferes en pradiffusionsperiode for tilsining af
substratet, forlzenges den kritiske tid tilsvarende, sa ligning (12) kan skrives:

T=P+ L+ nG ligning (13)

hvor P er praediffusiontiden. Hvis P er stor, vil variationer i lag-fase, delingstid og inoculums
storrelse fa relativt mindre indflydelse pa T.

Depotets form og udstreekning samt maengden af antibiotikum i depotet

I ligning (8) indgdr depotets antibiotikumindhold kun ved radius r og koncentrationen
Co hvor 12Cy, i realiteten er en beregning af det antal molekyler, der ved diffusionens start
er anbragt i ef punkt i centrum. Ligning (8) har ingen korrektion for anvendelsen af ez hul
med radius r i stedet for et punkt (se side 364). Ud fra ligning (10) ses, at denne storrelse
kun har betydning for hvor regressionskurven krydser ordinataksen, men ikke for dens
haldning, som bestemmes af D og T, dvs. ved @ndringer i depotets antibiotikumindhold
sker der kun en parallel forskydning af regressionskurven. Heraf folger at med stigende
antibiotikumindhold eges zonernes storrelse med det resultat, at stadigt mere resistente
stammer ogsd viser hasmningszoner.

Hvilken depotform (“ditch”, “cup”, cylinder, “disc” eller tablet) og hvilket antibioti-
kumindhold, der ber foretraekkes, afgores forst og fremmest af praktiske hensyn. Den prin-
cipielle forskel, at ditch og cup betinger en todimensional diffusion i modsztning til den
tredimensionale diffusion fra de ovrige depotformer, har ingen storre praktisk betydning.
Disc’ene og tabletterne har den fordel, at de kan feerdigfremstilles industrielt, og i torrede
discs og iseer i tabletter er antibiotikum meget holdbart. Andre depoter ma friskfremstilles
i tilslutning til hver bestemmelse. Tabletter og terrede discs opsuger den nedvendige vaeske-
mengde fra agaren, hvorved antibiotikum oplases og bliver diffusibelt, og meget hoje kon-
centrationer af antibiotikum opnés i starten lige omkring depotet sammenlignet med de
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koncentrationer, der opnis omkring en agar-cup (Murayama 1959). Kun en mindre del
af den samlede mengde i tabletter og discs er straks diffusibelt, og forst efterhianden som
mere vaske opsuges, oplases det resterende indhold. I tabletterne er det dog kun en mindre
meangde af indholdet, som bliver diffusibelt under almindelige forhold (Murayama 1959).
Der ber derfor skelnes mellem indhold og diffusibel mengde i disc og tablet, idet disse
to storrelser ikke altid falder sammen. Der skal saledes ca. 2,5 gange si meget antibiotikum
i en tablet som i en disc for at opni sammen zonestorrelse uden preediffusion. Foretages
bestemmelsen efter 20 timers praediffusion, giver tabletterne de storste zoner, hvilket er
udiryk for, at en storre del af den resterende meengde nu er oplest og diffunderet ud (Thom-
sen 1967). Discs med sa forskellig diameter som fra 5 mm (Ericsson et al. 1954) op til 20 mm
(Jensen & Kizer 1948) har vaeret benyttet med udmeerket resultat. Hvis samme antibiotikum-
meengde indeholdes i en stor og en lille disc, vil det gzlde, at den store giver de storste
zoner med de meget fplsomme stammer, mens den lille disc sammenlignet med den store
giver relativt storre zoner med de mindre folsomme stammer. Dette skyldes, at den store
disc suger mere vaeske, koncentrationen bliver derfor lavere, men discens storrelse bevirker
at depotet fra starten har en storre udstreekning. Er stammen meget folsom vil zonen derfor
blive stor, men er stammen nundre felsom, vii MIC ikke eller kun mere kortvarigt opnds
omkring depotet. Omvendt forholder det sig med den lille disc der suger tilsvarende mindre
veeske, men derved har hojere koncentration i depotet (Thomsen 1967).

3. Almene dyrkningsbetingelser ved diffusionsforseg

Substratet
Substratets sammensatning og tykkelse spiller en rolle for zonestorrelsen, og
denne afhzngighed kan give sig udtryk pa forskellig méde:

(1) Andring af bakteriernes veekst
(2) ZAndring af antibiotikas aktivitet
(3) Andring af antibiotikas diffusion

Sammensatningen af substratet skal afpasses, siledes at de stammer der skal
undersoges vokser godt, og desuden ber substratet ikke indeholde stoffer,
der hemmer antibiotikas aktivitet. Der findes ikke noget specielt ’rigtigt”
medium til rutineformal, og det man veelger ma baseres pé overvejelser med
hensyn til relativ egnethed, reproducerbarhed og pris. Almindeligvis bruges
et isotonisk medium som kedvandsbouillonagar, hvortil er sat 5-10% defi-
brineret hesteblod og eventuelt andre stoffer. Som eksempler kan anfores
Mueller-Hinton agar (Ericsson & Sherris 1971) og Seruminstituttets resistens-
substrat (se kap. 39 side 390). God reproducerbarhed er af afgerende be-
tydning.
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Glukose og pH

Glukosetilseetning bruges som uspecifikt veeksttilskud. Under glukosens omsat-
ning dannes syrer, der nedsatter substratets pH, hvilket kan @ndre den antibio-
tiske aktivitet, siledes at fx. erytromycin- og aminoglykosidzonerne bliver
mindre og tetracyklin- og meticillinzonerne storre (Ericsson & Sherris 1971).
Mangder pd 0,5-1% glukose har dog ingen indflydelse pad zonestgrrelsen.
Almindeligvis anbefales, at pH i substratet er omtrent som legemets: 7,3-7.4,
hvorved stoffet jo skal virke i de fleste tilfeelde (Thomsen 1967).

Blod

Tilseetning af blod til substratet har flere formal. En del bakterier kraever
serum for at kunne vokse. Desuden tilleegger man almindeligvis blodet en vis
afgiftende funktion, specielt over for veekstheemmende stoffer i agar, og endelig
vil angiveligt sulfonamidantagonister neutraliseres af lyseret hesteblod pa
grund af dets indhold af thymidin fosforylase (Ferone et al. 1975). Citratblod
er uegnet i forbindelse med nogle antibiotika (fx. tetracyklin), da divalente
katjoner i substratet bindes, hvorved zonerne bliver stgrre. I reglen anvendes
5-10% defribrineret hesteblod (Thomsen 1967; Ericsson & Sherris 1971).

Agar

Substratet bor vare sa fast, at inokulatet kan spredes og disc’ene ligge fast,
og det opnés ved tilsetning af 1-2% agar, hyppigst 1,2%. Agarindholdet kan
varieres fra 0,5% til omkring 4% uden veesentlige eendringer i vaekstforholdene,
men ved stigende agarkoncentration bliver diffusionen langsommere, og nogle
antibiotika med en molekylvaegt pa over 500 viser aftagende zonestorrelse
(Ericsson et al. 1954; Ericsson & Svartz-Malmberg 1959; Thomsen 1967).
Agartypen har ogsid indflydelse p& resultaterne, idet fx. aminoglykosider,
tetracyklin og polymyxin giver mindre zoner med almindelig agar end med
seerligt renset agar (fx. Ionagar), hvilket skyldes dels at disse antibiotika i
hejere grad synes at bindes til almindelig agar, dels at der er fzerre divalente
katjoner i renset agar. Problemet har specielt betydning ved resistensbestem-
melse af Pseudomonas aeruginosa over for aminoglykosider (Thomsen 1967;
Ericsson & Sherris 1971).

Pepton

Peptoner smttes til de fleste gengse bakteriologiske substrater af hensyn til
vaeksten, men ved resistensbestemmelse gdeleegger de ofte mélingen af sulfona-
midfplsomheden. Grunden er, at mange peptoner indeholder sulfonamid-
antagonister, som forirsager at zonestprrelsen bliver mindre eller ophaves.
Ogsa streptomycin- og klortetracyklinzoneme bliver mindre ved tilstedeva-
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relse af pepton. Af disse grunde bliver der ikke anvendt sedvanlig kedpepton
i substratet ved resistensbestemmelse og koncentrationsmalinger (Erlandson
1951; Thomsen 1967), men NZ-amin.

Uorganiske stoffer

Divalente katjoner (fx. Ca", Mg", Mn*, Fe") kan nedsztte zonestorrelsen for
tetracyklin ved at bindes til dette stof, men denne effekt modvirkes delvis
af fosfat. Divalente katjoner, iser Mg™ og Cd"™, oger ogsd bakteriernes, iser
P. aeruginosa’s, resistens over for polymyxin og navnlig aminoglykosider med
gget MIC og nedsat zonestorrelse til folge. 20-35 mg Mg" og 50-100 mg
Ca™/l anbefales til Mueller-Hinton agar (WHO 1976). Ved s heje elektro-
lytkoncentrationer vil dog resistensbestemmelsen for mecillinam ikke give
reproducerbare heemningszoner.

Lagtykkelsen

Gar hullet som ved agar-cup teknikken igennem hele substratlaget, og fyldes
det til randen med antibiotikumoplesningen, spiller lagtykkelsen ingen rolle.
Hvis diffusionen foregar fra et overfladedepot som fx. en disc eller en tablet,
far lagtykkelsen af substratet betydning. De Beer & Sheerwood (1945) fandt
et liniert forhold mellem hemningszonens diameter og logaritmen til lag-
tykkelsen, hvilket betyder at den af lagtykkelsen betingede variation i zone-
storrelse (pget tykkelse = mindre zoner) er storst ved tynde plader og reelt
betydningsles ved en lagtykkelse pa over 6-7 mm (Thomsen 1967, Ericsson
& Sherris 1971). I almindelighed bruges en lagtykkelse p4 6 mm.

Dyrkningstemperaturen

Dyrkningstemperaturen er af betydning for zonernes storrelse ved at pavirke
dels bakteriernes vakst, ‘dels , men i ringe grad, diffusionen. Generelt gaelder,
at jo leengere fra en bakteriestammes temperaturoptimum den aktuelle tempe-
ratur er, des langsommere vil stammen vokse og desto storre vil zonen blive.
Nar en plade settes ind i en termostat, vil den nd inkubationstemperaturen
(37°C) i lgbet af ca. 1 time, ret uafh@ngigt af om den tages fra keleskab eller
stuetemperatur. Stilles 5 plader i stabel, vil den midterste forst na termostat-
temperaturen efter 4 timer, og hvis stablen er omgivet af andre stabler, kan
der ga op til 5 timer. Forsinket opvarmning betyder langsommere vaekst og
dermed storre hamningszoner (Cooper & Linton 1952), mens diffusionen
er vasentlig mindre afhaengig af sddanne temperaturforskelle (det skyldes
at diffusionskonstanten er proportional med den absolutte temperatur).
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Specielle krav til substratet

Nogle bakterier kraver sarlige veaekstfaktorer (fx. thymidin, NAD, se kap.
39 side 390), som m4 seettes til standardsubstratet, fx. ved at sprede en oplgs-
ning af vakstfaktoren pa agaroverfladen. Ved undersogelse af S. aureus for
meticillinresistens finder man, at stammerne er heteroresistente, dvs. at kun
en lille del af kolonierne viser pget resistens over for meticillin. De resistente
gror ofte som smé kolonivarianter med defekt cellevaeg pa isotone medier,
mens der udvikles sterre kolonier pia hypertone medier indeholdende fx.
5% NaCl. Disse resistente varianter afslgres imidlertid lettest ved inkubering
ved 30°C, som derfor anbefales til dette formal (Ericsson & Sherris 1971).

Dyrkningsatmosfeere

10% CO, i dyrkningsatmosfeeren kan influere pa zonestorrelsen, dels ved at
@ndre visse bakteriearters vaksthastighed, dels ved at @ndre pH i substratets
overflade. Zonestorrelsen bliver siledes mindre med aminoglykosider og ery-
tromycin og storre med tetracyklin, meticillin og novobiocin i CO, -atmosfare
(Ericsson & Sherris 1971). CO, ber derfor undgas, hvis det ikke er nodvendigt
for veeksten. Anaerob inkubation foretages oftest i en atmosfeaere, som ogséi
indeholder CO,. Aminoglykosidernes aktivitet falder stzrkt under anaerobe
forhold, hvorfor fakultativt aerobe bakterier aldrig ber resistensbestemmes
under anaerobe forhold over for aminoglykosider. Zonedannelsen under
anaerobe forhold adskiller sig i evrigt ikke principielt fra zonedannelsen under
aerobe forhold, og agardiffusionsmetoderne kan udmarket anvendes til resi-
stensbestemmelse under anaerobe forhold (Sapico et al. 1972; Dornbusch
et al. 1975a, b; Kwok et al. 1975).

Referencer: se referencelisten efter kapitel 40.



Kapitel 39

Resistensbestemmelse

Standardisering af agardiffusionsmetoden specielt med henblik pa anvendelse
af praediffusionen

Det er tidligere beskrevet, at bortset fra MIC, diffusionskonstanten og depot-
koncentrationen er de ovrige faktorer, som influerer pa zonesterrelsen athang-
ige af den kritiske tid T. Denne er sammensat af lag-fasen L, delingstiden G,
det kritiske bakterietal N’ og bakterietallet i inokulatet N, som angivet i
ligning (12), og de variationer i haemningszonerne, der skyldes samspillet mel-
lem diffusion og vaekst, kan derfor henfores til lag-fase, delingstid og inokulat,
da det kritiske bakterietal regnes for konstant (Cooper et al. 1958).

H

Ligning (12) : T=L +G  log, X

o]
En standardisering af T, som er af betydning for at opna sammenlignelige
resultater fra prove til prove, er vanskelig, men kan tenkes foretaget pa flere
mader: 1) Samtlige led pa ligning (12)’s hegjre side holdes konstant; 2) der
korrigeres for variationer i de enkelte led eller der foretages en samlet kor-
rektion; 3) et eller flere led pa ligningens hejre side oges i storrelse, siledes
at variationer i de enkelte andre led far mindre betydning for den samlede
storrelse; 4) der indfpres en pradiffusionsperiode P, som gores stor, hvorved
hele ligningens hojre side oges med en konstant, som er stor i forhold til de
ovrige led.

ad 1): 1 modsztning til, hvad der er muligt ved maling af antibiotikum-
koncentrationer, kan en fuldstendig standardisering af de enkelte led ikke
gennemfores i resistensbestemmelserne, fordi bade stamme og inoculum-
storrelse varierer fra forsog til forseg. Inoculum kan standardiseres i en vis
udstreekning, sifremt bestemmelserne udferes pd subkultur (sekundeert),
mens dette er nzermest umuligt, hvis bestemmelserne udferes direkte pa pro-
vemateriale (primert). Forskellen i delingstiden mellem forskellige arter lader
sig heller ikke eliminere.

ad 2): Muligheden for at korrigere for variationer i lag—fasens lengde,
vaeksthastighed og inoculumsterrelse, ved at bestemme standardkurvens (liniens)
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h®ldningskoefficient foreligger, da dette kan gores eksperimentelt ved at be-
stemme to af liniens punkter, dvs. gennemfore resistensbestemmelsen ved
to forskellige depotstyrker (se ligning (11) kap. 38). Herved bliver det muligt
at fastleegge standardkurven (som det jo ogsd geres ved antibiotikumkoncen-
trationsmalinger) og korrigere for haeldningsvariationer, nar en referencekurve
for en stamme med kendt felsomhed er bestemt pa forhind. Dette er imid-
lertid besverligt og vanskeliggares yderligere ved, at der dagligt skal skaffes
en referencekurve for hvert antibiotikum til de nedvendige korrektioner.

ad 3): En anden fremgangsmade bestir i at lag-fasen forlenges med et
vist antal timer ved at anbringe pladerne i koleskab eller ved stuetemperatur
straks efter at man har tilsdet og startet diffusionen (Ericsson et al. 1954).
I koleskab opnés fuldstendig vaekststandsning, mens nogle stammer kan
vokse ved stuetemperatur. Resultatet er, at diffusionen stort set forlpber
u@ndret, omend lidt langsommere, mens vaeksten standser, hvorved lagfasen
forleenges med antallet af timer i kaleskabet. Metodens veasentligste ulempe
er, at bestemmelsen forsinkes med hele perioden ved lav temperatur. Afkortes
denne til fx. 3 timer, mistes fordelen ved fremgangsmaden i nogen grad, idet
diffusionsgradienten forst kan betragtes som relativt “stabil” noget senere
(Thomsen 1967)(fig. 3, kap. 38 og fig. 1 i dette kap.). En mere teoretisk
indvending er, at antibiotikas effekt pa forskellig made er afhangig af bakte-
riernes metaboliske status (se nzermere hos Thomsen 1967).

ad 4): Hvis inokuleringen forst foretages efter en prediffusionsperiode
kan ligning (12) skrives sdledes:

b

T=P+L+G-1og2§
(o]

dvs. at den kritiske tid oges med P = pradiffusionsperioden, og er denne
stor vil variationer i de andre faktorer blive af relativt ringe betydning og T
derfor i praksis bestemmes af P. En preediffusionsperiode pa 20 timer ved stue-
temperatur har vist sig velegnet og praktisk, da diffusionsgradienten er stabi-
liseret og pladerne kan fremstilles dagen for. Ved anvendelse af en praediffu-
sionsperiode af denne lengde er usikkerhedsmomenterne forirsaget af sam-
spillet mellem diffusion og vakst derfor reduceret og faktisk i stor udstrak-
ning elimineret (Thomsen 1967). Yderligere vil en lengere pradiffusions-
periode medfere, at resistente stammer fir mindre zoner, mens folsomme
stammer far storre zoner (Thomsen 1967; Bang 1970a, b) (se ogsa fig. 1).

Med hensyﬁ til yderligere diskussion af pradiffusionens fordele henvises
til Thomsen (1967).
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T=12 TIMER

T=24+12 TIMER

Fig. 1:Grafisk fremstilling af positionen af tre for-

skellige antibiotikumkoncentrationer efter 12 timers

diffusion i agaren (overst) og efter 36 timers diffusion

(nederst), dvs. svarende til forholdene uden, henholds-

vis med 24 timers pradiffusion (gengivet efter Bang
1970a).

Der er to problemer i forbindelse med inokulatets storrelse, som ikke lgses
ved anvendelse af en praediffusionsperiode.

Stammer der producerer ekstracellulert (-laktamase: Sidanne stammers
MIC og hamningszone over for f-laktam-antibiotika (penicilliner og cefalo-
sporiner) er sterkt afhangig af preeformeret mangde af B-laktamase (som
nedbryder B-laktam-antibiotika) i inoculum, og denne mangde stiger natur-
ligvis med stigende inoculum. Pradiffusion er helt uden indflydelse pa dette
forhold. Et lille inoculum kan bevirke, at f-laktamase-producerende stammer
fejlagtigt bestemmes som helt eller delvis folsomme for f-laktam-antibiotika,
og et stort inoculum pavirker MIC-bestemmelsen, sidledes at vaerdien kan
oges med en faktor 100.

Sulfonamidinhibitorer i inoculum: p-aminobenzoesyre modvirker sulfon-
amids vaekstheemning pa sulfa-felsomme bakterier. Sulfonamid-antagonister
produceres af mange bakteriearter under vaksten, og den tilstedeverende
mangde er derfor afhangig af inoculums sterrelse. Et for stort inoculum
vil bevirke, at nogle sulfa-folsomme stammer fejlagtigt bestemmes som resi-
stente (Erlandson 1951; Thomsen 1967).
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Relationen mellem zonestorrelse og bakteriestammers folsomhed over for
antibiotika ved resistensbestemmelse (regressionskurven)

Denne relation fremgar af ligning (10) i kap. 38. I praksis foretages eksperi-
mentelt en bestemmelse af regressionskurven for et givet antibiotikum ved
en samtidig bestemmelse af MIC eller IC5, ved agarfortyndingsmetoden og af
h@mningszonen ved agardiffusionsmetoden, idet man benytter et stort antal
stammer (helst over 100) dekkende alle klinisk relevante falsomhedsniveau’er.
Stammerne skal vaere af forskellig art, representerende almindeligt forekom-
mende, humant patogene arter med forskellig vaeksthastighed og helst nyligt
isolerede (Ericsson & Sherris 1971). Ifplge ligning (10) i kap. 38 er der en
linieer relation mellem kvadratet pid hamningszonens radius og logaritmen
af MIC (eller ICs,), men i praksis er der ogsi en neesten linizer relation mellem
zonediameteren og log MIC, som derfor almindeligvis anvendes.

Bestemmelse af MIC eller IC,;, ved agarfortyndingsmetoden

Metoderne er ngje beskrevet af Thomsen (1967) og Ericsson & Sherris (1971),
ogsd med begrundelse for hvorfor agarfortyndingsmetoden foretraekkes fremfor
bouillonfortyndingsmetoden, skent de stort set giver samme MIC-resultater
(se ogsa side 388-389). Siden midten af 1950’erne har man til penicillin og de
fleste andre antibiotika anvendt 5% blodagarplader indeholdende pepton og
til sulfonamider og trimetoprim 10% blodagar uden pepton. Af reference-
maessige grunde har man fastholdt brugen af disse substrater ved fortyndings-
metoden, mens substratet til diffusionsmetoden har veret @ndret flere gange
i tidens lgb (angiende substratsammensatningen se side 54 i Thomsen 1967).
Fremgangsmaden er folgende:

Der fremstilles en 2-folds fortyndingsraekke af det pageldende antibiotikum
i pladerne. Der benyttes fx. 10 fortyndingstrin deekkende det klinisk relevante
koncentrationsomrade, samt en kontrolplade uden antibiotikum. Pladerne
skal helst bruges inden for det forste dogn, men kan dog holde sig 1 uge i plast-
poser ved 4°C uden at antibiotikumaktiviteten falder vasentligt. Hver plade
inddeles i et passende antal felter, siledes at mange stammer kan testes pa
samme plade. Et inoculum af storrelsesordenen 102 — 103 kim anbringes
pr. felt pa ca. 1 cm?. Dette opnés ved at tilsd feltet med en osefuld af en
fortyndet degngammel serumbouillonkultur (eller med en mekanisk multi-
inoculator, der muliggor samtidig tilsining med fx. 16 stammer). Serumbouil-
lonkulturerne fortyndes efter folgende skema:
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Gramneg. stave og stafylokokker: 1073
Enterokokker og gramneg. kokker: 1072
Pneumokokker, andre streptokokker og coryneforme stave: 107!

Der inkuberes i 16-20 timer ved 35-37°C. Ved langsomt voksende bakterier
(fx. nogle anaerobe) kan 2 degns inkubation vere nedvendig, hvis kontrol-
pladen ikke viser synlig veekst for efter 48 timer.

De fleste (ifplge Ericsson & Sherris 1971) afleser derefter MIC som den
laveste koncentration der giver komplet vaekstheemning vurderet med det
ubevaebnede gje, men det anbefales dog at se bort fra en enkelt koloni eller
en knap synlig film -af vaekst. Det er imidlertid biologisk mere korrekt at
beregne 1C;, efter Kédrbers metode af folgende grunde: 1) Betydningen af ino-
kulatets storrelse elimineres vidtgdende, idet stort inoculum giver hgjere MIC
pd grund af resistente varianter, der ofte optreeder med en hyppighed pa
105 — 107¢. 2) Kirber-metoden er en gennemsnitsberegning og derfor ikke
sd pavirkelig af malefejl som en enkelt observation. 3) Det “net” af doser
(§ fortyndingstrin), hvormed man “indfanger” titeren, er finere med Kirber-
metoden end hvis man blot angiver MIC (ét fortyndingstrin); forskellen ligger
i afleesningsmetoden, idet fortyndingsreekkerne er de samme.

Afleesning af ICso efter Kirbers metode: Ved aflasningen opdeles vaksten
i 5 vaekstgrader: 0, 1, 2, 3, 4, svarende til 0, 25%, 50%, 75% og 100% vakst,
hvor vaeksten i de enkelte felter sammenlignes med vaksten i et antibioti-
kumfrit kontrolfelt. Aflesningen forudsetter ideelt, at vakstforskelle pa 25%
er erkendelige, hvilket kun er muligt med et forholdsvis moderat inoculum.
der giver 100-200 kolonier pr. felt. Et mindre inoculum giver for stor usikker-
hed, idet spredningen pa de enkelte teellinger (= kvadratroden af kolonitallet
som folger Poisson—fordelingen) bliver for stor, og et sterre inoculum vil
medfere, at mere end 25% skal hemmes for at veeksttztheden vurderes som
nedsat til 75%. I praksis anvendes oftest et inoculum pa ca. 10°® kim og af-
leesningen foretages subjektivt ved sammenligning med vakst pd kontrol-
pladen. Denne s@ttes = 4 (100%). En reel reduktion til 50% vil under disse
forhold ikke kunne iagttages, og sandsynligvis svarer den vackstgrad der angives
ved 2 til en absolut reduktion i vaeksten pad 90-95% (Reyn et al. 1963). Af-
laesningen foretages fx. siledes:
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Fortynding Vekstgrad
1 0
1/2 0
1/4 0
1/8 0
1/16 0
1/32 0
1/64 1
1/128 2
1/256 3
1/512 4

Kéarbersum = 10

Vakstgraderne summeres til Kiarbersummen (her = 10), og derefter slas Kar-
bertallet op i en tabel eller beregnes. Kirbertallet er logaritmen til IC5, og
beregnes siledes:

log IC5, = Kirbersummen * 0,07525 - (antal plader -0,5) * 0,3010 ligning (14)

hvor 0,3010 er logaritmen til fortyndingsfaktoren 2 og 0,07525 er 1/4 heraf
(svarende til én vaekstgrad i aflesningen). Beregningen ser i ovenstiende til-
feelde siledes ud:

Log ICs, = 10 + 0,07525 - 9,5 * 0,3010 = -2,107, dvs. IC5, = 1/128 af
udgangskoncentrationen.

I stedet for at bruge fortyndingstrin af en udgangskoncentration til beregnin-
gerne kan man anvende de reelle koncentrationer af antibiotikum i pladerne
til beregningerne pa folgende made:

Koncentration Vakstgrad

512 ug/ml
256
128
64
32
16
8
4
2
1

Karbersum =

PLOWNNROOOOOO

—
o
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Beregningen er derefter siledes:

log IC5 = Kérbersum * 0,07525-0,5 < 0,3010 Ligning (15)
altsd i ovenstiaende eksempel:

log ICso =10+ 0,07525 - 0,5 +0,3010 = 0,6020, dvs. IC5y = 4 pg/ml.

Stammer med veaekstgrad 3 eller 4 pa pladen med hejeste antibiotikumkon-
centration og stammer med vakstgrad O eller 1 pa pladen med laveste anti-
biotikumkoncentration unddrager sig ICso-bestemmelse. 1 stedet angives
i disse tilfzlde 1Cs, som henholdsvis > 512 eller < 1ug/ml. Spredningen pa
denne metode er 0,05 fortyndingstrin (Thomsen 1967).

Til daglig brug er det kun Kéirbersummen, der skal beregnes; resten findes
tabelleret (Finney 1947; Reyn et al. 1958; Thomsen 1967). Rader man ikke
over sddanne tabeller, kan man undgi beregningerne og opslagene i logaritme-
tabeller ved i stedet for at anvende semilogaritmisk papir. I det sidst anforte
eksempel vil fx. en ICso-veerdi pad 128 ug/ml betyde, at veeksten pa pladen
indeholdende 128 ug/ml vil vaere af grad 2, mens vaksten pa alle pladerne
med mindre antibiotikumindhold vil veere af grad 4. Det vil sige, at Kéirber-
summener 7 * 4 + 2 = 30. Tilsvarende er Kiarbersummen ved ICs, = 64 pg/ml =
6 * 4 + 2 =126 etc. I ovenstdende eksempel kan man altsd opstille felgende
tabel over samhorende IC;,-veerdier og Kirbersummer for de “hele” fortyn-
dingstrin:

ICs, Kérbersum
512 38
256 34
128 30
. 64 26
32 22
16 18
8 14
4 10
2 6
1 2

Mellem koncentrationerne af antibiotikum og de tilsvarende Kirbersummer
er der en linicer relation i et semilogaritmisk koordinatsystem. Afbildes derfor
ovenstidende koncentrationer ud af den logaritmiske akse og de tilsvarende
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Karbersummer ud af den aritmetriske akse, fis en ret linie. Ved interpolation
p4 denne linie kan de til de mellemliggende Kirbersummer svarende IC;q~
veerdier aflaeses. ‘

Samherende veerdier af IC;, og zonediametrene bestemt ved agardiffusions-
metoden vil herefter kunne anvendes til tegning af regressionskurven i et
semilogaritmisk koordinatsystem, hvor IC;, (eller Kirbertallet) afszttes
ud ad den logaritmiske akse mod zonediameteren (mm) ud ad den aritmetriske.
Herved fas i reglen en ret linie, selv om der teoretisk kun er linezr relation
mellem kvadratet p&d zoneradius (eller kvadratet pad diameteren) og logICs,
(fig. 2). Regressionsliniens beliggenhed kan beregnes af ligning (10), kap. 38,
eller ved hjzlp af “mindste kvadraters metode”, men tegning af regressions-
linien anbefales i alle tilfeelde, idet afvigelser fra den rette linie og afvigende
enkeltresultater bedre afslpres (Ericsson 1960; Thomsen 1967; Ericsson &
Sherris 1971).

CEFALOTIN

log1Cso K 25pg/disc

Hgfml

2]

0.1 64

0.2 104

0.4 144
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| <1 240
|
|
|
|
|
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1
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Fig 2: Regressionskurve for cefalotin (25 ug/disc). Ordinat log ICsy eller Kirbertal (K).

Abscisse: diameteren af h@mningszonen:. 20 timers praediffusion. Bemerk at ud ad ordi-

naten er afsat faldende koncentrationer, dvs. at regressionskurvens healdningskoefficient
er positiv i modsatning til den negative haldning, som ligning (10) angiver.



384 Antibiotika og agardiffusion

Opstilling af felsomhedsgrupper (aflaesningsskemaet)

En opdeling af antibiotika i grupper (se tabel 1), siledes at bestemmelsen med
cet bestemt stof udstraekkes til at gaelde for andre naertstiende antibiotika,
er ngdvendig af praktiske grunde og medferer, at resultaterne bliver mere
" eller mindre omtrentlige for de ovrige antibiotika i gruppen, da der sjeeldent er
fuldsteendig ensartet virkning af alle stofferne i en gruppe. For videre diskussion
herom henvises til Thomsen (1967), WHO Technical Report (1961) og special-
litteraturen.

Tabel 2 viser en gruppering af resultaterne fra regressionskurverne
i klinisk-bakteriologiske fgolsomhedsgrader ifplge Thomsens metode (1967),
som anvendes pd Seruminstituttet. Felsomhedsgraderne er i virkelighe-
den en semikvantitativ omsa®tning af den kontinuerlige skala af 1C;,-veerdier
og den tilsvarende skala af zonestorrelser fastlagt ud fra regressionskurven.
Basis for denne gruppering er serum-, vavs- og urinkoncentrationer af de
forskellige antibiotika efter forskellige doseringsformer:

Foglsom (i praksis angivet med tallet 3): omfatter stammer, hvor ICs, er
mindre end ca. ! af den maximale serumkoncentration, der opnas ved stan-
darddosis ogsd ved peroral indgift, idet man antager, at den aktuelle koncen-
tration pa selve infektionsstedet altid er en del lavere end serumkoncentra-
tionen (Jensen et al. 1950Db). In vivo respons pa behandling med stoffet er sand-
synlig ved milde til moderate systemiske infektioner.

Middelfalsom (2): omfatter stammer med hgjere ICso-veerdier, som kraver
tilsvarende forggede serumkoncentrationer, som kan opnis efter forhagjet
dosis (med f(-laktam-antibiotika), eller de foregede koncentrationer, der
opnas hvis antibiotikum kan koncentreres pa infektionsstedet som fx. i urin
ved bleerebetendelse. I begge tilfaelde kan man med en rimelig grad af sandsyn-
lighed forvente klinisk respons.

Relativt resistent (1): omfatter stammer med endnu hgjere ICso-vardier,
som krever de hgje koncentrationer der kan opnés lokalt ved lokal applice-
ring af antibiotika, fx. som salve, pudder osv.

Resistent (0): omfatter stammer med si hgje IC5o-verdier, at der ikke kan
forventes klinisk respons.

Fordelen ved en sidan semikvantitativ gruppering er, at paratviden om
opndelige serumkoncentrationer sammenlignet med ICsy—veerdierne ikke
er nedvendig i den terapeutiske situation, og at der tages hensyn til, at den
ICs0-veerdi der findes med agardiffusionsmetoden i rutinesituationen er be-
hzftet med nogen usikkerhed. Ulempen ved systemet ligger dels i kategori-
seringen af zonestorrelser tet ved breaking-points” mellem grupperne, hvor
en subjektiv bias” kan spille ind, dels i en raekke andre forhold, som skal
omtales kort:
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Tabel 1: Antibiotika som for tiden anvendes til resistensbestemmelse
Disc-indhold
Resistensbestemmelse med: Geelder ogsa for: (ssI)
Benzylpenicillin~natrium Alle penicillinase-felsomme 4 enh.

penicilliner undtagen ampicillin,
carbenicillin og mecillinam

(high-dose: 100
enh.)

Streptomycin-sulfat Dihydrostreptomycin 40 ug S-base
Sulfametoxazol + trimetoprim (19+1)  Sulfadiazin + trimetoprim 75 ug
Gentamycin-sulfat 20 ug G-base
Tetracyklin-hydroklorid Alle andre tetracyklinderivater 20 ug
Ampicillin (aminobenzylpenicillin) Hetacillin, amoxicillin 40 ug
Cefalotin-natrium De fleste andre cefalosporiner 25 ug
Kanamycin 40 ug K-base
Vancomycin-hydroklorid 150 ug
Fucidin-natrium 200 ug
Erytromycin 10 ug
Lincomycin-hydroklorid 15 ug L-base
Meticillin-natriummonohydrat Alle penicillinase-resistente 50 ug

penicilliner og cefalosporiner

overfor Staph. aureus
Sulfatiazol—ﬁatrium Alle sulfonamider 238 ug
Nalidixan-natrium 50 pg N-syre
Polymyxin-sulfat Colistin 75 ug P-base
Karbenicillin-natrium 250 ug
Kloramfenikol 50 ug

De antibiotika der for tiden anvendes {til resistensbestemmelse er opfert i forste kolonne,
indholdet i discs er anfort i tredie kolonne og beslegtede antibiotika som resistensbestem-
melserne geelder for er anfort i anden kolonne.
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Tabel 2: Skematisk opstilling af folsomhedsgrupper (aflzsningsskemaet).

Antibiotikum

Penicillin

Penicillin high-dose

Streptomycin
Sulfam/trim
Gentamycin
Tetracyklin
Ampicillin
Cefalotin
Kanamycin
Vancomycin
Fucidin
Erytromycin
Linkomycin
Meticillin
Sulfatiazol
Nalidixan *)
Polymyxin

Karbenicillin

Kloramfenikol

Folsom
3

>40 (<0,03)
>40(<1)
>27(<3)
>40(<2)

> 40 (<0,5)
>40(<1)
>40(<2)
>40(<1)
>37(<2,5)

>35(<2)

\Y

35(<1)

v

40(<0,1)

\Y%

37 (<0,5)

v

40(<1)

\%

40(<4)

v

38 (<4)

\Y%

32 (<0,5)

Vv

45 (< 5)

>40(<1,5)

Middelfalsom

2

39-27 (0,03-0,125)  26-7 (0,125-1)

39-25 (1-10)
26-15 (3-12)
39-26 (2-8)
39-29 (0,5-5)
39-25 (1-5)
39-23 (2-8)

3920 (1-10)

36-22 (2,5-10)

34-26 (2-8)

34-21 (1-10)
39-21 (0,1-1)
36-25 (0,5-2)
39-24 (1-5)

3927 (4-12)
37-24 (4-16)
31-25 (0,5-5)
44-25 (5-50)

3925 (1,5-5)

*) Anvendes kun til urinvejsinfektioner.
I hver kolonne er angivet felsomhedsgruppens zonediameter i mm og i parentes de tilsva-
rende ICs, intervaller, for penicillin i enh./ml for andre stoffer i ug/ml.

For Streptococcus faecalis tolkes folsomheden over for aminoglykosider en gruppe lavere
end svarende til den afleste zonestorrelse, idet regressionskurven for disse bakterier er

anderledes.

Relativt res.

1

24-7 (10-50)
14-7 (12-30)
25-7 (8-40)
28-18 (5-50)
24-7 (5-50)
22-7 (8-32)
19-7 (10-50)
21-7 (10-40)
25-7 (8-100)
20-7 (10-100)
20-7 (1-6)
24.7 (2-15)
23-7 (5-35)
26-7 (12-80)
23-7 (16-100)
24-7 (5-100)
24-7 (50-400)

24-7 (5-25)

Resistent
0

<6 1)
<6(> 50)
<6 (> 30)
6 (> 40)
< 17¢>50)
6 (> 50)
6 32)
6 (> 50)
<6(> 40)
6 (>100)
< 6 (>100)

A

AN

N

N

A

<6( 6)
<6(> 15)
<6¢> 35)
<6 (> 80)
< 6 (>100)
< 6 (>100)
< 6 (>400)
<6¢> 25)
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Skemaer som tabel 2 er inkomplette vejledninger for situationen in vivo, idet
de ignorerer proteinbindingen, lipid/vandopleseligheden og lignende forhold,
som har betydning for fordelingen af antibiotika mellem pa den ene side
serum og pa den anden side vaev, CNS, betendelsesfoci og indtreengen i lege-
mets celler. Der tages heller ikke hensyn til evt. specielle forhold i betzn-
delsesfoci, til udskillelsesvejen af antibiotika eller til evt. specielle forhold
ved infektioner i selve udskillelsesvejen (fx. pH i urinvejene). Sddanne skemaer
giver ingen oplysninger om, hvorvidt der kan vare effekt af subinhibitoriske
koncentrationer af antibiotika, eller om stofferne virker baktericidt eller kun
bakteriostatisk; ej heller viser de, om der er synergisme/antagonisme mellem
de enkelte antibiotikagrupper ved kombinationsbehandling.

Relationen ICso/serumkoncentrationen ved “almindelig dosis” er ret upracis.
Dels er "almindelig dosis” af fx. penicilliner ikke nogen veldefineret storrelse;
den har undergiet en stigning i de senere ar, og dels kan “serumkoncentra-
tion” betyde “peak”, “middel” eller “lige for naste dosis”. I almindelighed
anbefales det at anvende middelvaerdien (Ericsson & Sherris 1971). I nogle
tilfzelde er en stamme heterogen med hensyn til felsomhed over for et anti-
biotikum, dvs. at klonens enkeltindivider har forskellig felsomhed, og man
kan risikere, at kun de felsomme varianter bliver undersogt. Systematiske
studier af korrelationen mellem folsomhedsgrupperne og klinisk behandlings-
effekt er relativt sjeeldent udfert, men siadanne studier er naturligvis af af-
gorende betydning for relevansen af skemaer som tabel 2.

Ovenstiende folsomhedsgrupper bruges i Skandinavien, mens nogle andre
lande foretreekker ferre felsomhedsgrupper (se Dornbusch et al. 1977). P4
svensk initiativ arbejdes der her i Skandinavien pé at gennemfore en folsomheds-
inddeling i tre grupper betegnet S = sensitiv, I = intermedizr og R = resistent.

De regressionskurver, der ligger til grund for tabel 2, er udarbejdet med
stammer som vokser under aerobe forhold og giver synlig vaekst i lebet af
1 degn. Sifremt regressionskurven fremstilles med langsommere voksende
stammer, som ferst giver synlig veekst efter 48 timer, vil regressionskurven
blive lidt fladere, idet preediffusionsperioden nu ikke mere er s& dominerende
(sml. ligning (12)). Det medferer, at folsomme stammer (gruppe 3) har lidt
stprre zomner, resistente stammer (gruppe 1-0) mindre og de middelfelsomme
stammer (gruppe 2) nogenlunde uzndrede zoner (Thomsen 1967). At fol-
somme stammers ICs, saledes bestemmes for lavt, gor ikke sd meget, men at
delvis resistente stammers IC5, bestemmes for hejt kan spille en rolle ved
lokalbehandling, da en behandlingsmulighed kan forpasses. Endnu langsommere
voksende bakterier som.fx. mykobakterier ma resistensbestemmes ved hjzlp
af en fortyndingsmetode i stedet for agardiffusionsmetoden (Jensen 1949).
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For anaerobe bakteriers vedkommende kan folsomheden udmerket bestemmes
med agardiffusionsmetoden, selv med anvendelse af ikke-preereducerede sub-
strater. I de fleste tilfzzlde kan man konstruere regressionskurver, som dog
adskiller sig fra tilsvarende kurver med aerobe bakterier. I nogle tilfzlde,
fx. med kloramfenikol, angives spredningen i felsomhed dog at vare for lille
til at regressionskurver kan konstrueres, s& man kun kan sige om en stamme
er folsom eller resistent over for det pageldende antibiotikum. Da der er stor
forskel i vaksthastigheden mellem forskellige anaerobe arter — fx. vokser
Cl. perfringens hurtigt og anaerobe kokker langsomt — har flere forfattere
set sig nodsaget til at konstruere regressionskurver for hver art (Sapico et al.
1972; Dombusch et al. 1975a, b; Kwok et al. 1975).

Thomsens (1967) metode har ikke veeret afprovet pa anaerobe bakterie-
arter, men da de &ndrede regressionskurver ifplge litteraturen synes at kunne
henferes til langsommere vakst, burde Thomsens metode med den lange
pradiffusion vaere velegnet, og man ville forvente, at regressionskurver for anae-
robe arter, der vokser frem pd 1 degn, ikke ville adskille sig vasentligt fra
de tilsvarende “aerobe’ regressionskurver. Indtil dette forhold er undersegt,
mi man dog advare mod ukritisk at anvende aflesningsskemaet i tabel 2
til anaerobe arter.

Valg af resistensbestemmelsesmetode

Ved udforelse af resistensbestemmelse af bakterier over for forskellige anti-
biotika skelner man mellem primeer resistensbestemmelse, som udfores direkte
med det modtagne provemateriale, og sekundcer resistensbestemmelse, som
udfores pi isolerede kolonier efter dyrkning af prevematerialet. Fordelen
ved primar resistensbestemmelse ligger naturligvis i, at svaret kan foreligge
1 degn tidligere end ved sekunder resistensbestemmelse, og dette er ofte vig-
tigt i den kliniske situation. Sekundeer resistensbestemmelse kan ofte und-
veeres, nar den bakteriologiske diagnose er kendt, og en anden fordel er, at
undersogelsen kan udferes under standardiserede forhold for hver art med
hensyn til lag-fase og inoculum og uden indflydelse fra andre bakterier i
kulturen. Naturligvis kan resultatet af en primer resistensbestemmelse altid
kontrolleres ved en sekunder resistensbestemmelse, hvis dette anses for pa-
kravet.

Fortyndingsmetoderne giver direkte MIC eller ICso, men egner sig kun til
sekundar resistensbestemmelse. Agarfortyndingsmetoden er lidt bedre repro-
ducerbar end bouillonfortyndingsmetoden og giver samme eller lidt lavere
MIC og ICs, end denne. Agarfortyndingsmetoden er desuden mere pkonomisk
med hensyn til tid og materiale, idet mange stammer kan undersgges p4 samme
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plade, og den er mindre fglsom over for forekomsten af enkelte resistente
varianter eller forureninger i inoculum. Ved bouillonfortyndingsmetoden er
aflesningstidspunktet mere kritisk, men metoden kan til gengzld mekani-
seres, sd den bliver egnet til rutinebrug, og til mindre opgaver er den at fore-
treekke fremfor agarfortyndingsmetoden, som kraever mere forberedelse med
hensyn til pladestobning, selv om pladerne kan holde sig i op til 1 uge i kole-
skab (Ericsson & Sherris 1971). .
Agardiffusionsmetoderne egner sig bade til primar og sekundaer resistens-
bestemmelse, og i standardiseret form er deres variabilitet den samme eller
lavere end agarfortyndingsmetoden nir MIC afleses, fordi der ikke er de
”spring” 1 afleesningen, som der er ved en 2—foldsfortyndingsraekke (Ericsson
& Sherris 1971). Nar IC, afleeses ved agarfortyndingsmetoden, har denne dog
mindre variabilitet end agardiffusionsmetoderne. Agardiffusionsmetodeme
er simple og hurtige at udfere, de er fleksible med hensyn til hvilke antibio-
tika man e@nsker at bruge pa pladen, og ekonomiske, og de egner sig saledes
bedre end fortyndingsmetoderne til arbejdet i et rutinelaboratorium. Anvendt
pd det primezre provemateriale tildeler agardiffusionsmetoderne ydermere
substratet en selektiv karakter med hensyn til forskel i antibiotikumresistens,
som tillader isolering af resistente bakteriearter blandt felsomme arter i sidst-
nzvntes haemningszone omkring en given antibiotikumdisc. Nogle arter har
endvidere et s& konstant resistensmeonster, at dette bliver en hjelp i diagnostisk
henseende, og i epidemiologiske udredninger spiller en given stammes specielle
resistensmonster ofte ogsi en rolle som epidemiologisk marker. Endelig
muligger en inspektion af kolonimorfologien i heemningszonens rand omkring
p-laktam-antibiotika i en del tilfelde, at B-laktamase—-produktion opdages.
P4 baggrund af ovenstiende fordele er det ikke overraskende, at agardiffu-
sionsmetoderne foretraekkes langt de fleste steder til rutinebrug. I diagnoseaf-
delingen og antibiotika-afdelingen har vi anvendt Thomsens disc-diffusions-
metode med 6 mm discs og 20 timers preediffusion siden 1960. Fordelene
ved denne metode sammenlignet med andre her i landet anvendte (ROSCO’s
tablet metode (Neosensitabs), oprindelig udviklet af Erna Lund i samarbejde
med ROSCO (Lund et al 1951) og udfert med 1 times pradiffusion eller
uden pradiffusion, K.A.Jensen disc-metode med 20 mm discs og en 3 times
prediffusion og Ericsson disc-metode (AB Biodisk) med 5 mm discs og 2
times forleenget lag-fase ved henstand ved stuetemperatur) er angivet tid-
ligere og skal summeres op: koncentrationsgradienten fra depotet er stabi-
liseret og mere flad, hvilket medferer, at forskelle i inoculumsterrelse, lag-fase
og vaeksthastighed i vidtgiende grad elimineres, og at felsomme stammmer far
storre, mens resistente stammer far mindre zoner. Thomsens metode er derfor
ogsd velegnet til primer resistensbestemmelse. Ulemperne ved den bestér i,
at man dagligt ma skenne over naste dags behov for resistensplader, og da
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disc’ene almindeligvis tages af for tilsdningen, er der ringe mulighed for at
opdage evt. ombytninger af disc-rekkefolgen. Overskydende plader, der
har diffunderet i 20 + 24 timer i stedet for 20 timer, kan dog bruges i week-
end’er, hvis man husker pd, at den fladere koncentrationsgradient bevirker,
at folsomme stammer fir storre og resistente stammer mindre zoner, mens
middelfolsomme stammer har relativt uzndrede zoner (Thomsen 1967). 1
pvrigt henvises til Thomsens (1967) sammenlignende undersogelse over egen
metode, K.A. Jensens metode, Lunds tabletmetode, Ericssons metode og
Kirby et al.’s (1957) disc-metode.

Teknisk udforelse, aflaesning og fortolkning

Thomsens agardiffusionsmetode med 20 timers preediffusion (Thomsen 1967)
Substrat

Seruminstituttets resistensplader (14 cm, 90 g, 6 mm tykke) som bestir af:

Defibrineret hesteblod 5,0%
Glukose 0,35%
NZ-amin, type B » 0,25 %
Orthana gerekstrakt!) 0,125%
Na,HPO,, 12 H,0 0,8 %
KCi1 0,33%
Sabe 0,001 %
So-Bi-gel agar tilsat ekstra Ca" og Mg" 1,2%

pH: 7,1-7,3. Ca*": ca. 25 mg/l. Mg": ca. 12 mg/l.

1) (udvalgt specielt med henblik pa lavt indhold af sulfonamidantagonister).

Ved resistensbestemmelse af H. influenzae fordeles umiddelbart for tilsining
af pladen 100 ul (2-3 draber) 5% NAD-oplesning pd pladens overflade med
steril glasstav. 7

NAD-oplasning 5% (nicotinamid-adenin-dinucleotid = V-faktor): 1 ml
i hatteglas. Opbevares ved -20°C. Abnede heatteglas opbevares i keleskab.

Ved resistensbestemmelse af thymidin-krevende bakterier fordeles umid-
delbart for tilsining 100 ul (2-3 draber) 0,2% thymidinoplesning p& pladens
overflade med steril glasstav.
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Thywmidinoplosning  0,2% (2 mg thymidin/ml 0,1 M HCI) opbevares ved
49C.

Antibiotika: Resistenspladerne forsynes i antibiotika—~afdelingen med terrede
discs indeholdende de relevante antibiotika (Schleicher & Schuell filtrerpapir-
discs no. 2668, ¢: 6 mm). Efter imbibering med antibiotika og terring opbe-
vares disc’ene i lukkede krukker med tztsluttende lag ved -22°C uden tab af
aktivitet i op til flere ar. Disc-indholdet fremgar af Tabel 1. Disc’ene anbringes
pa pladerne 2 cm fra randen og 4 cm fra hinanden. Der er plads til 7 discs
pr. plade. Derefter praediffunderes med laget pa ved stuetemperatur i 20 timer,
hvorefter disc’ene fjernes, og pladerne er klare til brug. Hvis de ikke bruges
straks, stilles de i koleskab og forsynes med dato. Et dogn senere kasseres de,
hvis de ikke er blevet anvendt.

For pjeblikket fremstilles folgende plader:

”7-plade”: prepareret med penicillin, streptomycin, sulfametoxazol/tri-
metoprim, gentamycin, tetracyklin, ampicillin, cefalotin (startende ud for
ribben pé petriskilen og folgende uret).

Udvidet grampos. plade merket med rad streg: kanamycin, vancomycin,
fucidin, erytromycin, linkomycin og meticillin.

Udvidet gramneg. plade meaerket med sort kryds: polymyxin, karbenicillin,
kloramfenikol og kanamycin.

Urinplade meerket med sort streg: sulfametoxazol/trimetoprim, gentamycin,
tetracyklin, ampicillin, cefalotin, sulfatiazol og nalidixan.

Udforelse: Bade ved primer resistensbestemmelse af den modtagne prove
og ved sekunder resistensbestemmelse af en kultur ber det tilstraebes at fi en
tet, men ikke sammenflydende vakst. Ericsson & Sherris (1971) har angivet
tal for bakterietetheden i det ideelle inokulum. Inokulums sterrelse har speciel
betydning ved bestemmelser med sulfonamid, sulfonamid/trimetoprim, klor-
amfenikol samt ved f-laktam-antibiotika, nar det drejer sig om f-laktamase—
producerende stammer.

Primeer resistensbestemmelse ,

Podninger: Halvdelen af pladen tilsis med taette, parallelle strog, mens pode-
pinden stadig rulles mellem fingrene, s& alle dens sider udsis. Pladen vendes
90°, og proceduren gentages, si strogene nu dels deekker et nyt omrade af
pladen, dels deekker halvdelen af det ferste tilsaningsomriade. Pladen vendes
atter 900, proceduren gentages, og den vendes for tredie og sidste gang 90°
efterfulgt af samme procedure. Herved opnas, at hele overfladen bliver n&sten
ensartet tilsdet.

Uriner: Hvis man ved mikroskopi af ikke-centrifugeret urin finder en eller
flere bakterier pr. synsfelt, fortyndes urinen 1:20 med sterilt saltvand, og
100 ul (2-3 draber) spredes jaevnt over pladen med steril glasstav.
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Ekspektorater

1. metode: To klatter anbringes diametralt modsat hinanden 1 cm fra kanten
af skalen og spredes med en bgjet steril glasstav i et beelte langs kanten. Med
spidsen af den ombgjede del af staven inokuleres resten af pladen med tztte
parallelle strgg fra kant til kant. Denne metode medfgrer, at det 2 cm brede
belte langs kanten af skalen tilsas teettere end den centrale del af pladen
(Tung 1951; Dragsted & Erichsen 1953), hvorved problemet med fx. sulfona-
midantagonister i et stort inokulum afhjzlpes, men til gengaeld bliver heem-
ningszonerne ofte ’skaeve’.

2. Metode: En klat spredes javnt over hele agarfladen med en steril glas-
stav eller vatpind.

Nogle laboratorier foretraekker at behandle ekspektorat med mukolytikum
(fx. N-acetyl-L-cystein) og vaske det inden udsiningen, men det er en tids-
rovende metode.

Trachealsug: Materiale hentes op fra det fysiologiske saltvand med en pa-
steurpipette, og tilsiningen folger derefter ovenstiende retningslinier.

Pus og bundfald fra centrifugerede “veoesker” (fx. spinalveeske): En gsefuld
spredes jeevnt over agarfladen med en steril glasstav eller @sken.

Sekundcer resistensbestemmelse

Det er i reglen ikke muligt at opna et passende inokulum ved direkte overforing
af kolonimateriale til resistenspladen og spredning med glasstav. Ericsson &
Sherris (1971) anbefaler at flyde pladerne med 3-5 ml af en dggngammel
bouillonkultur fortyndet 10™* (= ca. 10° kim/ml), nar det drejer sig om de
fleste gramneg. stave, eller 10 (= ca. 10° kim/ml), nir det drejer sig om
S. aureus og enterokokker, og afpipettere overskydende veaeske. Thomsen
(1967) anbefaler at tilsi pladerne med 2-3 gsefulde af en suspension af koloni-
materiale i sterilt saltvand, som spredes med steril glasstav. Suspensionen kan
fx.laves saledes:

Kolonimateriale Saltvand
Gramneg. stave 1 gsefuld 10 ml
Stafylokokker ” 2 ml
Strep. faecalis ” 2 ml
H. influenzae ”? 2 ml
Grampos. stave ” 2 ml
Pneumokokker 7 fa dréaber
Streptokokker iovrigt ” fa draber
Meningokokker ”? fa draber

Coryneforme stave ” fa draber
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Spredning med glasstav foretreekkes af Thomsen, da flydningen med den
efterfelgende skrastilling af pladerne ved afpipetteringen kan fi zonerne til
at trekke i pareform. I alle tilfelde ber inokulum helst stamme fra flere
kolonier (Ericsson & Sherris (1971) anbefaler 10) for at undgi at overse re-
sistente varianter. Pladerne inkuberes med bunden i vejret ved 35-37°C til
naste dag. Stabling af plader ber si vidt muligt undgas. Nar det drejer sig
om hurtigt voksende bakterier, kan resistensbestemmelsen dog allerede afleeses
efter 5-6 timer. Kuldioxid-atmosfaere anvendes kun, hvis vaeksten krasver det.
Afleesning: Hemningszonerne afleeses med mm-papir pé selvholdende pincet
eller med skydelere, og zonestgrrelserne omssettes til folsomhedsgrupperne
3, 2, 1, Oefter tabel 2, og dette folsomhedsgruppetal meddeles klinikeren.
Med skydeleere kan 1/10 mm’s negjagtighed opnas ved aflesningen. Det er
vigtigt at holde afleesningsinstrumentet helt ned til zonerne for at undga paral-
lakseforskydning med undervurdering af zonestorrelsen til folge.

Fejlkilder og forhold der kan vanskeliggore mdling af hemningszonen

(1) Partiel haemningszone som overgang mellem fuld hamning og fuld
vakst ses iser ved folsomme stafylokokkers penicillinzoner og ved kloram-
fenikol- og streptomycinzonerne. Ifplge Thomsen (1967) far man den bedste
overensstemmelse med IC;y-veerdierne ved kun at male den del af zonen,
hvor hemningen er total, men i reglen maler man dog ogsa den del af zon-
nen med, der bestar af meget svag vaeekst (Ericsson & Sherris 1971).

(2) Ved sulfonamid-resistensbestemmelse kan der ofte vare vakst i hele
h&mningszonen af sma kolonier, sdledes at zonens afgreensning udgeres af en
mere eller mindre skarp graense mellem denne svage vakst og den normale
veekst. Feenomenet skyldes formentlig inokulatets varierende indhold af sulfon-
amid-antagonister, der i nogle tilfelde muligger dannelse af smi kolonier
for hemningen indtreder, og feenomenet svinder ved fortynding af inoku-
latet. Af samme grund kan meget uensartet tilsining af pladen medfere tunge-
formede indvekstpartier i sulfonamidzonen. I begge tilfzelde ber den stgrste
zone tages som udtryk for folsomheden.

(3) Svermning af fx. proteus-arter ind i hamningszonen omkring visse
antibiotika, fx. kloramfenikol, skal ignoreres og den under svermningssloret
liggende h&mningszone aflases.

(4)S. aureus stammer som danner ekstracellulert B-laktamase, afslores
ved at haemningszonerne omkring f-laktamase—folsomme antibiotika (peni-
cillin, ampicillin, karbenicillin og i nogen grad cefalosporin) er skarpt definerede
uden lysering, men med enkeltstiende storre kolonier i zoneranden, idet bak-
terierne har nedbrudt penicillin og i tilgift fiet bedre vakstbetingelser pa
dette sted. Drejer det sig om ikke-f-laktamase-producerende stammer, kan
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en mindre veldefineret overgangszone med mindre kolonier iagttages, og veeksten
perifert for zonegreensen er ofte praget af sekundeer lysering med tab af
pigment. For f-laktamase-producerende S. aureus stammers vedkommende
er h@&mningszonens storrelse omkring penicillin, ampicillin og karbenicillin
helt afhangig af inoculums sterrelse. Konstateres der f-laktamase-produktion
hos en S. aureus, skal folsomheden — uafhangig af hemningszonens stor-
relse — for penicillin, ampicillin og karbecillin angives som I eller v (dvs.
tvivisomt om klinisk effekt kan opnas). Hvad angar f-laktamase hos gramneg.
stave, s& er denne cellebundet, hvorfor inoculum-afhangigheden er mindre
eller ikke til stede (Sykes & Matthew 1976), og i disse tilfeelde angives stam-
mens felsomhed som svarende til den aktuelt mailte he&emningszone. Der skal
i pvrigt gores opmaerksom pé, at der findes flere anbefalelsesvaerdige,nemme
mader til pavisning af f-laktamaseproduktion (Sykes & Matthew 1976), fx.
spaltning af kromogent cefalosporin, og en vejledning kan fas i antibiotika-
afdelingen. Hvis en penicillin-folsom stamme forekommer i blanding med en
p-laktamase-producerende stamme, kan sidstnavnte i nogle tilfelde odelegge
sd4 meget penicillin, at der optreeder en slags satellit~feenomen i h&mnings-
zonen med felsomme kolonier omkring f-laktamase-producerende kolonier
og evt. en generelt nedsat hemningszone for den ellers folsomme stamme.

(5) Meticillin~resistente stafylokokstammer er en heterogen blanding af
folsomme og resistente varianter. Ved resistensbestemmelse over for meticil-
lin ved 37°C vil saidanne stammer ofte tolkes som folsomme, da de resistente
varianter ved den temperatur gror langsomt i tilstedeveerelse af meticillin.
Udferes bestemmelsen ved lavere temperatur (35° og iser 30°C), vil de resi-
stente kolonier gro frem pa 1 degn (Ericsson & Sherris 1971; Brown & Kothari
1974). Hvis stafylokokker er meticillin-resistente, angives i svaret at de ogsd
er resistente over for cefalosporiner, og serskilt oplysning om felsomheden
over for cefalosporiner skal i sddanne tilfeelde ikke meddeles.

(6) Sulfonamid/trimetoprim: Selv om haemningszonen viser fuld felsomhed,
kan det dog ikke dermed afgeres, om stammen er fplsom over for hvert enkelt
af de to stoffer i blandingen. Savel sulfonamid-felsomme, trimetoprim-resi-
stente som sulfonamid-resistente, trimetoprim-felsomme stammer forekom-
mer. Af den grund burde bakteriestammer altid undersoges for felsomhed
over for bade sulfonamid og trimetoprim szrskilt og nogle laboratorier prak-
tiserer ogsa dette. I Seruminstituttets rutineplader indgér imidlertid kun sul-
fonamid serskilt og ikke pa alle standardplader. En seerskilt resistensbestem-
melse over for sulfonamid skal imidlertid altid foretages og meddeles samtidig
med resistensbestemmelse over for blandingen sulfonamid/trimetoprim.

(7) Anaerob inkubation, inkubation i CO,-atmosfeere: se p. 388.
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(8) Det kan anbefales ved alle agardiffusionsmetoder dagligt at resistens-
bestemme en kendt kontrolstamme sidelobende med de ukendte stammer;
dette har naturligvis specielt betydning ved nye batches af substrat eller discs
og tabletter. '

(9) Safremt zonerne er teknisk tilfredsstillende, og sidfremt nedbrydning
af antibiotikum ikke forekommer (§-laktamase), sd kan flere stammers resi-
stensmonster undertiden godt afleses pd en primer resistensbestemmelses-
plade.

Fortolkning: De afleste zonestorrelser omsaettes til fplsomhedsgrupper
(se tabel 2) under hensyntagen til ovenstidende punkter nzvnt under fejl-
kilder. Spredningen pd metoden er 3-5 gange storre end ved agarfortyndings-
metoden (se p. 382), sa usikkerheden pa bestemmelsen af en ICs, ved en given
zonestorrelse er af storrelsesorden 3 til 1 fortyndingstrin, afheengig af det -
pageldende antibiotikum (Thomsen 1967). -

Anvendelse: Foruden kendskab til en given stammes folsomhed over for
forskellige antibiotika (resistensmonster) er det nodvendigt for den behandlende
lzege at have viden om infektionens art og lokalisation, tilstanden af patien-
tens egne forsvarsmekanismer, de forskellige antibiotikas farmakokinetik,
proteinbinding, fordeling, metabolisering og udskillelse, deres bakteriosta-
tiske eller baktericide virkning, eventuelle interaktioner med andre farmaka,
herunder andre antibiotika (antagonisme/synergisme) og deres administra-
tionsform, bivirkninger og pris, forend det rette valg af antibiotisk behandling
kan foretages. Det ma endvidere huskes, at kun €t antibiotikum fra hver gruppe
(tabel 1) indgir i resistensbestemmelsen, og forskelle mellem gruppernes
enkelte medlemmer findes. Med disse forudsstninger er de oplysninger, som
resistensbestemmelsen giver klinikeren, af afgorende betydning for institue-
ring eller justering af antibakteriel kemoterapi. For det klinisk-mikrobiologiske
laboratorium har resultaterne som tidligere omtalt desuden ofte orienterende
vardi i species-diagnostikken og i epidemiologisk henseende.

Sikkerhedsforanstaltninger

Flydning af plader rummer en seerlig risiko.

Referencer: se referencelisten efter kapitel 40.



Kapitel 40

Koncentrationsméaling

Betingelsen for at kunne male koncentrationen af et antibiotikum i biologiske
vaesker med agardiffusionsmetoden er, at man rider over en bakteriestamme,
der er folsom for det pagaldende antibiotikum, men resistent over for andre
vaeksthemmende stoffer i disse vasker, herunder andre antibiotika og lege-
mets egne bakteriebeskadigende stoffer (fx. lysozym og laktoferrin). Legemets
egne bakteriebeskadigende stoffer spiller sjzldent nogen rolle ved agardif-
fusionsmetoden, men det gor den samtidige tilstedeveerelse af andre anti-
biotika. Det er i dag reglen snarere end undtagelsen, at patienter behandles
med kombinationer af antibiotika. Specielt hyppig er en kombination af et
p-laktam-antibiotikum og et aminoglykosid. For at kunne maéle koncentra-
tionen af et antibiotikum i tilstedevaerelse af et eller flere andre, uden at
disse males med, har man udviklet flere metoder:

1) Den simpleste og mest udbredte metode er at bruge en bakteriestamme,
der er folsom for det antibiotikum, der onskes bestemt, men resistent over
for andre tilstedeverende antibiotika. Da mange forskellige kombinationer
af antibiotika bliver benyttet i klinikken, er det nedvendigt for laboratoriet
at have en storre kollektion af bakteriestammer med forskellige, kendte resi-
stensmonstre.

2) En anden udbredt metode bestir i selektivt at inaktivere det antibioti-
kum, der ikke gnskes mélt, men denne metode kan kun anvendes for et mindre
antal antibiotika. B-laktam-antibiotika (penicilliner, cefalosporiner) kan in-
aktiveres med enzymet f-laktamase. Tetracyklin kan inaktiveres ved chelering
med Mg tilsat substratet. Streptomycin-aktivitet kan elimineres ved tilset-
ning af semicarbazid-hydroklorid til substratet. Sulfonamid kan inaktiveres
ved tilsetning af p-aminobenzoesyre til substratet og bade sulfonamider og
trimetoprim ved tilsaetning af thymidin. Polymyxin og f-laktam-antibiotika
kan males i tilstedeveerelse af aminoglykosider, hvis pH i substratet seenkes til
5,5-6,0 (Sabath et al. 1971; Malmborg 1974).

3) En tredie, sjeldnere brugt metode er at separere de forskellige antibiotika
i blandingen, fx. ved kromatografi eller elektroforese, for mélingen (se Malm-
borg 1974).
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Med agardiffusionsmetoden males kun mangden af aktivt stof, men ikke de
inaktive metaboliseringsprodukter. Nar agardiffusionsmetoden anvendes til
koncentrationsmalinger er man fri for de standardiseringsproblemer, som er
en folge dels af vaeksten (inoculum, lag-fase og vaksthastighed), dels af dif-
fusionen nar metoden anvendes til resistensbestemmelse. Man anbringer nemlig
ved hver undersogelse kendte oplpsninger af det pagaldende antibiotikum
pa pladen sammen med den ukendte prove, s& man far bestemt standardkurven
(ligning (11), kap. 38) og derved bliver i stand til, efter at have bestemt den
ukendte proves hsmningszone, at interpolere sig til provens antibiotikum-
indhold. Det er naturligvis en betingelse, at der er anvendt samme slags bio-
logisk vaske til standardoplesningerne af antibiotikum som til prgven, og
det vil i de fleste tilfeelde sige serum.

Valg af metode

Selv. om der er udarbejdet mange varianter af agardiffusionsmetoden til be-
stemmelse af antibiotikumkoncentrationer, bygger de pad samme princip og
adskiller sig hovedsageligt kun ved mzngden af det provemateriale, der kreeves,
samt ved feolsomheden og veaeksthastigheden af den anvendte tekstbakterie.
Den nedvendige provemengde kan nedsezettes ved at bruge disc i stedet for
agarcup. Nar der anvendes disc, vil metodens falsomhed men ogsa risikoen for
en gget usikkerhed stige ved anvendelse af tynde plader. Metodens hurtighed
oges, hvis man bruger hurtigt voksende bakterier, men da de fleste toksiske
antibiotika kun gives hver 8. time, er et hurtigt svar ikke si pakraevet. I det
folgende beskrives en agarcup-metode og en disc~metode, som begge anvendes
i antibiotika-afdelingen.

Teknisk udferelse, afleesning og fortolkning

Agarcup~ og disc-metoden (Rosdahl et al. 1969)

Provemateriale: Blod uden tilseetning eller serum, urin, spinalvaeske, sekret
og andre legemsvasker. Blod tages ved venepunktur i Seruminstituttets sili-
konerede plastror med gront skrueldg, og andre legemsvaesker forsendes i
samme slags proveror. Til agarcup-metoden onskes ca. 2 ml serum eller andet
provemateriale. Til disc-metoden tages blod i 4 hepariniserede kapillerror
fra oreflip, fingerpulpa eller hel. Hvert ror giver 25-30 ul serum. Proverne
opbevares og forsendes ved 4°C, hvor antibiotika er holdbare i mindst 24 timer.
Efter centrifugering afpipetteres serum, som anvendes til koncentrationsbe-
stemmelsen. Det er ligegyldigt, om serum udvindes med det samme eller 24
timer efter prevetagningen, og prevematerialet behover ikke at vere sterilt,
men mikrobiel vakst ma dog selvfolgelig undgis.
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Substrat og andet udstyr

Seruminstituttets resistensplader (se kap. 39 side 390)

6 mm filtrerpapirdiscs (se kap. 39 side 391)

Propbor, ¢: 9 mm

Penase (Leo), 100.000 enh/ml ‘
Standardoplesninger af antibiotika i poolet humant serum
Bakteriestammer med kendt selektiv folsomhed (teststammer)

ad standardoplosninger af antibiotika: Disse fremstilles som stamoplgsninger
i sterilt destilleret vand eller speciel solvens (penicilliner og cefalosporiner),
fx. 1000 ug/ml af antibiotikumpraeparationer szrligt beregnet til dette formal,
og opbevares ved -20°C i sma portioner. Antibiotika til klinisk brug er ofte
tilsat preserveringsmiddel og kan derfor ikke bruges. Stamoplesningernes hold-
barhed ved -20°C fremgar af tabel 3. Standardoplgsningerne fremstilles i
poolet humant serum eller i sterilt fysiologisk saltvand til henholdsvis méling
af antibiotika i serum eller fx. spinalvaske, hvor dog Hammerberg et al. (1978)
hevder, at serum er det bedste. Urinprover fortyndes med serum (1+9), hvor-
efter en serumstandard kan bruges. Standardrekkerne med serum holder
sig for de fleste antibiotikas vedkommende i 1 uge ved 4°C, bortset fra peni-
cilliner, cefalosporiner og tetracykliner, der kun er holdbare 1 dag. Standard-
rekken bestar af 4 forskellige koncentrationer, fx. i 3-foldsfortyndinger,
som dakker de klinisk relevante koncentrationer. Eksempelvis kan anfares
gentamyecin i serum: 1,1-3,3-10-30 ug gentamycinbase/ml serum.

ad teststammerne: Et sat af teststammerne opbevares frysetorret. Til
daglig kan folgende fremgangsméide anvendes: Stammerne opbevares p4 plade
ved 4°C og omsas ugentligt. Herfra tilsds bouillonkulturer 2 gange ugentligt.
Efter fremveekst opbevares disse bouillonkulturer ved 4°C, og herfra laves
fortyndinger til tilsining af koncentrationsmalingspladerne. Der udarbejdes
en “journal” for hver teststamme med angivelse af hamningszonestgrrelse
over for alle de anvendte antibiotika og oplysninger om stammens sarlige
anvendelsesomride. Resistensmenstret kontrolleres af og til og de nye haem-
ningszonediametre indferes i journalen.
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Tabel 3: Holdbarhed af antibiotikaoplesninger til brug ved koncentrationsmaling -

Antibiotika i destilleret

vand eller solvens Holdbarhed ved -20°C
Colimycin-sulfat i vand 1ar
Cefalotin i solvens 1 ar
Cefalexin i vand 10 mdr.
Clindamycin i vand 10 mdr.
Erytromycin i vand 6 mdr.
Gentamycin-sulfat i vand I ar
Fucidin i vand 1ar
Kanamycin-sulfat i vand 1ar
Kloramfenikol i vand 1ar
Lincomycin i vand 1ér
Polymyxin-sulfat i vand 1 ar
Streptomycin-sulfat i vand 1ar
Dihydrostreptomycin i vand 1ar
Tobramycin i vand 1 ar
Trimetoprim i vand 1ar
Vancomycin i vand 1ar

Penicilliner oplest i solvens er ikke stabile i leengere tid ved -200C, men er holdbare il uge
ved 4°C. Tetracykliner oplest i vand er ligeledes holdbare i 1 uge ved 4° C, men ikke i
leengere tid ved -20°C.

Provens udfgrelse

Agarcup~-metoden

Substratet tilsis ved flydning med 3-5 ml af en passende suspension af
teststammen, som er fglsom for det antibiotikum, der skal males, og resistent
over for eventuelle andre antibiotika i preven. Der tilstraebes en teet, men ikke
sammenflydende vaekst, og for at opnd dette skal fx. en degngammel bouil-
lonkultur af en gramneg. stavbakterie fortyndes 1073 til 10™* og S. aureus
og enterokokker 1072 inden tilsiningen (det svarer til ca. 105 til 106, hen-
holdsvis 107 kim/ml). Overskydende vaske suges fra med pasteurpipette, og
pladen stilles til terring ved 35-37°C i ca. § time. Nar pladen er ter, udstanses
med et flamberet afkglet propbor 7 huller (a: 0,9 cm) tvaers gennem agaren
ikke nermere end 2 cm fra kanten af skalen og 4 cm fra hinanden. Eventuelt
kan anvendes et specielt bor tilsluttet luftsug og en skabelon til de 7 huller
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for at lette arbejdet (Bang & Bentzen 1947). Bunden af hullerne kan eventuelt
forsegles med 2 draber smeltet agar, men det er i reglen ikke nedvendigt.
De fire standardoplesninger og preven pipetteres hurtigt efter hinanden i
hullerne, som skal fyldes til randen (ca. 0,3 ml). (Der laves tredobbelt bestem-
melse af prevens antibiot:kumindhold, dvs. preven fyldes i 3 huller fordelt
mellem de 4 huller med standardoplesningerne). Pladen henstér i 15 min. eller
lengere ved stuetemperatur (det er ikke npdvendigt, men det oger hamnings-
zonernes storrelse) og inkuberes herefter ved 35-37°C pa vandret underlag
med laget opad.

Disc-metoden
Substratet tilsdés som ovenfor, men i stedet for huller i agaren anbringes 16
filtrerpapirdiscs p& agaroverfladen, og 20 ul standard eller prove pipetteres
hurtigt med Carlsberg-pipette pa hver disc, inden disse suger vaske fra pladen.
Inkubering som ovenfor anfort.
Inaktivering af B-laktam-antibiotika med penase
Ved agarcup-metoden fyldes provehullet med 100.000 enh./ml penase (dvs.
ca. 30.000 enheder i hullet), og efter 5-10 minutters diffusion suges resten
af penasen op af hullerne, hvorefter proverne og standardeme pipetteres i.
Det er ikke nedvendigt at komme penase i standardreekkernes huller. Ved dics-
metoden dyppes hver disc i en oplesning af 100.000 enh. penase/ml dest.
vand og terres i ca. 3 time ved 37°C. Hver disc vil s3 indeholde ca. 5000 enh.
penase, og disc’ene er nu klar til anbringelse pa pladen og papipettering af pro-
ven og standarderne. Discs til standardreekken skal ogsa imbiberes med penase.
Sterre portioner af imbiberede og terrede discs kan evt. opbevares i lukkede
flasker i flere maneder ved —20°C (Justesen 1973).
Inaktivering af sulfonamid
Til dette formal anvendes plader med det almindelige resistensbestemmelses-
substrat tilsat p-aminobenzoesyre (20 ug/ml), som bestilles specielt fra sub-
stratafdelingen.

De andre inaktiveringsmetoder bruges ikke i praksis pid Seruminstituttet.
Afloesning
Hamningszonerne afleses (se tidligere under resistensbestemmelse i kap. 39),
og gennemsnittet af de tre mélinger for den ukendte preve udregnes. Resul-
taterne fra standardrakken tegnes ind pé semilogaritmisk papir (koncentra-
tionen afsettes ud ad den logaritmiske akse og zonediameteren i mm ud ad
den aritmetriske akse). Punkterne forbindes, og herved fés en ret, eller nasten
ret linie (standardkurven fig. 1), idet det egentlig er kvadratet pa zone-radius
(eller kvadratet pa zonediameter) der erlineert relateret til log. konc. Standard-
kurven kan ogsd beregnes ud fra ligning (11) eller ved hjelp af “mindste kva-
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draters metode” (Malmborg 1974). Antibiotikumkoncentrationen i den u-
kendte prove findes ved interpolation pa standardkurven eller ved beregning.
Ekstrapolering ved forleengelse af standardkurven uden for hgjeste og laveste
standardkoncentration undgés, og i stedet for anferes, at provens koncentra-
tion er storre, henholdsvis lavere end denne vaerdi. Aflesning kan foretages
efter 6-8 timer, afhengig af stammens veeksthastighed.
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Fig. 1: Eksempel pd koncentrationsbestemmelse af gentamycin i serum.
Zonediameter Koncentration af gentamycinbase
(mm) (ug/ml)
Standard 1: 29,3 30
Standard 2: 25,1 10
Standard 3: 20,8 3,3
Standard 4: 15,6 1,1
Prove: 20,9
Prove: 21,0
Prove: 20,8

Provegennemsnit: 20,9 3,4 ug gentamycinbase/ml serum
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Fejlkilder

(1) Hvis oplysninger om anden antibiotisk terapi mangler, vil man risikere
at fa forkerte heje koncentrationer, idet andre antibiotika kommer med i
bestemmelsen, hvis teststammen er folsom for dem.

(2) Ved fejlagtigt valg af teststamme, som ikke er folsom for det pageel-
dende antibiotikum, vil prevens (og standardernes) indhold blive bestemt
til 0.

(3) Ved maling af antibiotikum i sekreter fra slimhinder kan tilstedeveaerende
lysozym og laktoferrin give heemningszoner, der fejlfortolkes som antibio-
tisk aktivitet. Dette kan der korrigeres for ved tillige at maile med en test-
stamme, som er resistent over for det antibiotikum, der skal males, men har
samme fplsomhed for lysozym og laktoferrin (Malmborg 1974).

(4) Hvis diffusionen ikke foregir pa vandret underlag, kan der optraede
sk®ve zoner.

(5) Citratblod giver sterre tetracyklinzoner pa grund af binding af divalente
katjoner.

(6) Heparin heemmer aminoglykosiders aktivitet og nedsatter derfor deres
zoner. Er preven heparinplasma, bor standarderne ogsd vaere fremstillet i
heparinplasma.

Folsomhed

1 pg/ml eller betydeligt derunder, afhengigt forst og fremmest af testbak-
teriens felsomhed, men ogsa af depotets storrelse og for dics—-metoden af pladens
tykkelse.

Fortolkning

Fortolkningen af resultatet er helt afheengig af oplysninger om tidspunkt
for sidste indgift af antibiotikum og for provetagningen, dosisstgrrelse, dose-
ringsinterval, administrationsmade (i.v., i.m., peroralt), anden antibiotisk
terapi inden for de sidste 3 degn og nyrefunktionen. Forudsat at disse op-
lysninger foreligger, fremgar det af resultatet: 1) om patienten har tilstraekkelig
hej koncentration i serum af det pigeldende antibiotikum til at et godt tera-
peutisk resultat kan forventes, eller 2) om patienten har for hej en koncentra-
tion i serum af det pagzldende antibiotikum eller akkumulerer dette med
risiko for toksiske bivirkninger. Betingelsen for pd korrekt méade at udnytte
disse oplysninger ved vurdering af maéleresultatet er, at provetagningen er sket
pa passende tidspunkt i forhold til tidspunkterne for antibiotikumindgift.
Der er to forskellige fremgangsmader at valge imellem: Den almindeligste
er at tage en prove umiddelbart for naste indgift af antibiotikum for at fa
oplysning om akkumulering af antibiotika. Derefter tages en prove 15-30 min.
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efter i.v.,, 1 (evt. 2) timer efter i.m. eller 2 timer efter peroral indgift for
at se, dels om terapeutisk niveau er ndet, dels om toksisk niveau over-
skrides. Den anden fremgangsmide er at bestemme koncentrationen fx. 1}
time og 3 timer efter i.m. indgift og derefter beregne halveringstiden for det
pageldende antibiotikum hos patienten. Resultaterne fra hver af disse to
fremgangsmader anvendes si til tilpasning af antibiotikumdosering i den neer-
mest felgende tid.

Det skal understreges, at de angivne metoder maler den totale (frie og
proteinbundne) koncentration af aktivt antibiotikum, safremt standarderne
er fremstillet i samme slags vaeske som preven. Ydermere at resultatet kun
siger noget om koncentrationen i den pigeeldende vaeske, men intet direkte
om koncentrationen pé infektionsstedet.

Tabel over toksiske greenseveerdier for de hyppigst mdite antibiotika 2 timer
efter i.m. indgift

Penicilliner: 12 enheder i spinalvaeske
Streptomycin: 40 pg/ml i serum
Kanamycin: 50 ”?

Gentamycin: 10 ”

Tobramycin: 10 ”

Colistin: 10 ” (=300 enh/ml)
Vancomycin: 40 ”

Terapeutisk niveau for antibiotikakoncentrationer i serum afhanger dels
af bakterieartens MIC, dels af infektionens lokalisation. I almindelighed regner
man med, at den maximale serumkoncentration skal vere mindst 5 gange
hejere end bakterieartens MIC for at opnd klinisk effekt ved generelle infek-
tioner. Der henvises i gvrigt til tabel 2 og kap. 39 p. 384.

Sikkerhedsforanstaltninger
Ingen szrlige, men husk at mundpipettering ikke ma finde sted.
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