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Bakgrund

Foreningen for Klinisk Mikrobiologi (FKM) har sedan 1990-talet samordnat arbetet med att ta
fram referensmetodik i Klinisk Mikrobiologi (Gula Bockerna, senare aven tillgangligt i Wiki-
format). Tidigare gjordes detta i samarbete med Folkhalsomyndighetens foregangare (Statens
Bakteriologiska Laboratorium och Smittskyddsinstitutet). Referensmetodiken var som namnet
antyder en referens for de mikrobiologiska laboratorierna i en tid dd manga laboratorier
ackrediterades. Referensmetodiken har sedan dess varit den referens som funnits tillganglig

for svensk mikrobiologi och granskande organisationer.

Sedan 2013 sa har ett arbete paborjats med att modernisera Referensmetodiken och vid FKMs
arsmote har, baserat pa nya behov inom Klinisk Mikrobiologi, beslutats om en férandrad
inriktning vid framtagandet av ny metodik. Det nya formatet, som gar under namnet
“Foreningen for Klinisk Mikrobiologis rekommenderade metoder”, ir att fokusera pa de
viktigaste delarna i metodiken som rekommenderas (preanalys, analys och postanalys).
Rekommendationerna ska vara ett stod for varden vid val av metodik, diskussioner kring
arbetsflode och tvarprofessionella diskussioner kring mikrobiologisk diagnostik. For basta
patientnytta kravs konsensus mellan laboratoriet och lokala kliniska beslutsfattare om
betydelsen av god, men ocksa snabb diagnostik, da organisatoriska forandringar vanligen

kravs for att minska ledtider i alla led, fran patient till mikrobiologiskt svar.

Rekommendationerna ar baserade pa internationella riktlinjer och vid skrivandet tillganglig
relevant vetenskaplig litteratur. Dar det finns daligt vetenskapligt stod har arbetsgruppen
antingen avstatt fran en rekommendation eller givit en rekommendation baserat pa de
ingaende medlemmarnas erfarenheter och kunskaper. | dessa fall vill gruppen uppmuntra
kliniska mikrobiologer till att aktivt delta i eller driva forskning for att 6ka pa det samlade

vetenskapliga underlaget.

Nya delar av “Rekommenderade metoder” 1aggs ut for konsultation pa www.mikrobiologi.net

under en manad varefter arbetsgruppen diskuterar inkomna forslag till &ndringar och sedan

faststaller den slutliga rekommendationen.
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Den forsta delen &r nu fardigstélld och jag som huvudredaktor vill rikta ett stort tack till hela
arbetsgruppen och sarskilt till Anna Akerlund for allt det jobb som lagts ned pa att ta fram

underlag, granska och sammanstalla den nya rekommendationen.

Martin Sundqvist, Huvudredaktor, Orebro, December 2021.
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Allmant

Denna rekommendation dr en generell uppdatering och ersitter nu ”Referensmetodik for
laboratoriediagnostik vid kliniskt mikrobiologiska laboratorier. 1. Infektionsdiagnostik. I. 4

Bakteriemi-diagnostik” fran 1993.

| detta dokument beskrivs rekommenderade metoder for blododling inkluderat fungemi
(svampinfektion i blod) samt metodik for diagnostik av endokardit och misstanke om
infektion relaterad till karlkatetrar. Rekommendationerna ar baserade pa internationella
riktlinjer och relevant vetenskaplig litteratur. Dar det finns icke tillracklig vetenskapligt stdd
har arbetsgruppen antingen avstatt fran en rekommendation eller givit en rekommendation

baserad pa de ingaende medlemmarnas erfarenhet och kunnande.

Huvudbudskap i de nya rekommendationerna om blododling
e Blododling ska alltid tas innan inséttande av intravends antibiotikaterapi.
e FOr basta mojliga prestanda kravs sammanlagt 40-60 mL blod hos vuxen.
e Alla flaskor i en blododlingsomgang fylls vid samma tidpunkt fran samma perifera
stick
e Noggrann desinfektion och avskiljande av forsta portionen blod minskar risken for
kontamination av blododlingen
e For bibehallen odlingssensitivitet samt forbattrat utfall for patienten bor korta ledtider
efterstrévas i alla led:
o Tid fran provtagning till inkubation
o Tid fran odlings-positivitet till omhandertagande av positiv odling
o Tid fran omhandertagande av positiv odling till remissvar (innehallande

gramfarg och/eller art- och resistenshestamning)
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Definitioner

Bakteremi = Bakterier i blodbanan

Blododling = Minst 2 flaskpar. For sma barn = 1 Pediatrisk blododlingsflaska (PEDs).

BSI = Bloodstream infection (Infektion i blodbanan)

Central venos infart (CVI) = Ett begrepp som innefattar tunnelerad och icke-tunnelerad
central venkateter (CVK), central dialyskateter (CDK), subkutan venport (Porth-A-Cath) och
peripheral inserted central catheter-line ("picc-line”).

CRBSI = Cathter-related bloodstream infection (Kateterrelaterad infektion i blodbanan)
Flaskpar = 1 aerob + 1 anaerob blododlingsflaska, fyllda med minst 10 mL blod per flaska.
Fungemi = Svamp i blodbanan

HACEK = Haemophilus spp, Aggregatibacter spp, Cardiobacterium hominis, Eikenella
corrodens, Kingella kingae. Grupp av bakteriearter associerade med infektios endokardit.
Parad blododling = Blododling dar de tillhtrande flaskparen tas vid samma odlingstillfalle
men fran olika provtagningslokaler; oftast flaskpar fran centralvends infart parat med flaskpar
fran perifert stick.

Perifer infart = Perifer venkateter (PVK)

Sepsis = Livshotande organdysfunktion, orsakat av ett stort systemiskt svar pa infektion.
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1. BLODODLING
1.1 PREANALYS

Huvudbudskap preanalys

e Blododling ska alltid tas innan insattande av intravends antibiotikaterapi.

e FOr basta mojliga prestanda krdvs sammanlagt 40-60 mL blod hos vuxen.

e Alla flaskor i en blododlingsomgang fylls vid samma tidpunkt fran samma perifera
stick

e Auvskiljande av forsta portionen blod minskar risken for kontamination av
blododlingen

¢ Noggrann desinfektion samt avskiljning av forsta portionen blod minskar risken for
kontamination.

e Start av inkubation av flaskor bor paborjas inom 2 h efter provtagning.

1.1.1 Indikation

Blododling bor tas pa vida indikationer pa patienter med feber/hypotermi och allmanpaverkan
samt vid misstanke om allvarlig infektionssjukdom. Blododling ska tas pa patienter som avses
erhalla behandling med intravends antibiotika och bor évervagas vid byte av intravends

antibiotikaregim. Blododling kan aven vara aktuell som uppféljning vid pagaende behandling.

Att blododla efter paborjad antimikrobiell behandling paverkar sensitiviteten negativt, trots
neutraliserande &mnen (t.ex. resiner) i flaskan. Blododling ska darfor tas fére administrering

av antimikrobiell behandling och om detta inte ar mojligt, precis fore nésta antibiotikados.

Att odla utan misstanke om bakteremi/fungemi rekommenderas inte, da det alltid foreligger
risk for kontamination av odlingen som bland annat kan leda till on6dig antimikrobiell

behandling.

For identifiering av de patienter som har en misstanke om bakterier i blodbanan, sasom vid
sepsis, meningit, och endokardit inklusive handlaggning/behandling av dessa tillstand,

hanvisas till Infektionslakarféreningens vardprogram (www.infektion.net).
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1.1.2 Remissuppgifter

Vardgivare och laboratorium bor ha ett system for elektroniska remisser och svar.
Remissuppgifter som bor framga vid blododling:

- Provtagningslokal: Perifert eller via centralvends infart. Vid parad blododling ska det tydligt
framga vilka flaskor som &r tagna fran respektive provtagningslokal (fran centralvends infart
respektive perifer ven).

- Forlangd inkubationstid: Anamnes/information som foranleder forlangd inkubation ska
framga. Se 1.2.3 Inkubationstid”.

- Eventuell klinisk/epidemiologisk misstanke om infektion kopplat till risk for
laboratoriesmitta: Provtagaren ska goras medveten om och beredas majlighet till att meddela
laboratoriet om sadan infektionsmisstanke foreligger. Exempel pa de vanligast forekommande
infektiosa agens tillhtrande riskklass 3 som isoleras i blododling i Sverige &r: Brucella spp,
Francisella tularensis och Burkholderia pseudomallei/mallei.

1.1.3 Provtagning

1.1.3.1 Provmaterial

Vendst blod rekommenderas. Odling fran artarblod ger inga fordelar framfor venost blod,
men kan anvandas om venost blod inte kan erhallas.

Postmortal blododling kan vara av varde i utredning av ovéntad plétslig dod. Prov tas sa tidigt
som mojligt men senast inom 48 h, om kroppen kylforvarats. Odlingsfynd ska tolkas med

forsiktighet.

1.1.3.2 Infor provtagning
Fore provtagning marks blododlingsflaskorna med etiketter fran det elektroniska
remisshanteringssystemet inkluderat patientidentitet, tid for provtagning, provtagarens

identitet och remitterande klinik.

Flaskor fran vissa leverantorer kraver att en markering gors pa flaskan (med hjélp av en skala

pa flaskans etikett) for att sakra att korrekt blodvolym (minst 10 mL) dras fran patienten.
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1.1.3.3 Blododlingsflaskor

Vid ett blododlingstillfalle tas minst tva flaskpar med sammanlagt minst 40 mL blod (minst
10 mL/flaska). For provtagning pa sma barn rekommenderas anvandandet av sérskilda
pediatriska flaskor, vilka &r avsedda for mindre blodvolymer. Se sérskilda anvisningar i

stycket ”Provtagning vid blododling av barn”.

Vid misstanke pa svampinfektion kan sarskilda odlingsflaskor anvandas innehallande substrat
som beframjar svamptillvéxt och antibiotika som forhindrar samtidig bakterievaxt. De
anvands da som tillagg till den ordinarie blododlingen och &r av storst betydelse vid

polymikrobiell infektion (se dven stycket "Fungemi”).

1.1.3.4 Provtagningslokal
Prov for blododling tas med ett provtagnings-set fran en perifer ven i armbagsvecket, eller
annan storre perifer ven, efter desinfektion (se nedan). Perifer venkateter (PVK) kan anvandas

for provtagning i samband med att PVK sétts.

Prov fran centralvends infart (t.ex. CVK) rekommenderas inte som rutinméassig
provtagningslokal. Odling fran central infart rekommenderas endast vid fragestéallning om
kolonisation eller misstanke om kateterrelaterad bakteremi/fungemi och ska da kompletteras
med odling perifert. Blododling endast fran central infart kan dock vara ett maste om perifer
provtagning inte dr mojlig. Se sérskilda anvisningar 1 stycket Kateterrelaterad infektion”.
P& barn under neonatalperioden kan spruta och spets anvandas vid provtagning via

navelkateter. Se sdrskilda anvisningar i stycket Provtagning vid blododling av barn”.

1.1.3.5 Desinfektion

Noggrann desinfektion av stickstéllet ar av storsta vikt for att minska kontamination av
blododlingen. For desinfektion vid perifer odling liksom vid odling fran central infart,
rekommenderar expertgruppen att folja de rdd som anges i Vardhandboken:

https://www.vardhandboken.se/

Fore prov tas till odlingsflaskor bor de forsta 3-5 mL blod dras i ett ror, vilket anvénds till

kemiska analyser (forutsatt att detta lampar sig for den kemiska analysen) eller kasseras. Att
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inte anvénda forsta portionen blod till blododling minskar risken for kontamination med
hudbakterier, pa grund av urskéljningseffekten och rekommenderas vid blododling tagen bade
perifert via farskt stick eller PVK liksom fran central infart (t.ex. CVK).

Vid provtagning fran central infart rekommenderas att en nagot storre volym (5-10 mL)

kasseras.

1.1.3.6 Blodvolym och turordning

Samtliga odlingsflaskor for blododling fylls i foljd fran samma venpunktion till minst 10 mL
blod/flaska. Undertrycket i flaskorna tillater stérre volymer (15-20 mL). Flaskorna fylls i
ordningsféljden: 1 aerob, 2 anaerob, 3 aerob, 4 anaerob. Risken att kontaminera odlingen med
hudbakterier avtar for varje flaska som fylls i en serie. Aerob flaska fylls forst da inokulering
av syre i anaerob flaska annars har negativa konsekvenser for tillvéxten av strikt anaeroba
bakterier. En tillrackligt stor blodvolym &r den viktigaste faktorn for en hdg sensitivitet vid
blododling. Rekommenderad blododlingsvolym hos vuxna &r 40 - 60 mL (dvs. 2-3 flaskpar)

vid varje odlingstillfélle.

1.1.3.7 Provtagning vid blododling av barn

Sensitiviteten ar avhangig den volym blod som odlas men hos neonatala/mindre barn ar en
praktisk avvagning att odlad volym ska uppga till hogst 4 % av den totala blodvolymen hos
barnet (Tabell 1). Odlad volym ska dock vara minst 1 mL. Liksom hos vuxna rekommenderas
vends provtagning. Vid odling fran karlkateter bor detta om majligt kombineras med venprov
for att utesluta kateterkolonisation. Blod fran navelkatetrar ska generellt inte anvandas for
blododling pa grund av risk for kontamination men kan vara den enda utvagen om perifer
provtagning inte ar mojlig. Blod aspireras da med steril spruta och inokuleras, efter byte till
ren kanyl och desinfektion av flaskans membran, till odlingsflaskan.

For att minska risk for kontamination av blododling kan man hos stérre barn, likt vuxna,
avskilja den forsta portionen blod vid provtagning och kassera/anvéanda till kemiska analyser.
Som riktmérke kan 3 mL avskiljas vid vikt >13 kg och 3-5 mL vid vikt >36 kg.

Diagnostik av infektioner i blod orsakade av bakterier och svamp Version 1.0 Féreningen for Klinisk Mikrobiologi 2021
11



Tabell 1 Rekommenderad blodvolym for odling, barn

Vikt Total Motsvarar | Rekommenderad Rekommenderad
barn blodvolym | % totalvolym for flasktyp
(kg) barn (mL) | av total blododling (mL),

blodvolym | fordelas beroende pa

mangd och flasktyp

<1 50-99 <4 1-2 barnflaska*
1-2 100-200 |4 4 barnflaska*
>2 - >200 3 6 barnflaska* x 2
<13
13-36 | >800 2,5 20 aerob + anaerob
>36 >2 200 1,8-2,7 40 - 60 aerob + anaerob x 2-3

*Qbservera att barnflaskan ar en aerob odlingsflaska. Vid misstanke om véxt av anaeroba bakterier bor
komplettering med anaerob odling i vuxenflaska Gvervagas. Exempel pa anaeroba infektioner hos barn ar
bukinfektion, abscesser, Lemierres syndrom, protesendokardit, missténkt sepsis hos neonatala barn som erhallit
profylaktiskt probiotika etc.).

1.1.4 Transport efter provtagning

Efter provtagning ska transport till blododlingsskéap och start av inkubering av flaskorna ske
snarast; helst inom 2 h efter provtagning. Detta innebdr att inkubation av blododlingsflaskor
ska kunna ske dygnet runt. Vardgivare som utfor blododling behéver sékerstélla placering av
blododlingsskap nara verksamheten och optimera transportkedjorna till laboratoriet.

Innan inkubation ska flaskorna forvaras i rumstemperatur.

Vid eventuellt drojsmal till inkubering, dverskridande 12 h, eller vid tecken pa misstankt véxt
(sasom omslag av flaskbottens sensorfarg, hemolys, gasutveckling eller grumlig buljong) bor
utodling ske fore paborjad inkubering. Detta for att minska risken for uteblivet larm om véxt i

blododlingsskapet (falskt negativ odling).
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1.2 ANALYS

Huvudbudskap analys
e Semiautomatiserade blododlingssystem ska anvandas
e 5 dagars inkubationstid &r tillracklig i normalfallet
e Forlangd odling kravs vid misstanke om protesendokardit, tularemi, brucellos och
fungemi.
e Snabbt omhéandertagande av positiv flaska (<2 h efter larm om véxt) bor efterstrévas

e Snabb art- och resistensbestamning direkt fran positiv flaska rekommenderas starkt

1.2.1 Remissregistrering

Utdver normala rutiner for ankomstregistrering sa bor remisstext/bestallning granskas for att
upptacka onskemal eller behov av forlangd inkubation liksom risk for laboratoriesmitta, som
gor att omh&ndertagandet av odlingen bor ske med sérskild forsiktighet. Om mojligt bor
uppskattning av den ifyllda blodvolymen goras av laboratoriet och rapporteras/aterkopplas till

provtagaren med relation till malvolymen.

1.2.2 Blododlingssystem

Kommersiella semiautomatiserade blododlingssystem rekommenderas. Dessa system
anvander buljongflaskor med atmosfariskt undertryck. Odlingsskapen ger automatiskt signal
vid bakterievéxt. Systemen bor via mellanmjukvara kopplas samman med Laboratoriernas
informationssystem (LIS) for att underlétta snabb och saker svarshantering. Sammankoppling
med moderna mellanmjukvaror erbjuder placering av externa blododlingsskap och majlighet
till uppféljning pa bestallarniva av blodvolymer, ledtider, férekomst av kontaminationer med

mera.

1.2.3 Inkubationstid
5 dagars inkubationstid ar tillracklig vid de flesta fragestéallningarna rérande bakteremi,
inklusive endokardit vid nativ klaff. Forlangd inkubation till 10 dagar rekommenderas vid

misstanke om protesendokardit, fungemi, tularemi och brucellos. Laboratoriet behéver géra
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remittenten medveten om och sakerstalla rutiner for att dessa indikationer formedlas och

forlangd odling initieras.

1.2.4 Tid till omhandertagande av positiv flaska

En larmad flaska ska omhéandertas snarast méjligt, da langa ledtider kan medféra negativa
konsekvenser for patienten. Omhéndertagande av positiva flaskor kraver mikrobiologisk
kompetens och arbetsmiljomassiga forutséttningar (se nedan). Lokala rutiner inom
laboratorie- och transportorganisationen for flaskor som signalerat i decentraliserade
blododlingsskap, paverkar saledes hur snabb den diagnostiska processen kan vara.
Expertgruppen uppfattar det som ett rimligt mal att omhénderta en positiv flaska inom 2 h
efter larm, men for att tillse att detta kan ske dygnet runt krdvs organisatoriska forandringar
och resurser, som behover védgas ihop med behov av andra analyser och stéllas i relation till

andra behov inom varden.

1.2.5 Omhandertagande av positiv flaska

Omhandertagandet av flaskor ska alltid ske inom skyddsniva 2 eller hogre. Anvénd alltid
handskar och i 6vrigt kladrutin enligt lokala hygienrutiner. Med tanke pa risk for
aerosolbildning vid punktering av positiv blododlingsflaska ska dessa alltid éppnas i

mikrobiologisk sakerhetsbank med HEPA-filtrerad franluft eller motsvarande inneslutning.

e Vand flaskan upp och ner ndgon gang for att blanda innehallet.

e Desinficera flaskans membran med t.ex. 70 % etanol och lat torka.

e Penetrera membranet med steril kanyl och dra upp blododlingsmedium med steril
spruta eller anvand annat system tillgangligt pa marknaden for att fordela lamplig
méangd till avsedda agarplattor (1-3 droppar), objektsglas och eventuella
snabbanalyser. Observera att Overtryck kan vara sérskilt betydande om
flaskmembranet buktar utat. Séarskilt vid dessa tillfallen halls med fordel en
steril/etanoldrankt bomullstuss 6ver korken i samband med att flaskmembranet
penetreras.

e Utfor gramfargning och identifiera farg och morfologi i direktmikroskopi.

e Utfor eventuell snabb art- och resistensbestdmning.
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Observera att punktion av blododlingsflaska, introducerar syre i odlingen. Buljong fran
anaerob flaska bor darfor snarast odlas ut och plattor inkuberas anaerobt for att tillvéxten ej
ska paverkas.

Vid grundad misstanke om véxt av riskklass 3-agens (Brucella spp., Francisella tularensis
och Burkholderia pseudomallei/mallei) ska omhandertagandet ske i mikrobiologisk
sakerhetshank inom laboratorium med minst skyddsniva 3 enligt Arbetsmiljoverkets
forfattningssamling AFS 2018:4 om smittrisker alternativt skickas till laboratorium med
mojlighet for sadan diagnostik. Proverna ska da packas och transporteras enligt sarskilt
regelverk; se ” Packa provet ratt” pa www.folkhalsomyndigheten.se. Relativt ofta uppkommer
en svag misstanke om vaxt av ovanstaende agens p.g.a. av larmtid dverstigande 72 timmar i
aeroba flaskor. | dessa fall behdver laboratoriet sdkerstalla rutiner for att, genom kontakt med
remitterande och bedémning av anamnestext, sékerstélla en rimlig hantering av flaskorna som
balanserar det medicinska behovet av snabb diagnostik med risk for exposition av
laboratoriepersonal. Om flaskor med Iag risk omhéndertas i HEPA-filtrerad sékerhetsbank
(klass 1 eller 2) inom skyddsniva 2 sa &r erfarenheten att det ar mycket liten risk for

exposition for laboratoriets medarbetare.

1.2.5.1 Snabb artbestamning

Snabbanalys for artbestamning rekommenderas direkt pa positivt blododlingsmaterial
alternativt efter kort inkubation (2-4 h). FOr snabb artbestdmning kan t.ex. MALDI-TOF,
multiplex PCR, antigen- och agglutinationstester eller en kombination av dessa anvandas. Det
enskilda laboratoriet bor valja en metod som passar dess logistik.

For mer information se ”Artbestdmning fran koloni” under rubriken 72.3.1 Preliminérsvar”.

1.2.5.2 Direkt resistensbestamning

Direkt resistensbestamning bor anvandas for att sa snart som majligt kunna rapportera resultat
avseende antibiotikakanslighet, men ocksa for att visualisera blandflora eller resistenta kloner.
For direkt resistensbestamning rekommenderas en metod med kort inkubationstid, t.ex. den av

EUCAST framtagna lappdiffusionsmetoden (www.eucast.org) eller en kommersiell metod.

Da en snabbmetod inte finns tillganglig for alla antibiotika/arter eller vid metodologiska

svarigheter, blandflora mm, behéver snabbresistensbestamningen ofta kompletteras med en
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standardiserad resistensbestamning. For mer information se ”Resistensbestimning” under

rubriken 72.3.1 Preliminarsvar”.

1.2.5.3 Utodling

Rekommenderad standarduppséttning av odlingsplattor (Tabell 2).

Som standard rekommenderas utodling pa hematin- och blodagar eller motsvarande substrat.
Vid vaxt i anaerob flaska sker utodling i tillagg pa anaerob blodagar med efterfljande
anaerob inkubering. Utodling med primér-, sekundar och tertidrstryk rekommenderas for att
mojliggora framvaxt av isolerade kolonier och identifiera eventuell blandflora/olika

koloniutseende.

For identifiering av anaerober i en blandflora appliceras antibiotikalappar med gentamicin (30
ug) och metronidazol (10 pg) i priméarstryket pa den anaeroba blodplattan. (Anaerober ar
naturligt resistenta mot aminoglykosider och de allra flesta k&nsliga for metronidazol.)

For rekommenderad inkubationstid och miljo, vg se tabell 2.

Tabell 2 Utodling standardmedier, inkubationsmilj6 och -tid

Angivna tider ska ses som langsta inkubationstid om véxt dessforinnan ej visualiserats.

Inkubationsmiljé och -tid
Substrat — :
Temperatur Miljo Tid
Hematinagar 35-37 °C 5% CO2 2 dygn
Blodagar? 35-37 °C 5% CO2 2 dygn
Anaerob blodagar? 35-37 °C Anaerobt 2* dygn

'Optochin-lapp appliceras i primarstryket vid misstankt vaxt av pneumokock.

2Utodling pa anaerob blodagar gors vid véxt i anaerob blododlingsflaska. Metronidazol- (10 pg) och
gentamicinlapp (30 ug) appliceras i primarstryket.

*Qbservera att plattan snarast ska reinkuberas anaerobt om ingen véxt noteras dag 1.

1.2.5.4 Hjalpmetoder for artidentifiering
Som komplement till standarduppséattning vid utodling kan tillagg av olika agarplattor,
diagnostiska diskar och antibiotikalappar 6vervégas for snabbare artidentifiering. Val av

hjalpmetod baseras pa gramfargningsresultat, direkt artbestamning och/eller kliniska
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uppgifter.
For rekommenderad inkubationstid och miljo, vg se tabell 3.

e Optochin-lapp: Appliceras i primarstryket pa blodagar eller streptokock-agar vid
misstanke om véxt av pneumokocker.

e Agarplatta selektiv for svamp: Vid misstanke om fungemi (t.ex. Sabouraud-agar (SAB)
och/eller kromogen svampagar).

e Agarplatta selektiv for Campylobacter: Vid misstanke om Campylobacter jejuni/coli (t.ex.

charcoal-cefoperazone-deoxycholate agar (CCDA)).

e Agarplatta selektiv for aeroba gramnegativa stavar vid misstankt blandflora. (T.ex.
MacConkey-, Cystine-lactose-electrolyte-deficient- (CLED) eller kromogen agar).

e Agarplatta selektiv for multiresistenta bakterier (t.ex. ESBL/ESBL-carba).

e Blodagarplatta selektiv for anaeroba gramnegativer vid misstankt blandflora (t.ex.

fastidious anaerobe agar (FAA) med neomycin eller vankomycin/nalidixinsyra.)

e Agarplatta selektiv for streptokocker vid misstankt blandflora. Visualiserar &ven hemolys
(t.ex. Gentiana-agar).

e Kromogen agar for snabbare identifiering av vissa bakteriearter (t.ex. S. aureus).

e Agarplatta selektiv for multiresistenta bakterier (t.ex. MRSA och VRE).

e Agarplatta selektiv for grampositiva bakterier vid misstankt blandflora (t.ex. Columbia
Nalidixic Acid Agar (CNA)).

e Anrikningsbuljong: Vid risk for svag/ingen vaxt av misstankta pneumokocker inkuberas
2-5 droppar positiv blododling i anrikningsbuljong éver natt, med efterféljande utodling.

e Aztreonamlapp (30 pg) i primérstryk, for selektion av grampositiver i en blandflora.

e Agglutinationsmetoder for identifiering av t.ex. Grupp A, C och G streptokocker,
pneumokocker och S. aureus.

e Antigentester for identifiering av t.ex. pneumokocker.
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Tabell 3 Utodling hjalpmetoder, inkubationsmiljé och -tid

Angivna tider ska ses som langsta inkubationstid om véxt dessforinnan ej visualiserats.

Inkubationsmiljo och -tid

Substrat
Temperatur Miljo Tid
Gramnegativt selektiv agar
35-37 °C Luft 1 dygn
(MacConkey/CLED)
Kromogen agar 35-37 °C Luft 1 dygn
Grampositivt selektiv agar
) 35-37 °C 5% CO. 1 dygn
(CNA/Gentiana)
Svampagar
(SAB/Kromogen 28-30 °C Luft 2 dygn
svampagar)
Blodagar selektiv for
_ 35-37 °C Anaerobt 2* dygn
anaeroba gramnegativer!
Campylobacter-selektiv ) )
(37)-42 °C Mikroaerofilt 2 dygn
agar (CCDA)
Anrikningsbuljong 35-37 °C Luft 1 dygn

!Metronidazol- (10 pg) och gentamicinlapp (30 pg) appliceras i primarstryket.

*Observera att plattan snarast ska reinkuberas anaerobt om ingen véxt noteras dag 1.
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1.2.5.5 Larm om vaxt, positiv direktmikroskopi men utebliven vaxt efter vidare odling
Detta kan ske t.ex. vid véxt av Abiotrophia/Granulicatella-arter (vitamin B6-beroende
streptokock, tidigare kdnd som “Nutritionally variant streptococci” (NVS)), Streptococcus
pneumoniae (p.g.a. autolys) och andra kravande och langsamvéxande arter (Campylobacter
spp., Corynebacterium spp., Cutibacterium spp., kapnofila arter, etc.). Om kliniskt motiverat
kan olika dtgarder vidtas i forsok att fa véxt. Val av atgard gors utifran gramfargningsfynd
och anamnes:

Forlang inkubationstiden av plattorna.

Odla ut odlingsflaskan igen pa mer naringsrika/anpassade odlingsmedier.

Odla ut odlingsflaskan igen i annan inkuberingsatmosfar.

For over 0,5-1 mL material fran odlingsflaskan till anrikningsbuljong eller

inokulera ursprungsmaterial i ny blododlingsflaska.

Overvig molekylarbiologisk analys (t.ex. riktad mot 16s rRNA genen) pa

positivt blododlingsmaterial.

1.2.5.6 Larm om vaxt men negativ i direktmikroskopi

Falskt larm kan ha manga orsaker, exempelvis lagt satt troskelvarde, for stor blodvolym eller
hogt antal leukocyter. Vardera i dessa fall alltid tillvaxtkurvan fran blododlingsinstrumentet.
Franvaro av tydligt exponentiell kurva starker en eventuell misstanke om falskt larm, sarskilt

om Ovriga flaskor forblir negativa eller positiv blododling i nértid saknas.

Fornya gramféargning med mer material eller komplettera med annan fargningstyp for att
pavisa morfologi, t.ex. acridinorange eller metylenblatt. Odla ut enligt standardprotokoll
(Tabell 2) och sétt darefter ater in flaskan i inkubatorn enligt leverantdrens instruktioner.

Om tillvaxtkurvan uppvisar profil som vid vaxt i flaskan men ingen véxt kan detekteras pa
plattor eller i mikroskopi kan molekyl&rbiologisk analys (t.ex. riktad mot 16s RNA genen)

fran positivt blododlingsmaterial dvervagas.

1.2.5.7 Polymikrobiell blododling

Polymikrobiell blododling i samma flaska kan ibland upptéckas redan vid gramférgning, men
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ibland forst efter utodling eller direkt resistensbestamning. Om en odlingsflaska innehaller
bakterier med olika tillvaxthastighet (t.ex. snabbvéxande bakterie och jastsvamp och/eller
langsamvéxande anaerob bakterie) finns risk for att den mer langsamvéxande arten inte
kommer fram i odlingen. Om Klinisk information finns som ger misstanke om t.ex.
svampinfektion eller anaerob infektion sa bor detta tas i beaktande i samband med utodling av
positiv odlingsflaska och selektiva medier anvandas om mojligt for att gynna detektion av

flera arter (se ovan).

Det ar viktigt att laboratoriet i t.ex. provtagningsanvisningar och vid undervisning
kommunicerar till bestéllarna att blododling har tydliga begrénsningar i detektion av
langsamvéxande arter och jastsvamp om det samtidigt véaxer snabbvaxande bakterier i

odlingen.
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1.3 POSTANALYS

Huvudbudskap postanalys

e Art/genus eller morfologi preliminérsvaras snarast mojligt efter att flaskan tagits ur
inkubatorn.

e Odlingsfyndet ska snarast mojligt muntligt kommuniceras med ansvarig
lakare/sjukskoterska. Detta kan frangas om annat tillvagagangssatt kan tillse att
patienten &r adekvat behandlad.

e Vid pavisad resistens mot pagaende behandling ska behandlande ldkare
uppmarksammas snarast.

e Smittskyddsanmalan ska utféras och ansvarig lakare uppmérksammas i handelse av

anmalnings/smittsparningspliktigt fynd

1.3.1 Preliminarsvar
Preliminérsvar lamnas i normalfallet efter gramfargning. Om snabb artbestdmning utfors
direkt pa positivt blododlingsmaterial, kan preliminarsvar i stallet Iamnas efter den direkta

artbestamningen, forutsatt att svaret inte patagligt fordréjs av en sadan rutin.

Preliminarsvaret bor innehalla foljande information:
e Bakterieart/genus, om snabb artidentifiering medger angivande av det.
Om bakteriart/genus inte kan rapporteras sa rapporteras vad som ses i mikroskopin:
o Grampositiv eller gramnegativ, kock eller stav, eller jastsvamp.
» Kock i1 kedjor svaras ”Misstinkt enterokock, pneumokock eller
streptokock™.

= Kock 1 hopar svaras ”Misstéankt stafylokock™.

o Flasktyp (aerob eller anaerob) dar vaxten foreligger kan eventuellt rapporteras, da denna

information kan vara viktig innan artbestamningen ar utford.

e Antal flaskor med véxt av totalantalet flaskor fran samma provomgang kan rapporteras, da

denna information har betydelse framfor allt vid véxt av misstankt kontamination.

Diagnostik av infektioner i blod orsakade av bakterier och svamp Version 1.0 Féreningen for Klinisk Mikrobiologi 2021

23



Angivande av tid till detektion (TTD) kan évervagas i vissa situationer, t.ex. vid beddmning
av klinisk relevans eller misstankt kontamination. Vid anvéndning av TTD, som del av denna
beddmning, krévs att de egna arbetsrutinerna ar verifierade lokalt och formulerade
tillsammans med relevanta kliniker. Hansyn till faktorer (t.ex. blodvolym, transporttid och
antibiotikabehandling) som paverkar TTD ska vara vélkanda. For mer information och mer
noggrann genomgang av begransningar med metoden, se stycket om “Kateterrelaterad

bakteremi”.

Det &r av stor vikt att fynd av positiv blododling kommuniceras sa att patientens behandling
och fortsatta vard optimeras. Svar formedlas alltid skriftligt/elektroniskt och i tillagg bor alla
nya, kliniskt relevanta fynd snarast mojligt, men senast inom tva timmar fran att flaskan tagits
ur instrumentet, besvaras via telefon till ansvarig skoterska eller lakare pa patientens
vardavdelning. Denna rutin kan frangas om det finns ett alternativt tillvagagangssatt som

omhandertar att patienten har adekvat behandling.

Utford atgard dokumenteras i LIS (Laboratorieinformationssystemet); datum, vardavdelning,
vald antibiotikabehandling och mottagare av eventuellt telefonbesked. Om den som muntligt
formedlar svar inte har tillracklig medicinsk kompetens for att ge behandlingsvégledning sa
ska det finnas rutiner for att hanvisa t.ex. antibiotikafragor till klinisk mikrobiolog eller
infektionslékare.

Vid misstankt fororening kan kommunikation av fynd i blododling skjutas upp enligt lokala
rutiner och telefonsvar uteslutas. Detta kan med fordel gélla véxt i 1 av 2 eller 1-2 av 4 flaskor
(fynd i enskild PED-flaska saledes undantagen) av foljande arter:

e Koagulasnegativa stafylokocker (KNS)

e Corynebacterium spp.

e Cutibacterium spp.

e Bacillus spp.

e Micrococcus spp.
Eller féljande gramfargningsresultat:

e Grampositiv kock, missténkt stafylokock

e Grampositiv stav, misstankt Corynebacterium eller Cutibacterium
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Undantag: Fynd av ovanstaende bakteriearter i enstaka flaska hos vissa patientgrupper kan ha
klinisk relevans och kan darfér behdva kommuniceras. Har uppmuntras till lokal diskussion sa
att det finns en samsyn mellan det mikrobiologiska laboratoriet, infektionskliniken och ev.

andra relevanta kliniker.

Artbestamning fran koloni

Alla fynd som beddms kliniskt relevanta bor artbestdmmas. Om isolatens koloniutseende ar
samstammigt i samtliga positiva flaskor kan artbestamning fran en flaska var tillracklig. Vid
vaxt av KNS i flertalet flaskor bor artbestamning ske som hjélp i bedémningen avseende
kontamination. Vid fynd dar artbestamning med standardmetod &r svar kan bestamning till
genusniva vara tillracklig. Alfastreptokocker (viridans) besvaras minst med grupptillhérighet.
Efter artbestamning skickas nytt preliminarsvar och om fyndet kréver justering av
antibiotikabehandling eller tydligt paverkar handlaggningen kommuniceras fyndet aven per

telefon.

Vid fynd av S. aureus eller jastsvamp i blododling bor laboratoriet ha utarbetat rutiner
tillsammans med infektionskliniken for optimering av patientens utredning och behandling.
Aven andra fynd bor foranleda sérskilt utarbetade rutiner, till exempel vid fynd som inger

misstanke om endokardit.

Vid anmélnings- och smittsparningspliktiga sjukdomar ska laboratoriet, i tillagg till egen
laboratorieanmalan till SmiNet, lamna skriftlig kommentar pa svaret snarast majligt.
Laboratoriet pAminner har remitterande lakare om att utan dréjsmal anmala fyndet till
smittskyddslékaren i det landsting dar den anmélande lakaren har sin yrkesverksamhet via

SmiNet. Forslag pd kommentar: ”Anmilningspliktigt enligt Smittskyddslagen™.
Vid misstanke om provtagningsfororening: Ange i kommentar om fyndet tolkas som
missténkt fororening (se ovan). Forslag pa kommentar: ”Missténkt provtagningsfororening.

Kontakta laboratoriet vid 6nskemal om resistensbestimning”.

Resistensbestdmning

Alla Kliniskt relevanta fynd ska resistensbestdammas. FOr narmare uppgifter gallande

miniminiva av resistensbestdmning hinvisas till “Minimiurval for resistensbesked” respektive
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“Minimiurval for resistensovervakning” pa RAFs hemsida (Referensgruppen for

antibiotikafragor) https://www.sls.se/raf/. | normalfallet gors resistensbestamning fran en av

fyra flaskor om samtliga flaskors gramfargning, koloniutseende och ev. artbestdmning visar
samstammigt resultat. Om perifer odling ar kompletterad med odling fran central infart, bor

resistenshestamning utforas fran bada lokalerna.

Nytt svar skickas nar svar pa resistensbestamning finns. Om det empiriska antibiotikavalet ar
olampligt ska det finnas lokala rutiner for att detta snarast meddelas till enheten dar patienten

vardas.

1.3.2 Slutsvar

Slutsvar skickas nar samtliga odlingsflaskor inom remissen har ett resultat och ev.
uppfoljande analyser ar klara. Om man upptécker att ett felaktigt svar tidigare rapporterats,
och om detta riskerar att fa kliniska konsekvenser, ska telefonkontakt med behandlande

avdelning alltid tas.
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1.4. OVRIGA ASPEKTER PA BLODODLING

1.4.1 Sarskilda aspekter avseende diagnostik av fungemi

Blododlingar med svampfragestallning skall tas vid misstanke om invasiv
svampinfektion/fungemi. Prov bér om mojligt tas innan insattning av antifungal behandling.
Tillgangliga kommersiella blododlingssystem har likvérdig prestanda for detektion av svamp.
Vanliga aeroba och anaeroba blododlingsflaskor anvands i rutindiagnostiken. Aeroba
blododlingsflaskor &r generellt sett dverlagsna anaeroba flaskor for detektion av jastsvamp.

| tillagg finns selektiv svampflaska hos vissa leverantorer. Dessa kan uppvisa fordelar
gentemot vanliga blododlingsflaskor vid misstankt polymikrobiell infektion, da dessa flaskor

innehaller antibiotika som hammar eventuell samtidig bakterievaxt.

Blododlingar med angiven svampfragestallning ska inkuberas i 10 dagar innan de besvaras
med “’Ingen véxt”. Laboratoriet bor informera remittenter om vikten av att ange misstanke
om svampinfektion” pd remissen alternativt anvidnda speciell bestdllning for denna

fragestallning.

Vid positiv blododling med fynd av eller fragestallning om svamp, rekommenderas
standardutodling med tilldgg av SAB- och kromogen svampagar. (Tabell 2)
Alla isolerade svamparter skall identifieras till artniva. For svaridentifierade isolat i MALDI-

TOF kan jasningsbaserad artbestamning och/eller sekvensering anvéandas.

Resistensbhestamning av svamp som vaxer i blododlingar ska alltid utforas forsta gangen den
aktuella arten véxer fram. Vid upprepade positiva odlingar utfors resistensbestamning om det

ar kliniskt motiverat. For resistensbestamning anvands i forsta hand buljongspadningsmetod.

Vid vaxt av Candida spp. i blododling &r det en 6éverhdngande risk att kvarliggande katetrar ar
infekterade. Hos en patient med kvarvarande kérlkateter och misstankt candidemi, bor
blododling darfor tas bade perifert och fran katetern. Vid véxt i odlingen tagen genom

karlkateter bor man Gvervédga kateterbyte, &ven om den perifera odlingen forblir negativ.

Icke odlingsbaserade metoder &r viktiga komplement i diagnostiken av invasiv

svampinfektion/candidemi. Det rekommenderas att man lokalt kompletterar blododlingen
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med sadana metoder. Nyligen har Referensgruppen for antimykotika (RAM) sammanfattat

dessa metoder i ett dokument: https://infektion.net/wp-content/uploads/2021/08/ram-

laboratoriediagnostik-och-farmakologisk-monitorering-av-invasiva-svampinfektioner-i-

sverige.pdf.

1.4.2 Anmalningsplikt
Vissa invasiva isolat ska anmalas enligt smittskyddslagen. Flera av dessa ska ocksa skickas
till Folkhdlsomyndigheten for nationell 6vervakning. Se

https://www.folkhalsomyndigheten.se/

1.4.3 Frysning av stammar

Alla blododlingsfynd fran ny episod som bedoéms kliniskt relevanta, bor sparas frysta i -70°C i
minst ett ar for eventuell utokad analys, t.ex. ytterligare resistenshestamning, subtypning eller
toxintest. Det kan dartill finnas goda skal att spara alla eller utvalda isolat langre for framtida

verifieringar/valideringar pa laboratoriet och forskning.

1.4.4 Kvalitetssakring

Varje laboratorium har enligt lag skyldighet att utfora sin verksamhet med hog kvalitet och
ska se till att verksamheten fortlopande utvecklas och kvalitetssakras. Ett bra sétt att
kvalitetssakra delar av sin metod &r genom deltagande i externa kvalitetssakringsprogram.
Blododlingsdiagnostiken lampar sig ocksa val for kvalitetsindikatorer som kan foljas Gver tid.
Baserat pa de rekommendationer som lamnats i detta dokument lamnar expertgruppen

foljande forslag pa kvalitetsindikatorer:

1. Tid fran provtagning till inkubation i blododlingsskap.
a. Maltal >95 % inom 2 h, acceptabel niva 95 % inom 4 h.
2. Andel aeroba/anaeroba flaskor med >8 mL/flaska eller blododling (4 flaskor) med >35
mL.
a. Maltal: >95 % ska uppfylla uppsatta volymsgranser.
3. Andel prover med fynd av koagulasnegativa stafylokocker i <2 flaskor (per fyra
flaskor) alternativt som beddmts som provtagningskontamination.
a. Maltal <3 %
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4. Tid fran larm om véxt till forsta preliminarsvar (se kommentar under stycke 2.2.4 > Tid
till omhéndertagande av positiv flaska”, géllande forutsattningar och logistik att vaga
in i uppfyllelsen av maltalet).

a. Maltal 95 % inom 2 h

2 SPECIALAVSNITT

| avsnitten nedan beskrivs diagnostik som kan anvandas vid misstanke om kateterrelaterad
infektion i blodbanan (CRBSI) och infektios endokardit. I vissa fall finns vid dessa tillstand
inte tillracklig evidens for att bara rekommendera en metod. Flera alternativa metoder finns
darfor beskrivna.

2.1 DIAGNOSTIK VID MISSTANKT KATETERRELATERAD INFEKTION | BLODBANAN
(CRBSI)

Huvudbudskap kateterrelaterad infektion i blodbanan

e Odling fran kateterspets ska bara utforas nar en kateter avlagsnas p.g.a. misstanke
om infektion.

e Kvantitativa/semikvantitativa odlingar av kateterspets (Sonikeringsmetoden eller
Maki-metoden) rekommenderas.

e Blododling med tidsskillnad &r svartolkat p.g.a. av flera metodologiska svarigheter
och bor darfor tolkas med forsiktighet

Diagnostik av CRBSI bygger pa klinik och laboratoriefynd och kan misstankas hos en patient
med kontinuerlig centralvends infart (CVI) dér annan forklaring till infektionen saknas.

| dag finns flera mikrobiologiska metoder for diagnostik vid misstankt CRBSI men ingen
metod anses vara ’Gold standard”, varfor val av metod viljs utifran metodens prestanda och
laboratoriets forutsattningar. Diagnostiken vid CRBSI bygger pa att samma mikroorganism
(6verensstammande avseende bade art- och resistensmonster) aterfinns bade i CVI/CVI spets

och i perifer blododling, alternativt att en behandlingsresistent BSI laker forst efter
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borttagande av misstankt infekterad CV1.

Oavsett odlingsmetod rekommenderar expertgruppen att troskeln for att artbestdmma och
rapportera aven lagpatogena fynd bor vara lag. Samtliga provtagningssatt &r dock kopplade
med risk for kontamination vilket bor beaktas och kommenteras i svar. Odlingsfynd bor vagas

samman med klinik och 6vriga laboratorie/odlingsfynd.

Vid pavisad véxt av svamp i CVI bor om mojligt byte/borttagande av CV1 utféras, aven om

en samtidig perifer blododling forblir negativ.

2.1.2 Metoder

Mikrobiologisk diagnostik vid misstanke om CRBSI baseras pa tva skilda principer; den ena

géller for extraherad kateter, den andra for kvarvarande kateter.

2.1.2.1 Metoder for extraherad kateter

Semikvantitativ odling av kateterspets (Maki-metoden)

Maki-metoden &r idag en valetablerad metod. Hud och instickstélle lufttorkas efter noggrann
desinfektion med 5 mg/mL klorhexidinldsning eller motsvarande. Efter avveckling av
katetern frigors den distala kateterdelen (5 cm) med steril teknik och l1&ggs i sterilt ror.
Transport sker darefter snarast mojligt till mikrobiologiskt laboratorium for analys. Pa
laboratoriet rullas kateterspetsen (5 cm) minst 3 ganger fram och tillbaka Gver en blodagaryta
foljt av inkubering aerobt i 37°C under 48 timmar.

Fynd av >15 CFU av samma art anses signifikant for kolonisation. Metoden upptéicker endast
distal och extraluminal kolonisation. Metoden &r snabb, enkel, kostnadseffektiv och har Iag
risk for kontamination jmf med sonikering (se nedan). Metoden kan ge falskt negativt resultat

da den inte fangar eventuell véxt inne i kateterlumen.

Kvantitativ sonikeringsodling
Sonikering &r en metod d&r man med hjalp av ultraljud frigor bakterier som vidhaftat till ytor,
bade endo- och extraluminalt. Denna metod har fordelen att den battre kan erbjuda pavisning

av bakterier i biofilm i kateterlumen jamfort med konventionell odling enligt Maki-metoden.
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Alternativa metoder med samma princip som sonikerings-baserad odling finns beskrivna, till

exempel vortex av kateterspets i fysiologisk koksaltlosning.

2.1.2.2 Metod vid kvarvarande kateter
Blododling med tidsskillnad
Blododling med tidsskillnad ("Differential time to positivity (DTTP)") baseras pa att blodet i
det flaskpar som &r draget ur en infekterad CV1 vid CRBSI, teoretiskt innehaller hégre
bakteriehalter (CFU/mL) &n blodet i det flaskpar som &r taget fran en perifer ven och darmed
signalerar véxt minst 2 timmar tidigare an det perifera blodet. For att den teoretiska modellen
ska mojliggora jamforelse av de parade flaskorna krévs att:
Blododlingen tas under antibiotikafritt intervall.
Provtagning ur CV1 och perifer ven bada fullféljs inom 15 minuter. For att
undvika risken att 6verstiga dessa 15 minuter rekommenderas att flaskparet
fran perifert stick fylls fore flaskparet fran CVin.
Blodvolymerna ar identiska (10 mL/blododlingsflaska fran CV1 respektive
perifert stick).
Flaskparen foljs at fran provtagning till inkubering och snarast mojligt
transporteras till mikrobiologiskt laboratorium.

Blododlingen inte uppvisar polymikrobiell vaxt.

Metodens tillforlitlighet har ifragasatts och finns inte langre med i de engelska
blododlingsrekommendationerna fran 2019 (National Health Service; NHS).

P.g.a. svarigheten att fylla flaskparen med identiska blodvolymer inom 15 minuter och snabb
transport till laboratoriet liksom det varierande stodet i den vetenskapliga litteraturen anser
expertgruppen att metoden bor anvandas med forsiktighet. Sensitivitet och specificitet har i
studierna varierat mellan 25-100 % respektive 33-100 %, med lagst stdd vid fungemier
respektive S. aureus-bakteremier. Bést forankring i litteraturen bedéms metoden ha vid KNS-
bakteremi, men tidsgransen om 2 h bor ses som en del bland flera faktorer att vdga samman
till en helhetsbeddmning.

Rekommendation avseende kassering av den forsta portionen blod i samband med

provtagningen vid DTTP saknas. Dock anser expertgruppen att antibakteriella substanser
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(antibiotikaléds™) eller andra vitskor som medfor utspddningseffekt bor avskiljas/kasseras

innan blododling tas.

Vid CVI med multilumen bor ett flaskpar tas fran varje lumen

3.1.2.3 Odling av implanterad vends kateter (t. ex. Porta Cath)

Konsensus saknas hur provtagning och odling av port reservoar eller septum béast utfors. De
senaste europeiska riktlinjerna (ESCMID) foreslar odling fran extraherat septum vortexat i
0,85 % NaCl-losning och/eller provtagning av makroskopisk debris fran septum eller
”svabbning” av portens inre delar. Sonikering av extraherat material kan vara ett alternativt

tillvagagangssatt.

2.2 DIAGNOSTIK AV INFEKTIOS ENDOKARDIT (IE)

Huvudbudskap infektits endokardit (1E)
e Blododling fran ett stick rekommenderas vid endokardit liksom vid 6vrig blododling.
e Den storre volymen blod (60 mL) rekommenderas; sarskilt vid forekomst av
klaffprotes.
e 5 dagars inkubationstid ar tillrackligt i normalfallet.
e Forlangd odling (10 dagar) kravs vid klaffprotes och vid misstanke om

langsamvéxande bakterier (t.ex. Cutibacterium acnes).

Blododling é&r ett av de viktigaste verktygen for diagnos av IE samt for sakerstallande av
effektiv behandling av patienten. Vid de flesta infektionstillstand med bakterier i blodbanan &r
bakteremin kontinuerlig varfor blododlingar separerade i tid inte ar viktiga, som man tidigare
trott. Samtliga flaskor tas darfor fran ett och samma stick dven vid misstanke om endokardit.
Dock &r adekvat blodvolym av stor vikt, da bakteriehalten i blodet kan vara mycket Iag.
Darfor rekommenderas, sarskilt vid subakut endokardit och vid forekomst av klaffprotes, den
storre volymen blod till odling; dvs. tre flaskpar (2 x 3 flaskor, minst 10 mL blod/flaska, totalt
minst 60 mL).
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5-dagars inkubationstid &r tillrackligt i de allra flesta endokarditfall (inklusive arterna
tillhorande HACEK-gruppen) men forlangd inkubation till 10 dagar rekommenderas vid
forekomst av fraimmande material och vid misstanke om sarskilt langsamvéaxande bakterier

sdsom Cutibacterium spp.

2.2.1 Art- och resistensbestamning vid infektios endokardit

Alla fynd artbestdms. Alfastreptokocker (viridans) besvaras med grupptillhérighet.
Resistenshestamning utfors pa alla fynd och vid endokardit kan sarskilda krav pa resistens-
IMIC-bestdmning foreligga (se NordicASTs brytpunktstabell http://www.nordicast.org/ samt

infektionslakarforeningens vardprogram for endokardit www.infektion.net).

2.2.2 Blododlingsnegativ infektios endokardit

Blododlingsnegativa endokarditer utgor ca 19-27 % av alla infektidsa endokarditer i Sverige.
Den vanligaste orsaken till odlingsnegativ endokardit ar pagaende eller nyligen avslutad
antibiotikabehandling och &r storst vid nyligen avslutad (upp till tva veckor) behandling med
betalaktamantibiotika med paverkan framst pa alfastreptokocker. Vid negativ odling men
kvarvarande misstanke rekommenderas ny odling i antibiotikafritt intervall med adekvat
volym (60 mL) och férlangd inkubation. En odlingsnegativ endokardit kan ocksa orsakas av
ett infektiost agens som inte &r odlingshart med konventionella metoder sdsom Coxiella
burnetii, Bartonella spp, Treponema whipplei, Mycoplasma spp. (Mycoplasma hominis,
Mycoplasma pneumoniae), Legionella spp och Chlamydia/Chlamydophila spp. | dessa fall
ska kompletterande analyser med t.ex. specifika molekylarbiologiska metoder eller serologi
Overvégas. For narvarande rekommenderas inte rutinmassig analys med molekylérbiologisk

metod pa flaskor som inte larmat om véxt.

2.2.3 Mikrobiologisk diagnostik av biologisk hjartklaff

Vid operativ atgard av endokardit rekommenderas att minst tva klaffbiopsier sikras for i
forsta hand odling men dven for mojlighet till analys med molekylérbiologiska metoder,
sasom detektion av specifikt 165/18S DNA (bakterier/svamp). Observera att risken for
kontamination vid provtagning ar stor. Biopsi ska tas med sterila instrument som bytas mellan
varje biopsi. Transport sker skyndsamt till laboratoriet i sterila rér enligt lokala riktlinjer.

Odling fran klaffvavnad har lag sensitivitet (6-26 %), delvis beroende pa att patienten oftast
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star pa antibiotika i samband med operation, och rekommenderas darfor inte som enda metod
om patienten star pa antibiotika. Molekylarbiologisk analys &r framfor allt viktig vid
odlingsnegativ biopsi och rekommenderas framfor odling vid otillracklig mangd/material.
Molekylérbiologiska metoder har hégre sensitivitet och specificitet jamfért med klaffodling
men dven har foreligger risk for pavisande av eventuella kontaminerande mikroorganismer.
Molekylarbiologiska metoder ger oftast inget besked om eventuell antibiotikaresistens och
kan inte ge ett komplett resistensbesked. Observera ocksa att bakteriellt DNA kan pavisas
lang tid efter utldkning. Odlingsfynd/molekylarbiologiska fynd ska alltid relateras till fynd i

blododling och/eller andra kompletterande analyser samt klinisk bild.

2.2.4 Histopatologi

Histopatologi kan 6vervagas for att utesluta bakteriell endokardit om 6vriga metoder utfallit
negativa. Metoden anvénds inte regelméssigt i Sverige. For denna analys kravs ytterligare en

biopsi som da hanteras enligt lokala rutiner for histopatologiska undersokningar.

2.2.5 Mikrobiologisk diagnostik av kablar och icke-biologisk hjartklaff

Om mojligt delas materialen upp i tva delar pa operation; en for odling och en for
molekylarbiologisk diagnostik. Kabel och icke-biologisk klaff kan odlas enligt sonikerings-
metoden (se »3.1.2.1.2 Kvantitativ sonikeringsodling”). Om laboratoriet saknar tillgang till
sonikering kan man svabba materialet med steril pinne varefter kabeln eller klaffen laggs i
anaerob anrikningsbuljong och vortexas. Den sterila pinnen stryks pa bade aeroba och
anaeroba naringsrika fasta substrat som inkuberas i minst 2 dygn (anaerobplatta minst 5 dygn
for att gynna vaxt av t.ex. Cutibacterium spp). Buljongen bor inkuberas minst 7 dagar.
Eventuell vaxt beddms med jamna mellanrum och buljongen odlas ut pa aeroba och anaeroba
naringsrika fasta substrat vid synlig vaxt (inkuberas tva dygn). Om ingen vaxt syns bor

material fran buljongen anda odlas ut efter hela inkubationstiden.

Oavsett odlingsmetod rekommenderar expertgruppen att art- och resistensbestamning ska
utforas pa all véxt och rapportering ska ske dven av lagpatogena fynd. Samtliga ovanstaende
provtagningssatt ar dock kopplade med risk for kontamination vilket bor beaktas. Odlingsfynd

bor vagas samman med fynd i andra odlingar.
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3 Fortydliganden och kommentarer

3.1 Blododling allmant

Blododling &r standardmetoden for att hitta etiologiskt agens hos patienter med sepsis och
andra allvarliga infektioner med misstanke om forekomst av bakterier i blodbanan
(bakteremi). Extracelluldra bakterier i infekterad vavnad dréneras via lymfcirkulationen till
blodet och elimineras till storsta delen vid passage genom lever och mjélte. | mindre
utstrackning kan bakterier som dverlevt i fagocyter spridas med blodet till andra delar av
kroppen. Blododling har en lag sensitivitet d&ven hos patienter med kliniskt verifierad sepsis.
Studier har visat att det saknas korrelation mellan febertoppar och odlingspositivitet men att

blododlingar tagna inom 2 h fore till 2 h efter frossa dkar sannolikheten for positiv odling.

3.2 Desinfektion

Koagulasnegativa stafylokocker (KNS) &r det vanligaste fyndet vid blododling men ocksa den
bakteriegrupp fran huden som oftast kontaminerar odlingen, vilket leder till problem vid
tolkning av fyndets kliniska relevans. Trots att KNS ar den vanligaste kontaminanten vid
blododling utgér KNS tillsammans med Cutibacterium spp <5 % av hudens mikrobiota.
Antalet CFU av KNS pa huden i armbégsvecket ar i medeltal 1,7 CFU/cm? (0,1 — 30
CFU/cm? vilket betyder att risken att traffa en mikrokoloni ar 1-8 % med en nél med
ytterdiametern 0,5 mm och stickvinkeln 45° mot huden.

Huddesinfektion minskar mangden bakterier pa hudytan men bakteriekolonier finns kvar inne
i stratum corneum och i harfolliklar varfor hudfloran inte helt kan elimineras. Noggrann
huddesinfektion kan minska risken att traffa en mikrokoloni KNS med h&ften och samma

minskade risk uppnas vid provtagning genom ett stick jamfort med tva.

Flera studier har visat att ratt teknik med rent handhavande vid blododling minskar antalet
kontaminationer av blododlingar. Anvandning av sérskilda sterilférpackade blododlingskit har
inte nagon effekt pa kontaminationsgraden. Utbildning av personal till att utféra korrekt
huddesinfektion och odla endast fran ett stick ar darfor av stor vikt for att fa ner frekvensen av

framodlad hudflora.
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3.3 Avskiljning av forsta portionen blod

Den storsta mangden hudbakterier, som fangas upp av provtagningsnalen vid en blododling,
aterfinns i de forsta 3-5 mL blod som tappas. Genom att borja en blododling med att avskilja
denna forsta blodportion, minskas antalet blododlingsflaskor med hudkontaminationer.
Kassering av forsta blodportionen vid odling dragen ur en CVI (t.ex. CVK) minskar inte
kontaminationsfrekvensen av blododlingar men val bakteriehalten som féljer med blodet fran
en kontaminerad kateter ner i flaskan. Avskiljning av forsta blodportionen (5-10 mL)
rekommenderas for att inte fa med antibakteriella vatskor (heparin, alkohol mm) eller NaCl i

blododlingsflaskan.

3.4 Blodvolym

Det har lange varit kant att bakteriemangden (CFU/ml) ar Iag i blodet vid svara infektioner
och sepsis. Studier har visat att bakteriehalten kan vara sa lag som 0,1-2 CFU/mL i 53 % av
alla positiva blododlingar vid sepsis och dessa siffror ligger till grund fér rekommendationen
att 40-60 mL blod ska tas vid varje undersdkningstillfalle. De bakterier som kommer ut i
blodet elimineras snabbt. For att alltid fa ett positivt utfall kravs minst 5 enheter (CFU) per
undersokt mangd blod; vilket betyder att vid 1 CFU/mL blod krdvs 5 mL och vid 0,1
CFU/mL blod kravs 50 mL for att alltid fa en positiv odling. Aldre studier visade att
upprepade blododlingar av sma volymer inte alltid ledde till vaxt i varje odling och man
trodde da att bakterieférekomsten i blodet var intermittent. Senare studier har dock visat att
om samma blodvolym tas direkt vid ett och samma provtagningstillfélle istallet for uppdelat
pa flera upprepade provtagningar (med 0,5-1 h mellanrum) sa erhalls samma resultat.

Blododling fran ett och samma stick minskar dartill risken for kontamination av odlingen.

3.5 Blododlingsflaskor
| Sverige anvands tva olika kommersiella halvautomatiska system for att pavisa bakterievaxt i

blod. Internationellt finns ytterligare ett kommersiellt system. Bada systemen som anvands i
Sverige har slutna flaskor med buljong och undertryck som tillater fyllning av blod direkt fran
en venpunktion. Bakterievéxt upptacks genom den fargforandring som sker i en indikator pga.
CO; utveckling och pH-sénkning i mediet vid bakterietillvaxt. Nagra sakra skillnader i

detektion av bakterier som far klinisk betydelse bedéms inte finnas mellan de tva fabrikaten.
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Den naringsrika odlingsbuljongen, med SPS och tillvaxtfaktorer (hemin, NAD, L-cystein,
aminosyror och vitaminer) befrdmjar véxt av flertalet bakterier och jastsvampar och har inte
andrats vasentligt de senaste 30 aren. Natriumpolyanetholsulfonat (SPS) inaktiverar i tillagg
komplement och hammar darmed fagocytos. Da allt for koncentrerad SPS hammar tillvéxt av
vissa bakterier sa ar det viktigt att ratt mangd blod tas. I vissa flasktyper finns aven tillsatts av
saponiner som lyserar blodceller och moéjliggor for fagocyterade, men ej avdddade, bakterier

att vaxa till.

En engangsdos antibiotika minskar mojligheten att odla fram bakterier till omkring hélften
under minst 24 timmar. Om patienten star pa antibiotika sa ska ev. blododling darfor tas strax
fore nasta dos. For att minska effekten av eventuell antibiotika i blodet sa innehaller de
blododlingsflaskor som nu anvénds &ven resiner (plastkulor) som binder upp antibiotika.
Pediatriska flaskor ar avsedda for att med mindre mangder blod ge tillrdcklig mangd NAD

och hemin for tillvaxt.

3.6 Transport efter provtagning
Blododlingsflaskor ska inkuberas sa snart som mojligt av tva skal. Dels att en snabb

inkubation kan resultera i ett snabbare svar vilket i sin tur kan ge varden béttre forutsattningar
att ge patienten en korrekt antibiotikabehandling. Dels sa innebar forlangd transporttid risk for

forsamrad detektion.

3.7 Larm om vaxt

Under bakterietillvaxt bildas CO2 som produkt av dess metabolism. | blododlingsflaskan l16ser
sig koldioxiden i buljongen, paverkar dess pH och darmed fargen pa den pH-indikator som
finns i flaskans botten. Fargen pa pH-indikatorn avlases kontinuerligt av inkubatorn och vid
en faststalld andring av fargen over tid, signalerar flaskan positivt. Risk for falskt positiv

signal om vaxt foreligger vid blodmaligniteter med hogt antal leukocyter (i blaststadium).

Risk for falskt negativ blododling kan ske om flaskor forvarats for varmt eller i ljus innan
anvandning. Varme/ljus kan fa pH-indikatorn i flaskbotten att andra farg sa att det
fargomslag, som annars sker tack vare koldioxidproduktion vid véxt, inte kan upptéckas. Det

ar darfor av storsta vikt att odlingsflaskorna forvaras enligt tillverkarens instruktion.
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3.8 Tid till omhandertagande av positiv flaska

Enligt UK Standards for Microbiology Investigations ska resultat av gramfargning rapporteras
inom 2 h, dygnet runt, efter signal for bakterievéaxt. Sverige har som mal att erbjuda en jamlik
sjukvard enligt halso- och sjukvardslagen (HSL, SFS 2017:30) 18 kap 3. Det innebér bland
annat att alla patienter ska fa samma kvalitativa vard oavsett vart de befinner sig i Sverige. Ett
personcentrerat och sammanhallet vardforlopp for sepsis ar dartill under implementering
vilket ytterligare kommer stélla krav pa jamlik vard i landet for septiska patienter. Att snabb
mikrobiologisk diagnostik leder till 6kat antal adekvat behandlade, minskad vardtid och antal
overflyttningar till intensivvard liksom minskad mortalitet ar visat i flertalet studier. Storst
genomslagskraft far snabb diagnostik om den kombineras med svarsrapportering till ett

ambulerande och kontinuerligt verkande antibiotika-radgivnings/STRAMA-team.

3.9 Blododling fran barn
Liksom hos vuxna ar den enskilt viktigaste parametern, vid blododling av barn, att erhalla

tillracklig blodvolym. Optimal provvolym blod &r sémre undersokt hos barn jamfort med
vuxna. Kliniska studier har visat att en lag niva av bakterier i blodet ar vanligt férekommande
aven hos sma barn. Tas en for liten blodmangd riskerar blododlingen att bli falskt negativ.
Kriterier for att rakna ut tillracklig blodvolym bor baseras pa vikt, inte alder, och relateras till

total blodvolym, se tabell 1.

e Anvand helst speciella barn-/lagvolymsflaskor for sma blodmangder, da de ar
anpassade for att uppréatthalla ett bra blod/medium-ratio.

e Om barnflaskor inte &r tillgangliga anvands aerob vuxenflaska. Anaerob vuxenflaska
bor 6vervagas vid misstankt anaerob infektion.

e Det & rekommenderat att hellre inokulera en storre volym i en flaska &n att dela upp

blodet i flera flaskor. Anpassa mangd enligt tillverkare och respektive flasktyp.

Diagnostik av infektioner i blod orsakade av bakterier och svamp Version 1.0 Féreningen for Klinisk Mikrobiologi 2021

38



3.10 Fungemi

Invasiv svampinfektion &r relaterad till hég mortalitet och morbiditet. Vanligaste formen av
invasiv svampinfektion &r candidemi. Candidemi férekommer framfor allt hos patienter som:
(i) & immunsupprimerade, (ii) genomgar avancerad medicinsk behandling (dialys,
antibiotikaterapi, intravends nutrition) eller (iii) genomgatt stor kirurgi. Det finns ingen
klinisk bild eller symtom som ar specifik fér candidemi. Darfor bér invasiv candidainfektion
misstéankas hos patienter med ké&nda riskfaktorer, som har en ofdrklarlig feber och som inte

svarar pa antibakteriell behandling.

Polymikrobiell infektion i blodbanan med jastsvamp och bakterier eller med tva olika
jastsvampar Okar i allt hogre grad. Det finns beskrivet att 18-27 % av alla patienter med
candidemi samtidigt har bakterier i blodet. Det ar darfor viktigt att ha candidemi i atanke vid
blododlingsdiagnostik hos svart sjuka patienter och, dar mojligheten finns, komplettera den
vanliga blododlingen med selektiv svampflaska.

Blododling har lag kénslighet (21-71 % sensitivitet vid obduktionsbekraftad invasiv
candidainfektion), vilket dkar vikten av upprepad blododling med stor volym (>40-60 mL

dagligen) vid kliniskt misstankt candidemi.

For icke-odlingsbaserade metoder som komplement till blododling (inklusive metabola och
molekylarbiologiska metoder) hanvisas till ”Laboratoriediagnostik och farmakologisk
monitorering av invasiva svampinfektioner i Sverige”, forfattat av Referensgruppen for
Antimykotika (RAM): https://infektion.net/wp-content/uploads/2021/08/ram-

laboratoriediagnostik-och-farmakologisk-monitorering-av-invasiva-svampinfektioner-i-

sverige.pdf.

3.11 Direktpavisning av bakterier och jastsvamp i blod
Under de senaste tva decennierna har molekylara metoder sasom PCR utvecklats for detektion

av bakterier och jastsvampar direkt fran patientens blod. Dessa metoder har generellt hogre
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eller lika hog kéanslighet jamfort med blododling men kréver utrustning och ar mycket mer
kostsamma jamfort med blododling. Det finns for ndrvarande bara en enda FDA-godként
metod, T2 Dx. Tabell 5 sammanfattar de metoder som finns tillgangliga idag:

Tabell 5. Metoder for diagnostik pa blod fére inkubering

System Metod Tid till svar | Tackning mikroorganismer
(timmar)

SepsiTest Bredspektrum PCR + |6 >345 bakterier (grampositiva och

Molzym, sekvensering gramnegativa), svamp

Bremen,

Tyskland

MagicPlex Multiple PCR + 3-5 21 bakterier (grampositiva och

Seegene, multiplex RT PCR gramnegativa) speciesniva (90

Seoul, genusniva), 6 svamp

Korea

T2Dx, T2 Magnetisk 3-55 6 bakterier (grampositiva,

Biosystems, resonansteknologi gramnegativa) eller 5 jastsvamp

Lexington,

MA, USA
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