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1 Sammendrag

Bakgrunn

Staphylococcus aureus er et av de vanligste patogenene som kan skape
sykdom hos mennesket. Mange av oss er barere av bakterien i nese eller
hals, og det er vist at persisterende barere har hoyere risiko for 4 utvikle S.
aureus-infeksjoner enn andre. De fleste S. aureus-infeksjonene blant barere

er forarsaket av pasientens egen bakteriestamme.

Materiale og metode

140 blodkulturisolater fra pasienter med S. aureus bakteriemi analysert ved
Avdeling for mikrobiologi og smittevern, UNN Tromse i ar 2007 og 2008
ble spa-typet og analysert ved BURP, for & undersgke bakterieisolatenes
populasjonsstruktur. Man sammenliknet s& med populasjonsstrukturen av S.

aureus-barerisolater fra en generell befolkning fra Tromse kommune.

Resultater

Man fant 80 ulike spa-typer i blodkulturisolatene av S. aureus. De hyppigste
spa-typene var t084, t012, t002, t015 og t065. Fem nye spa-typer ble funnet.
29 spa-typer fra blodkulturisolater kunne man ikke gjenfinne i
barerisolatene fra en generell befolkning. Ved BURP-analyse kunne man se

slektskap mellom disse og barerisolatene.

Diskusjon

Alle de hyppigste spa-typene blant baerere fant man igjen 1
blodkulturisolatene. De hyppigste spa-typene fra blodkultur fant man ogsd
igjen blant barerisolatene. Man kunne ikke se noen stor forskjell i S. aureus
populasjonsstruktur mellom blodkulturisolater fra pasienter fra Tromso
kommune og barerisolater fra en generell befolkning innenfor samme
kommune. Et lite blodkulturmateriale er imidlertid en svakhet ved

oppgaven.



2 Introduksjon/bakgrunn

2.1 Stafylokokkinfeksjon

Staphylococcus aureus er en av de vanligste arsakene til bakterielle
infeksjoner blant pasienter i og utenfor sykehus, og pavises ved opptil

halvparten av alle hud- og bletdelsinfeksjoner (1).

Foruten hud- og bletdelsinfeksjoner som subkutane abscesser, impetigo,
furunkler og follikulitt kan S. aureus ogsa forarsake alvorligere infeksjoner
som staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS), toksisk sjokksyndrom
(TSS), septisk artritt, pneumoni, endokarditt og sepsis (2, 3).

S. aureus er en av de vanligste patogenene som forarsaker bakteriemi (4).
Globalt sett er S. aureus det nest vanligste patogenet som forarsaker
bakteriemi. I europeisk sammenheng er S. aureus det vanligste patogenet
bak nosokomial bakteriemi (4). I 2009 var S. aureus det tredje vanligste
patogenet 1 blodkultur 1 Norge (10,6 %), etter koagulasenegative
stafylokokker (22,3 %) og Escherichia coli (23,0 %) (5).

Forekomsten av bade samfunnservervede og sykehuservervede infeksjoner
forarsaket av gule stafylokokker har gkt og eker jevnt. Behandling av disse

infeksjonene vanskeliggjores av ekende resistens hos bakteriene (6).

Meticillinresistent S. aureus (MRSA) ble for forste gang rapporterti 1961
(7). I en meta-analyse av Safdar et al. fant man at pasienter kolonisert med
MRSA hadde 4 ganger hoyere sannsynlighet for & utvikle invasiv S. aureus-
infeksjon sammenliknet med pasienter som var koloniserert med

meticillinsensitiv S. aureus (MSSA) (8).

Det forste kliniske isolatet av S. aureus med redusert falsomhet for
vancomycin ble rapportert i 1997 (9), og 1 2002 ble det forste kliniske

isolatet av vancomycin-resistent S. aureus (VRSA) identifisert (10).

2.2 Baererskap av S. aureus

Sammenhengen mellom nesebererskap av S.aureus og stafylokokksykdom



ble forst rapportert av Danbolt i 1931. Siden den tid har flere studier
bekreftet Danbolts funn. S. aureus koloniserer hud og slimhinner hos
mennesker og mange dyrearter. Vestibulum nasi koloniseres hyppigst, men
ogsé hud, perineum og pharynx er hyppige koloniseringssteder for S.

aureus. (2)

2.2.1 Nesebzererskap

Vestibulum nasi har blitt sett pad som den primare koloniseringsnisjen for S.

aureus (11).

Mekanismer bak nesebcererskap

Kolonisering av S. aureus av vestibulum nasi kan ses pa som et resultat av
tiltrekkende og frastetende krefter. For 4 bli neseberer av bakterien ma fire
forutsetninger vaere oppfylt. For det forste ma nesen komme i kontakt med
S. aureus. For det andre ma S. aureus binde seg til reseptorer i nesen. For
det tredje ma bakterien vere istand til & unndra seg vertsforsvaret for a
kunne overleve i nesen, og til sist ma den vere istand til & forplante seg og

vokse 1 nesen (2).

Hvilke faktorer som gjor at S. aureus foretrekker nesen som
koloniseringsnisje er ikke forstatt fullt ut. I en oversiktsartikkel fra 2001 ser
Peacock et al. pa hvilke faktorer hos vert og bakterie som er bestemmende

for nesebarerskap av S. aureus (12):

Faktorer hos verten:

Vestibulum nasi er den dominerende koloniseringsnisjen for S. aureus.
Epitelet i vestibulum nasi bestér av flerlaget keratinisert ikke-ciliert epitel.
S. aureus kan binde til dette epitelet direkte, eller via bestanddeler i mucus
eller serum assosiert til epitelcellene. Bakterieadherens er sterkere til modne
epitelceller med hoyere keratiniseringsgrad enn til lavere modningsgrader
dypere i epidermis. Muciner synes ogsé forsterke binding av S. aureus til

epitelcellene 1 vestibulum nasi, da bakterien binder sterkere til epitelceller



dekket av mucin enn epitelceller som ikke er dekket av mucin.

Variasjon i fenotype i vestibulum nasi hos verten har blitt beskrevet, der
nesesekret fra noen baerere manglet antimikrobiell aktivitet mot S. aureus in
vitro, mens nesesekretet fra ikke-baerere var baktericidalt (13). En studie har
ogsa vist at S. aureus lettere binder seg til avstotte epitelceller fra barere

enn fra ikke-beerere (14).

Individuell immunrespons kan bidra til & pavirke barerstatus. Muligens kan
lokal immunoglobulin A (IgA) immunrespons spille en rolle. Det at
barerfrekvenser av S. aureus er heyere hos grupper av
immunkompromitterte pasienter, som for eksempel HIV-pasienter og
pasienter med insulinbehandlet diabetes mellitus enn hos friske, kan ogsa

indikere at immunforsvaret pavirker bererstatus (12).

Faktorer hos mikroben:

Selv om det ikke eksisterer noen konsensus om hvilke faktorer som
medierer binding av S. aureus til epitelceller i nesen, mener man at blant
annet adhesiner, hydrofobiske interaksjoner, overflatespenninger,
fibronektinbindende protein, fibrinogenbindende protein, kollagenbindende
protein, cell wall teichoic acid, lipoteichoic acid og kapsulere

polysakkarider kan vere involvert (12, 15).

Bakteriens koloniseringsevne pavirkes ogsé av andre bakterier. Nér en
okologisk nisje som vestibulum nasi allerede er okkupert av andre bakterier,
klarer ikke S. aureus & etablere en lokal populasjon. Denne bakterielle
konkurransen kan vare én forklaring pd status som ikke-barer av S. aureus

(16).

Inndeling av nesebcererskap

Det har veert vanlig & skille mellom tre ulike typer nesebarerskap av S.
aureus. persisterende berere (cirka 20 %), intermitterende barere (cirka 30

%) og ikke-baerere (cirka 50 %) (2, 15, 17).



I motsetning til persisterende barere som koloniseres av samme S. aureus-
stamme over tid, koloniseres de intermitterende barerne med ulike stammer

(2, 18, 19).

Van Belkum et al. fant at persisterende nesebarere av S. aureus har hoyere
risiko for infeksjon med bakterien, mens intermitterende baerere og ikke-
baerere deler den samme lave risikoen. Titer av antistoffer mot ulike S.
aureus-proteiner (17 ulike) var lik mellom intermitterende barere og ikke-
barere, men forskjellig fra persisterende barere, som hadde hoyere nivéer
av IgA og IgG mot enkelte S. aureus-proteiner. Resultatene fra hans studie
indikerte at det egentlig bare finnes to ulike barergrupper av S. aureus:

persisterende barere og andre bearere (20).

Flere studier har vist at de fleste S. aureus-infeksjonene blant barere er
forirsaket av pasientens egen nesebakterie; bakteriestammen i nesen og det

kliniske bakterieisolatet har ofte samme genotype (2, 6, 17, 20).

Persisterende barere har ofte en sterk preferanse for en spesifikk S. aureus-
stamme og har ofte en hoyere bakterieload (flere colony forming units,
CFU) i dyrkning enn de intermitterende barerene. Dette kan fore til okt
spredning av bakterien og ekt risiko for infeksjon. Sammenliknet med ikke-
barere er nesebarere oftere kolonisert med S. aureus ogsd pa andre deler av
kroppen (2). Spesielt hendene, fingrene og omradet rundt nesen er hyppig

kolonisert med nesestammen av S. aureus (21).

Risikofaktorer for beererskap

Barn er oftere persisterende barere av Staphylococcus aureus enn voksne.
En overgang fra persisterende barer til intermitterende berer eller ikke-

barer skjer i lopet av oppvekst og ungdomstid (2, 11, 22).

Nesebererrater av Staphylococcus aureus varierer mellom etniske grupper,
der kaukasere har hagyere barerrate. Menn har hayere frekvens av barerskap
enn kvinner. Pasienter med kroniske sykdommer som diabetes mellitus,
langtkommen leversykdom, HIV og dialysepasienter (bdde hemodialyse og

peritonealdialyse) er vist & ha hayere barerfrekvenser av S. aureus 1 nesen.



Pasienter med hudsykdommer og S. aureus hudinfeksjoner er ogsé
hyppigere nesebzarere av bakterien. Miljefaktorer kan ogséd pavirke
barerstatus. Hospitalisering har vist seg a vare en viktig risikofaktor. Videre

kan nesekolonisering og bererstatus "spres" mellom individer i en husstand
2).

Nesebarerskap og hender kolonisert med S. aureus er sterkt assosiert med
hverandre (2, 23). Wertheim et al. fant i 2006 sammenheng mellom
nesepilling og nesebarerskap av S. aureus. Om nesepillingen er drsak til

eller konsekvens av S. aureus nesebarerskap vet man imidlertid ikke (23).

Transmisjon

S. aureus er istand til & overleve i flere maneder pa enhver overflate (2).
Transmisjon skjer hovedsaklig ved overforsel av S. aureus fra en overflate,
via hendene til nesen. Lufttransmisjon spiller mindre rolle for direkte
spredning av S. aureus, men er av betydning for spredning til miljeet, som
sa blir reservoar for videre spredning til nese via hender. Helsepersonell er
via hendene sine en viktig kilde og vektor for spredning av S. aureus, bade
nar det gjelder autoinfeksjon, der pasienten smittes av sin egen bakterie, og
nér det gjelder kryss-infeksjon mellom pasienter med ulike stammer av

bakterien (21).

2.2.2 Halsbeererskap

Vestibulum nasi blir sett pd som det primere koloniseringsstedet for S.
aureus (11). Pharynx og tonsillae palatinae (ganetonsillene) har ikke 1 like
stor grad blitt ansett som en viktig koloniseringsnisje for S. aureus.
Screening av pasienter og helsearbeidere med tanke pA MRSA barerskap

har derfor ofte begrenset seg til neseprover (24).

I lopet av de siste drene har imidlertid halsbarerskap av S. aureus blitt
grundigere studert. I en studie fra 2007 av Mertz et al. ble 2966 individer

screenet for S. aureus baererskap med prover fra hals og nese. Sensitiviteten
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for & oppdage bererskap okte med 25,7 % ved a inkludere halsprover i
screeningen, sammenliknet med neseprever alene. 12,8 % av de screenede
individene var halsbaerere uten samtidig & veere neseberere, og disse ville

man ikke oppdaget ved prover tatt fra vestibulum nasi alene (24).

I en studie av Nilsson og Ripa fra 2006, screenet man 259 ortopediske
pasienter ved innleggelsestidspunkt og 87 helsearbeidere fra den samme
ortopediske avdelingen, for nese- og halsbarerskap av S. aureus. Blant disse
fant man heyere bererfrekvenser for hals (44 %) enn for nese (32 %). Med

f4 unntak var nesebarerne ogsa halsberere (25).

Liknende funn har man ogsa funnet blant pediatriske intensivpasienter. [
Nakamuras studie fra 2010 ble 331 pasienter i alderen 0-18 &r ble screenet
for S. aureus barerskap ved innleggelsestidspunkt. 34,1 % av pasientene var
kolonisert med S. aureus 1 pharynx, mens 23,2 % var kolonisert i vestibulum
nasi. Blant barere var halskolonisering langt hyppigere (92,6 %) enn
nesekolonisering (63,1 %) (26).

Ved & legge til halsprever som en del av MRSA-screeningen vil man kunne
fange opp ogsa de som kun er halsbaerere av S. aureus, som ved screening
kun med neseprover ikke vil oppdages (24-27). Halsprover, i tillegg til
neseprover og prover fra sar, er nd rutine ved MRSA-screening av pasienter

og helsepersonell 1 Norge (28).

2.3 Nosokomiale S. aureus-infeksjoner

Nesebarerskap av S. aureus er en viktig risikofaktor for utvikling av
nosokomiale infeksjoner (2, 6, 15). De fleste nosokomiale S. aureus-
infeksjonene forarsakes av pasientens egen stamme av bakterien, som ofte
er tilstede pa hud eller slimhinner hos pasienten allerede pa
innleggelsestidspunktet (29-31) . Von Eiff et al. fant at S. aureus-stammer
fra blod- og neseisolater var klonalt identiske hos rundt 80 % av pasienter
med S. aureus bakteriemi. Kateterassosierte infeksjoner var den hyppigste
arsak til S. aureus bakteriemi, etterfulgt av infeksjoner i hud, bletvev og

beinvev (29). Wertheim et al. har i en senere studie bekreftet disse funnene



31).

Persisterende bearere har hayere risiko for S. aureus-infeksjon enn andre
barergrupper, men mortaliteten av S. aureus-bakteriemi er heyere hos ikke-
barere sammenliknet med hos barere. Kanskje kan barere vaere
immunologisk tilpasset til sin egen S. aureus-stamme, og ha en mer adekvat
immunrespons og beskyttende immunitet mot bakterien enn ikke-barere
(31). Verkaik et al. fant at persisterende baerere har hayere antistofftitere enn
ikke-berere for blant annet TSST-1, SEA, CIfA og CIfB. Dette kan
muligens bidra til & forklare noe av forskjellen mellom risiko og utfall av S.
aureus-infeksjoner mellom berere og ikke-baerere. Anti-TSST-1 IgG er vist
a ha en noytraliserende effekt; mennesker med heye verdier av dette
antistoffet utvikler ikke toksisk sjokksyndrom ved infeksjon med en S.

aureus-stamme som uttrykker TSST-1 (32).

Eradikering av Staphylococcus aureus nesebarerskap med topikale
antibiotika som mupirocin kan redusere forekomst av S. aureus-infeksjoner.
Hos individer som er vellykket sanert og har blitt kvitt nesebakterien, skjer
imidlertid rekolonisering med S. aureus innen fa uker eller méneder (16).
Redusert forekomst av infeksjoner etter eradikasjon er hittil kun vist

effektivt blant kirurgiske pasienter og dialysepasienter (2, 15).

2.4 Om Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

S. aureus er en Gram-positiv kokk som tilherer genus Staphylococcus. Den
vokser i klaser, noe som reflekterer dens evne til & dele seg i mer enn ett
plan, har en cellestarrelse pa cirka 1 mikrometer og opptrer som hvite eller

gyldne kolonier pa blodagar. S. aureus er katalase- og koagulase positiv (3).

Virulensfaktorer

Staphylococcus aureus innehar bide overflateproteiner og andre
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virulensfaktorer som bidrar til dens virulens. Mucopeptider og koagulase er
tilstede i alle stammer, mens celleassosierte virulensfaktorer (kapsel, protein
A, fibronektinbindende protein, kollagenbindende proteiner) og
ekstracellulere virulensfaktorer (enterotoksiner, epidermolytisk toksin, toxic
shock syndrome toxin, hemolysiner, leukocidin, staphylokinase) kun er
tilstede hos enkelte stammer (3). S. aureus produserer i tillegg ulike
enzymer, som protease, lipase og hyaluronidase, som destruerer vev og kan

fremme spredning av infeksjon til neerliggende vev (6).

I en nylig studie screenet Gill et al. 239 S. aureus-isolater med tanke pa
tilstedevaerelse av gener delaktige 1 kompliserte S. aureus-infeksjoner
(bakteriemi med infeksios endokarditt eller hematogen spredning til ben
eller ledd). Blant gener assosiert med komplisert infeksjon fant man blant
annet regulatoriske proteiner, autolysiner og proteiner med ukjent funksjon

(33).

Staphylococcus protein A (SpA)

Mange stammer av S. aureus har protein A bundet til mucopeptid i
celleveggen. SpA er istand til 4 binde Fc-regionen av immunoglobulin G
(IgG), og reduserer dermed opsonisering og fagocytose av bakterien (3).
Videre kan Staphylococcus protein A binde til ulike strukturer pa
vertscellene, som for eksempel von Willebrands faktor og reseptorer pa
blodplater, og kan slik fremme adhesjon av bakterien til trombocytter (34).
Ved binding til komplementreseptorer pa blodplater kan protein A blant
annet bidra i patogenesen bak infeksios endokarditt (35). Ved 4 binde til C-
reaktivt protein (CRP), kan protein A virke immunmodulerende pa CRPs

rolle i forsvar mot mikroorganismer (36).

2.5 Staphyloccus protein A-genet

X-regionen av spa-genet er en region med hoy grad av polymorfisme,

lokalisert rett oppstrems for den C-terminale sekvensen som koder for
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binding til celleveggen. X-regionen kalles ogsé for short sequence repeat
(SSR)-regionen (37). Denne regionen bestér av et varierende antall av 21-,
24- eller 27 basepar lange repeats (variable number of tandem repeats,
VNTR) (38). Ulike nukleotidsammensetninger i denne regionen vil gi ulike
spa-typer (39). Delesjoner og duplikasjoner av repetetive enheter samt
punktmutasjoner synes & gi opphav til mangfoldet i X-regionen (37). Se

Figur I for oversikt over spa-genet.

Spa-typing

Ulike teknikker for genotyping blir brukt for & klassifisere S. aureus-
stammer for bruk 1 epidemiologiske undersgkelser. PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis) har blitt ansett som gullstandard. Sekvensbaserte metoder
for genotyping, som multi-locus sequence typing (MLST) og spa-typing har
flere fordeler framfor PFGE; de er enklere i1 bruk, samt at resultater er lettere
a reprodusere, transportere og sammenlikne (40). MLST er dyrere og krever

mer laboratorieressurser enn spa-typing (41).

Staphylococcus aureus har en overveiende klonal evolusjon og
populasjonsstruktur (42). Som et resultat av dette har det blitt vist at
sekvensering av X-regionen av spa-genet gir informative "typing" resultater,

og spa-typing anses som en solid og heyt diskriminerbar metode (39).

2.6 Tromsg staf- og hudstudien

Bakgrunnen for Tromse staf- og hudstudien (the Tromse Staph- and Skin
Study, TSSS) er et onske om bedre kunnskap om de underliggende
biologiske mekanismene for S. aureus nesebarerskap. Pa bakgrunn av
okning 1 antibiotikaresistens og mangel pd eliminasjonsstrategier med
langvarig effekt mot S. aureus nesebarerskap, trengs nye strategier for

forebygging av stafylokokksykdom.

Tromsg staf- og hudstudien er et samarbeidsprosjekt mellom en rekke ulike

fagmilje ved Universitetssykehuset Nord-Norge (UNN) og Universitetet i
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Tromse, utgaende fra Avdeling for mikrobiologi og smittevern, UNN.
Studien har som mél & {4 ekt kunnskap om hvilke faktorer hos vert, bakterie
og miljg som fremmer vekst av gule stafylokokker 1 nesen hos mennesker 1

Tromse.

Tromse staf- og hudstudien er den forste befolkningsbaserte studien av S.
aureus nesebarerskap 1 Norge. Som en del av den sjette
Tromseundersgkelsen (43) ble det i perioden september 2007 til august
2008 tatt nese- og halsprever fra 3996 individer fra en generell befolkning
bosatt i Tromse kommune, for & vurdere kolonisering med S. aureus i nese

og hals.

Av 2996 av disse individene ble det tatt repeterte nese- og halspraver ved to
ulike tidspunkt for & vurdere S. aureus baererskap. Individene var i alderen
30-87 &r, med en gjennomsnittsalder pa 54,5 ar. 1711 var kvinner, 1285 var

menn.

Nese- og halspravene ble analysert for tilstedeverelse av S. aureus. 57 % av
individene var ikke-barere av S. aureus, 16 % intermitterende berere og 27
% persisterende baerere: 21,1 % var persisterende neseberere, 2,7 %
persisterende halsbarere og 3,2 % var persisterende barere av S. aureus

bade i nese og hals (44).

Nese- og halsprevene ble spa-typet og clustret ved BURP (se senere). Det er
dette materialet jeg har valgt & bruke som sammenlikningsgrunnlag for mine

resultater.

Tromsg staf- og hudstudien er tilrddd av Regional komité for medisinsk og
helsefaglig forskningsetikk, Nord-Norge (REK Nord) og godkjent av

Datatilsynet som del av den sjette Tromsoundersokelsen.

2.7 Mil for oppgaven

Man gnsker med denne oppgaven a underseke populasjonsstrukturen for
invasive S. aureus-isolater analysert ved UNN Tromse 1 ar 2007 og 2008.
Fra tidligere er populasjonsstrukturen for S. aureus nese- og halsisolater fra

barere i en generell befolkning fra Tromse kommune undersgkt som en del
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av den sjette Tromsgundersegkelsen. Speiler blodkulturisolatene
bakteriepopulasjonen hos den generelle befolkningen, eller kan man se
forskjell mellom invasive isolater og barerisolater? Er det de samme

stammene som sirkulerer i befolkningen som gir invasiv sykdom?

14



3 Materialer og metoder

3.1 Materialer

Bakterieisolater

Isolater av S. aureus fra blodkulturer analysert ved Avdeling for
mikrobiologi og smittevern, UNN Tromsg, i ar 2007 og 2008. Totalt 151
isolater ble analysert. Ved nermere gjennomgang ble 11 isolater ekskludert,
se Tabell 1. Man stod da igjen med 140 isolater; 70 isolater fra ar 2007 og
70 isolater fra 2008.

To av stammene var meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA)
(preve nummer 235 og 246), de gvrige stammene var meticillinsensitve

Staphylococcus aureus (MSSA).

Alle isolatene 14 nedfrosset ved -20 °C pa Avdeling for mikrobiologi og
smittevern, UNN Tromsg. Egne frysestammer med lepenummer ble laget
fra disse og ble oppbevart i fryser ved -70 °C ved Institutt for medisinsk

biologi, Vert-mikrobe interaksjoner, Universitetet i Tromsg.

Til bakterieisolatene ble det knyttet pasientdata som fedselsér, kjonn og

postnummer. Disse dataene ble koblet opp mot lepenummer.

Bakterieisolatene stammet fra 140 individer i alderen 0-99 ar, med en
gjennomsnittsalder pa 62,4 ar. 48 (34,3 %) var kvinner, 92 (65,7 %) var

menn.

36 av isolatene stammet fra individer med postnummer tilherende Tromse
kommune. Disse var i alderen 0-93 ar, med en gjennomsnittsalder pa 59,4

ar. 12 av disse var kvinner (33,3 %), 24 var menn (66,7 %).

104 av isolatene stammet fra individer med postnummer tilherende andre
kommuner i Nord-Norge. Disse var i alderen 0-99 &r, med en
gjennomsnittsalder pa 63,4 ar. 36 av disse var kvinner (34,6 %), 68 var

menn (65,4 %).
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Kontrollstammer

Staphylococcus aureus, ATCC 25923: ble brukt som positiv kontroll ved

spa-PCR.

Staphylococcus epidermidis, ATCC 12228: ble brukt som negativ kontroll

ved spa-PCR.

Vekstmedier

Vekstmedium

Blodagar

Frysebuljong

Kjemikalier

Kjemikalium
0,9 % NaCl
2x ReddyMix™ PCR

MasterMix, Thermo
Scientific

Incorporation

MgCl, Stock Solution,
Roche Diagnostics
GmbH

10 x TBE-buffer

0.5 x TBE-buffer

Innhold

Blood Agar Base No 2 Oxoid CM0271, humant
fullblod 70ml/1, dH20.

Brain Heart Infusion Oxoid CM 225 33 g/l,
glyserol 100 ml/l, dH,O

Innhold

NaCl

0.625 enheter ThermoPrime 7ag DNA polymerase,
75mM Tris-HCI (pH 8.8 ved 25 °C), 20 mM
(NH4),SO4, 1.5 mM MgCly, 0.01 % (v/v) Tween®
20, 0.2 mM hver av dATP, dCTP, cGTP og dTTP,

presipitant og radfarge for elektroforese.
25 mM MgCl,, dH20

0,89 M Tris-base, 0,89 M borsyre, 20 mM EDTA,
dH>O. pH 8,3

20 gangs fortynning av 10 x TBE-buffer
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Gel elektroforese

SeaKem® LE Agarose til gel elektroforese, Lonza Rockland Incorporation,

USA
GelRed™ nucleic acid gel stain, 10.000 i H>O, Biotium Incorporation

Marker for molekylaervekt

Standard Innhold
molekylaervekt
1 Kb Plus DNA 10 mM Tris-HC1 pH 7.5, 1 mM EDTA, 50 mM

Ladder, Invitrogen NaCl, TE-buffer, loading buffer (med glyserol)

Corporation, USA
Se Figur 2

Oligonukleotid primere for spa-PCR

Primer Sekvens 5'-3'

spa-1113f TAA AGA CGATCC TTC GGT GAG C
spa-1514r CAG CAG TAG TGC CGTTTG CTT
(40)

Spa-PCR mastermix

Innhold per 27 pl mastermix:
15 ul 2x ReddyMix™

0,15 pl primer Spall13f (100 pmol/ul)
0,15 pl primer Spal514r (100 pmol/ul)
1,8 ul 25 mM MgCl,

9,9 ul MQ HxO
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Verifisering av non-typeable S. aureus

StaphAurex® Plus kit, Remel
Slidex Staph Plus kit, bioMerioux Clinical Diagnostics
3 % H,0, for katalasetest

3.2 Metoder

Tillaging av frysestammer

Det ble laget egne frysestammer av de aktuelle bakterieisolatene av S.
aureus. De originale isolatene ble avidentifisert ved tildeling av

lopenummer til de nye frysestammene.

Iskrystaller med S. aureus fra frosne kulturer fra Avdeling for mikrobiologi
og smittevern, UNN Tromsg, ble spredt pa blodagarskaler og inkubert over
natten ved 37 °C.

Neste dag ble kolonier hentet fra blodskal med 10 pl eser og suspendert i
frysebuljong. Det ble samtidig gjort ny utspreding fra frysebuljong til
blodagarskal som kontroll pé kontaminering. Disse ble inkubert natten over
ved 37 °C og deretter visuelt sjekket for forurensning. Hvis ingen tegn til
kontaminasjon ble de nye frysestammene brukt i det videre arbeidet.

Frysestammene ble frosset ved -70 °C.

Utsaing av S. aureus

Iskrystaller med S. aureus fra de ovennevnte frysestammene ble spredt pa
blodagar for & oppna vekst av enkeltkolonier for cellesuspensjoner.

Blodagarskalene ble inkubert ved 37 °C over natten.

Tillaging av cellesuspensjoner

2-3 kolonier av S. aureus fra blodagarskal ble resuspendert i 200 ul MQ
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H,O 1 Eppendorfrer, og blandet ved vortexing. Ved syemal ble det sjekket at
alle suspensjonene hadde tilneermet lik celletetthet. Eppendorfrerene ble

oppbevart pa is under arbeidet 1 pavente av PCR.

Den samme metoden ble brukt for & lage suspensjoner av positiv kontroll

ATCC 25923 (S. aureus) og negativ kontroll ATCC 12228 (S. epidermidis).

spa-PCR

spa-PCR ble kjort for & amplifisere opp X-regionen av spa-genet for gel

elektroforese.

27 ul mastermix ble pipettert til hvert PCR-ror, og 3 pul av
bakteriesuspensjonene ble tilsatt. 3 pul av ATCC 25923, ATCC 12228 og MQ
H20 ble ogsa tilsatt hvert sitt ror for henholdsvis positiv kontroll, negativ

kontroll og mastermix- og kontamineringskontroll.

Innholdet i PCR-rarene ble blandet ved hjelp av en minisentrifuge, for de
ble satt til PCR ved bruk av GeneAmp PCR System 9700 Thermal cycler

etter folgende program:

Denaturering: 95 °C, 10 min

Denaturering: 95 °C, 15 sek
Annealing: 60 °C, 15 sek x 35 sykluser
Elongering: 72 °C, 1 min

Elongering: 72 °C, 10 min
Hold: 4 °C, o

Gel elektroforese

For gel elektroforese av PCR-produktene ble det brukt 2 % agarosegel.
Gelen ble laget ved 4 tilsette 1,2 g SeaKem® LE Agarose til 60 ml 0,5 x TBE
buffer og koke blandingen 1 mikrobeglgeovn 1-2 minutter. Blandingen ble
avkjelt til cirka 60-70 °C, for 3 pul GelRed™ ble tilsatt blandingen i

avtrekksskap. Gelen ble helt i gelkar, og stivnet i lopet av cirka 30 minutter.

Den stivnede gelen ble lagt i elektroforesekar med 0,5 x TBE-buffer som
dekket gelen fullstendig. 3ul PCR-produkt ble pipettert over 1 hver brenn,
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og 3 ul Kb Plus DNA ladder som mél pd molekylarvekt ble pipettert over i

forste og siste bronn.
Gelen ble kjort pa 80 Volt i 60 minutter.

Etter elektroforesen ble det tatt bilde av gelen ved hjelp av UV-

transilluminasjon (G:Box) og programvaren GeneSnap.

Sekvensering av PCR-produktene

Spa-PCR-produktene ble sendt til Macrogen Europe, Nederland for
sekvensering. Ikke-adekvate sekvenser (vurdert etter & ha lagt inn
sekvensene i Ridom StaphType Software, se nedenfor), ble resekvensert av
Macrogen. Stammer som ikke hadde godkjente sekvenser etter
resekvensering ved Macrogen, ble sekvensert pa nytt ved DNA

sekvenseringslab ved Universitetssykehuset i Nord-Norge.

Analyse av spa-sekvenser

For analyse av sekvensene brukte man programvaren Ridom StaphType,
som beskrevet av Harmsen et al. (45). Denne programvaren tillater en rask
bestemmelse av spa-repeats og spa-typer. I analysen gir programvaren hver
base en kvalitetsverdi som et relativt mal pa sannsynligheten for feil i
sekvensen. Ut i fra kvalitetsverdiene for hver enkelt base, lager
programvaren en konsensussekvens basert pa 5'- og 3’-sekvens, oppdager

de ulike spa repeats og tilegner stammen en spa-type.

Ridom StaphType benytter seg av numeriske koder for spa-repeats og spa-
typer. For & forsikre seg om uniform terminologi nér det gjelder bruk av
disse kodene, synkroniserer programvaren opp mot en sentral database, som

finnes tilgjengelig pé internett: http://www.spaserver.ridom.de/ .

Ridom StaphType-programvaren tildeler en numerisk palitelighetsverdi til
hver konsensussekvens. Denne sier noe om hvor palitelig tildelingen av en

spesifikk spa-type til hver enkelt sekvens er. Kun sekvenser med palitelighet
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"excellent" (palitelighetsverdi 120) og fullstendige 5'- og 3-sekvenser ble
tatt med i1 vurderingen. Stammer som ikke oppnddde denne kvalitetsverdien
ble resekvensert inntil verdien ble oppnédd og sekvensene 1 5'- og 3'-

retning var fullstendige.

Etter spa-typingen ved hjelp av Ridom StaphType synkroniserte man den

lokale databasen med den sentrale SpaServer databasen (46).

BURP-analyse

"Based upon repeat patterns", BURP, er en algoritme for & gruppere
beslektede spa-typer inn i clusters, og beskriver det klonale slektskapet
mellom ulike spa-typer. Denne algoritmen er integrert i programvaren

Ridom StaphType.

To brukerstyrte parametre pavirker inndelingen i clusters: eksklusjon av
spa-typer som er kortere enn x antall repeats, og det maksimale antall
"costs", kostnader, y, for & plassere spa-typer til et cluster. Korte spa-typer
kan ekskluderes fra videre analyse fordi de inneholder begrenset med
informasjon, og det er umulig & antyde deres evolusjonelle historie.
Kostnader beskriver den genetiske forskjellen mellom to ulike spa-typer, og

definerer cluster-dimensjonen. En kostnad tilsvarer én genetisk hendelse.
I denne oppgaven ble standard parametre brukt: x=5 og y=4 (38).

Det ble gjort BURP-analyse pé to materialer; forst ble blodkulturisolatene
analysert for seg, deretter gjorde man en samlet BURP-analyse pa nese- og
halsisolatene fra Tromsg staf- og hudstudien og inkluderte

blodkulturisolatene.
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4 Resultater

4.1 spa-PCR og gel elektroforese

spa-PCR ble kjort for & amplifisere opp X-regionene av spa-genet for
provene ble sendt til sekvensering. Gel elektroforese av PCR-produktene ble
gjort for & forsikre seg om tilstedevaerelse av spa-PCR-produkter for

sekvensering.
Se Figur 3 for eksempel pa gel elektroforese.

Med unntak av én preve fikk man fluorescerende band pa cirka 250-400
basepar (bp) for alle prevene ved gel elektroforese. Prove nr 139 var negativ
pa gel elektroforese selv etter tre kjoringer. Denne ble verifisert som S.
aureus med katalasetest, StaphAurex kit og Slidex Staph Plus kit, og var

positiv for alle tre.

4.2 8. aureus spa-typer og spa-repats

spa-sekvensene ble analysert ved hjelp av programvaren Ridom StaphType.
I de 140 blodkulturisolatene av S. aureus (analysert ved Avdeling for
mikrobiologi og smittevern, UNN Tromse i ar 2007 og 2008) fant man totalt
80 spa-typer. Ett isolat var non-typeable (NT), det vil si kunne ikke tildeles
en spa-type. Dette var det samme isolatet som man ikke fikk DNA PCR-

produkt for og som var negativ ved gel elektroforese.
For oversikt over alle spa-typer 1 materialet, se Tabell 2.

Fem av 80 spa-typer var nye spa-typer, ikke beskrevet tidligere (sakalte
novel spa types, se Tabell 3). Etter synkronisering med Ridom SpaServer
fikk fire av disse tildelt spa-typer.

En av sekvensene (preve nummer 107) inneholdt et mellomrom, GAP, pé 24
basepar mellom kjente spa-repeats. Dette ble ikke gjenkjent av Ridom
StaphType programvaren som et spa-repeat, ei heller etter synkronisering
med Ridom SpaServer. Sekvensen ble sendt til Ridom, som analyserte

sekvensen som et nytt (novel), ikke tidligere beskrevet spa-repeat (se Tabell
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4). Nér alle repeats 1 sekvensen var identifisert, kunne stammen tildeles spa-

type.

spa-typer totalt for alle blodkulturisolatene

De hyppigste spa-typene i materialet var t084 (11 isolater), t012 (10
isolater), og t002, t015 og t065, hver med 7 isolater. Tilsammen inneholdt
disse fem spa-typene 30 prosent av bakterieisolatene i materialet (42 av 140

isolater). For oversikt og fordeling av spa-typer, se Figur 4.

spa-typer i bakterieisolater fra Tromse kommune

Av de totalt 140 bakterieisolatene fra blodkultur, var 36 fra pasienter med
postnummer tilherende Tromse kommune. Blant disse isolatene fant man
totalt 25 spa-typer. De hyppigste spa-typene innenfor gruppen var t015,
t025, t065 og t084, hver med 3 isolater. Disse fire spa-typene inneholdt 33
prosent av bakterieisolatene fra pasienter fra Tromsg kommune (12 av 36
isolater). Til spa-typene t002, t012 og t021 herte to isolater hver. For
oversikt og fordeling av spa-typer, se Figur 5.

spa-typer i bakterieisolater fra evrige kommuner

Av totalt 140 bakterieisolater fra blodkultur, var 104 fra pasienter med
postnummer ikke tilherende til Tromsg kommune. Blant disse isolatene fant
man totalt 69 spa-typer. De hyppigste spa-typene var t012 (8), t084 (8), t002
(5), t015 (4), t065 (4) og t008 (3), antall isolater per spa-type angitt i
parentes. Tilsammen inneholdt disse fem spa-typene 28 prosent av
bakterieisolatene fra blodkultur fra pasienter med postnummer ikke
tilherende Tromse kommune. For oversikt og fordeling av spa-typer, se

Figur 6.
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4.3 BURP clustering

Blodkulturisolater

Ved hjelp av BURP-clustering kunne populasjonsstrukturen for de 80 spa-

typene bestemmes.

spa-typene ble gruppert inn 1 totalt 11 spa-klonale kompleker (spa-CCs) og
17 enkeltstdende spa-typer, sékalte singletons. Sju spa-typer (étte
bakterieisolater) ble ekskludert fra BURP-analyse pa grunnlag av

parametrene repats og costs.
Se Tabell 2 for spa-typer og korresponderende spa-CCs.

De storste spa-klonale kompleksene (spa-CC) var spa-CC 728 som
inneholdt 19 bakterieisolater og 10 spa-typer, spa-CC 012 som inneholdt 22
bakterieisolater og 8 spa-typer, og spa-CC 084 som inneholdt 18
bakterieisolater og 8 spa-typer. Disse tre spa-CCs inneholdt til sammen 42
% av bakterieisolatene (59 av 140 bakterieisolater) og 33 % av spa-typene
(26 av 80 spa-typer).

Se Figur 7 for kart over spa-klonale komplekser, og Figur 8 for spa-CCs og

tilherende antall bakterieisolater.

Neser- og halsprever samt blodkulturisolater

For & undersoke slektskap av ikke-sammenfallende spa-typer fra
blodkulturisolatene (se nedenfor) med isolatene fra nese- og halsprevene fra
Tromse staf- og hudstudien ble det gjort en BURP-analyse pa disse

materialene samlet.

4.4 Sammenfall av spa-typer

spa-typene fra blodkulturisolatene av S. aureus ble sammenliknet med spa-

typer fra nese- og halsprever fra Tromse staf- og hudstudien, for &
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underseke om det forela sammenfall av spa-typer i de to materialene.

Som en del av Tromsg staf- og hudstudien (TSSS) ble totalt 2459 nese- og
halsprever av S. aureus spa-typet og clustret ved BURP; 1346 isolater fra
den forste provetakningen og 1113 isolater fra den andre prevetakningen .
De vanligste spa-typene fra den forste screeningen var t084 (8,6 %), t012
(7,6 %) og t065 (5,1 %). Etter disse fulgte spa-typene t015 og t021. Tar man
med isolatene fra den andre prevetakningen endres prosenttallene til

henholdsvis 8,3 %, 7,7 % og 5,4 % (47).

Blodkulturisolatene versus nese- og halsisolatene

29 av totalt 80 spa-typer fra blodkulturisolatene kunne ikke gjenfinnes 1
nese- og halsisolatene fra TSSS (se Tabell 5). Seks av spa-typene fra
blodkulturisolatene sammenfalt kun med halspreveisolater fra TSSS-
materialet. Dette gjaldt spa-typene t172, 246, t550, t688, t800 og t3032. De
ovrige spa-typene fra blodkultur sammenfalt med neseproveisolater eller

med bade nese- og halsproveisolater.

Alle de fem hyppigste spa-typene fra blodkultur (t084, t012, t002, t015 og
t065) kunne gjenfinnes i nese- og halsisolatene fra Tromse staf- og

hudstudien.

Blodkulturisolatene fra pasienter med postnummer tilhgrende Tromse
kommune (n=36) inneholdt 25 ulike spa-typer. Fire av disse (430, t520,
t2656 og t3233) kunne ikke gjenfinnes blant nese- og halsisolatene. De
hyppigste spa-typene fra blodkulturisolater fra pasientene fra Tromse
kommune (t015, t025, t065 og t084) kunne alle gjenfinnes i1 nese- og

halsisolatene.

Blodkulturisolater fra pasienter tilherende Tromse kommune versus

ovrige kommuner

12 av 25 spa-typer fra blodkulturisolatene fra pasienter bosatt i Tromse
kommune kunne ikke gjenfinnes i materialet fra pasienter bosatt utenfor

Tromse kommune. Dette gjaldt spa-typene t056, t105, t223, t430, t491,
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t520, t800, t1102, t1671, t2271, t2656 og t3233.

55 av 69 spa-typer fra blodkulturisolatene fra pasienter bosatt utenfor
Tromse kunne ikke gjenfinnes 1 blodkulturisolatene fra pasienter bosatt 1

Tromse kommune. 14 av 69 spa-typer kunne gjenfinnes.

4.5 Klonalt slektskap av spa-typer

For a undersgke slektskap mellom spa-typene fra blodkulturmaterialet med
spa-typene fra nese- og halsprevene fra Tromsg staf- og hudstudien (TSSS),
valgte man & sl& sammen materialene og gjere en BURP-clustering pa hele
materialet. Spesielt var man interessert 1 & se om de 29 spa-typene fra
blodkultur som ikke sammenfalt med spa-typer fra nese-og halsprevene, var

klonalt beslektet med sistnevnte.

De tre spa-typene som 1 blodkulturmaterialet ble ekskludert fra BURP-
analyse, ble ekskludert i BURP ogsa her. De avrige 26 spa-typene fra
blodkultur som ikke sammenfalt med spa-typer fra TSSS, ble clustret inn
sammen med spa-typer fra TSSS-isolatene (se Tabell 5). 7 spa-typer ble
gruppert inn i spa-klonale komplekser (spa-CCs) som vi finner igjen etter a
ha gjort BURP-analyse pé blodkulturisolatene alene. De resterende 19 spa-
typene ble gruppert inn i spa-CCs som vi ikke finner ved BURP pé kun

blodkulturstammene.

Noen av spa-CCs fra BURP-analyse péd blodkulturisolatene gjenfinnes som
en del av et storre spa-CC etter BURP-analyse pa blod-, nese- og
halsisolatene samlet. Dette gjaldt spa-CC 728 og spa-CC 065 som clustrert
inn under spa-CC 012, spa-CC 430 som clustret inn under spa-CC 024, og
spa-CC 2439 som clustret inn under spa-CC 005.

Ingen av spa-typene fra blodkultur som man ikke fant igjen 1 TSSS, fungerte
som koblinger mellom spa-klonale komplekser (spa-CCs) etter BURP-
analyse pa hele materialet, ingen nye store spa-klonale komplekser ble

dannet.

Ser man kun pa blodkulturisolatene fra pasienter fra Tromse kommune, var

det fire spa-typer som ikke kunne gjenfinnes i nese- og halsprevene fra
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TSSS. t3233 clustret til spa-CC 012, t430 og t520 clustret til spa-CC 024.
t2656 var singleton.
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5 Diskusjon

5.1 S. aureus spa-typer og spa-repeats

Blant de 140 blodkulturisolatene av S. aureus fant man 80 ulike spa-typer.
Fem nye spa-typer og ett nytt spa-repeat ble oppdaget i blodkulturisolatene.
For disse isolatene har det skjedd en genetisk endring som har fert til en ny,
unik X-region av protein A. X-regionen av Staphylococcus protein A-genet
gjennomgér punktmutasjoner samt delesjoner og duplikasjoner av repetitive
enheter. Disse genetiske endringene kan gi opphav til nye spa-typer og nye

spa-repeats (37).

5.2 Isolatet som ikke lot seg spa-type

De fleste stammer av Staphylococcus aureus lar seg spa-type ved bruk av
standard primere for PCR og sekvensering. En sjelden gang treffer man
imidlertid pa stammer som ikke lar seg spa-type — non-typeable (NT)
isolater. Mulige forklaringer pa dette kan vere enten en total mangel pa
protein A, eller en mutasjon i C-regionen av spa-genet. C-regionen koder for
binding til immunoglobulin G (IgG), og det er i denne regionen forward
primer for spa-typing er lokalisert. Ved en mutasjon i denne regionen kan
det tenkes at primer ikke vil binde, og man fér ikke amplifisert opp spa-
DNR ved PCR (34).

For prove nummer 139 fikk man ikke DNA-produkt etter spa-PCR. Praven
ble verifisert som S. aureus ved katalasetest, StaphAurex kit og Slidex Staph
Plus kit. Mangelen pé spa-PCR DNA-produkt gjorde at man heller ikke fikk

DNA-sekvens for proven etter sekvensering.

Det kan vere grunn til 4 tro at denne stammen har undergétt en mutasjon i
primerbindende omrade som beskrevet over, eller at spa-genet mangler
totalt. For a finne ut av hvilke genetiske endringer som ligger bak matte man
ha amplifisert og sekvensert hele spa-genet, ikke bare X-regionen av genet

(34).
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5.3 Frekvens av spa-typer

Alle de hyppigste spa-typene fra Tromse kommune (t015, t024, t065 og
t084) ble ogsa funnet i blodkulturisolater fra pasienter bosatt utenfor Tromse
kommune. Derimot ble en av de hyppigste spa-typene fra blodkulturisolater
fra pasienter utenfor Tromsg, t008, ikke funnet i Tromsg-materialet. Til

denne spa-typen herte imidlertid kun tre av blodkulturisolatene.

Befolkningsmengde

Blodkulturisolatene av S. aureus som ble analysert ved Avdeling for
mikrobiologi og smittevern, UNN Tromse 1 2007 og 2008, stammet 1 all
hovedsak fra pasienter bosatt i Nord-Norge nord for Hamarey, det vil si
fylkene Finnmark og Troms samt kommunene Narvik, Ballangen, Evenes,
Tjeldsund og Tysfjord i Nordland fylke. Ved inngangen til ar 2008 hadde
disse omradene et befolkningstall pa 252.801 (48). Derav hadde Tromso
kommune en befolkningsmengde pa 65.286. Tromse kommunes
folkemengde utgjorde dermed en fjerdedel (25,8 %) av den samlede

folkemengden 1 disse omradene.

Totalt 140 blodkulturisolater ble analysert. 36 (25,7 %) av disse stammet fra
pasienter med postnummer tilherende Tromsg kommune. Ut ifra
folketallene kan man ikke se noe forskjell i total forekomst av S. aureus
bakteriemi mellom pasienter bosatt i og utenfor Tromse kommune.
Resultatene er imidlertid ikke justert for alders- og kjennssammensetning 1
befolkningene. Lavt antall bakterieisolater fra pasienter med stor
aldersspredning begrenset mulighetene for mer detaljerte epidemiologiske

analyser.

Det at spa-typer i1 blodkulturisolater fra pasienter fra ovrige kommuner ikke
kunne gjenfinnes i blodkulturisolater fra pasienter fra Tromse kommune,
kan ogsé forklares ut fra befolkningsmengde og antall prever. Materialet fra
ovrige kommuner var tre ganger sa stort som materialet fra Tromso

kommune og inneholder dermed et storre antall spa-typer.
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Tidspunkt for prevetaking

Preveperiodene for de to ulike materialene overlapper ikke fullstendig.
Mens blodkulturisolatene stammer fra hele &r 2007 og 2008, var perioden
for provetaking av nese- og halsprevene i Tromsg staf- og hudstudien
september 2007 til august 2008. Muligens kan de ikke helt overlappende
proveperiodene ha medvirket til at enkelte spa-typer fra blodkultur ikke var

a finne 1 nese- og halsprevene.

Endogen smitte med egen barerstamme

Med denne oppgaven gnsket man primert & sammenlikne spa-typer fra
blodkulturisolater tatt fra pasienter bosatt i Tromse kommune, med spa-
typer fra nese- og halsprever tatt fra individer fra en generell befolkning
bosatt i Tromse kommune. Det viste seg imidlertid at antall

blodkulturisolater fra pasienter fra Tromse kommune kun var 36.

Von Eiff et al. fant at over 80 % av pasienter med S. aureus bakteriemi var
smittet av sin egen nesestamme av S. aureus (29). Om pasientene med S.
aureus bakteriemi i denne oppgaven var smittet endogent av sin egen
baererstamme fra nese eller hals, kan man ut fra denne oppgaven ikke si noe
om. Man kunne ha sett pa om Tromse-pasientene med S. aureus-bakteriemi
var deltagere under nese- og halsscreeningen med tanke pa S. aureus
barerskap og pa denne maten kanskje funnet enkelte endogene smittere.
Dette gér imidlertid ut over oppgavens mal, og sannsynligheten for at noen
av de 36 pasientene faktisk var deltakere 1 den sjette Tromsgundersgkelsen

og ble screenet for barerskap av S. aureus er liten.

5.4 Sammenfall av spa-typer

29 av totalt 80 spa-typer fra blodkultur kunne ikke gjenfinnes i nese- og
halsprevene fra Tromsg staf- og hudstudien. Ved BURP-analyse pé
blodkultur-, nese- og halsisolatene samlet, ble tre blodkulturisolater
ekskludert fra analysen, og de resterende 26 ble vellykket gruppert inn i spa-

klonale komplekser (spa-CCs) sammen med nese- og halsisolater fra
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Tromsg staf- og hudstudien.

Selv om de 26 spa-typene fra blodkultur ikke direkte sammenfalt med spa-
typer fra nese- og halsprever, indikerer en vellykket gruppering av
blodkulturisolatene inn i spa-CCs sammen med nese- og halsisolatene

likevel en klonal beslektethet av spa-typer.

5.5 Konklusjon

De hyppigste spa-typene fra blodkulturmaterialet ble gjenfunnet i
barerisolatene. De hyppigste spa-typene fra barerisolatene kunne ogsa
gjenfinnes blant blodkulturene. 29 spa-typer fra blodkultur kunne ikke
gjenfinnes blant barerisolatene, men etter & ha gjort BURP-analyse pa disse

materialene samlet kunne man se at spa-typene var klonalt beslektet.

P& grunnlag av materialene i denne oppgaven kan man ikke se noen stor
forskjell 1 S. aureus populasjonsstruktur mellom blodkulturisolatene fra
pasienter fra Tromse kommune og barerisolatene fra Tromse staf- og

hudstudien.

Svakheter ved oppgaven er et lite materiale, spesielt med tanke pé
blodkulturisolater fra pasienter fra Tromse kommune. Tidsperiodene for
provetaking mellom blodkultur og beareisolater er heller ikke helt

overlappende.
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6 Tabeller

Tabell 1: Ekskluderte stammer av Staphylococcus aureus

Stamme nr | Arsak til eksklusjon

128 fra antatt samme person som preve 113, men ulik spa-type.
220 fra antatt samme person som preve 219, men ulik spa-type
224 fra antatt samme person som pregve 223

245 fra antatt samme person som prove 244

248 fra antatt samme person som prove 244

250 fra antatt samme person som preve 249

306 fra antatt samme person som prove 304

320 fra antatt samme person som prove 317

423 fra antatt samme person som prove 317

419 halsscreeningspreve, feillagret som blodkultur

142 ingen pasientdata knyttet til proven

Totalt: 11 antall ekskluderte stammer

Tabellen viser stammer med likt prevear der pasientinfo knyttet til stammen
var lik med hensyn pa fedselsar, fedselsmaned og kjenn. Disse ble antatt &
komme fra samme person, og kun den forste proven ble tatt med i videre
analyse. For to av provene som ble ekskludert stemte spa-type fra antatt

forste og andre prove ikke overens.

Tabell 2: Bakterieisolater fra blodkultur og tilherende spa-typer og spa-
klonale clusters (spa-CCs) etter BURP-analyse pa blodkulturisolatene.

Prevenummer Spa-type Spa-CC

101 t015 1: spa-CC 728
102 t015 1: spa-CC 728
103 t1875 3: spa-CC 084
104 t150 4: spa-CC 078
105 t4714 3: spa-CC 084
106 t223 7: spa-CC 2439
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107 t8048 8: spa-CC 002
108 t065 6: spa-CC 065
109 t024 5: spa-CC 430
110 t645 singleton #7
111 t2656 singleton #13
112 t282 Excluded

113 t160 singleton #3
114 t084 3: spa-CC 084
115 t1321 6: spa-CC 065
116 t330 6: spa-CC 065
117 t563 6: spa-CC 065
118 t024 5: spa-CC 430
119 t021 2:spa-CC 012
120 t491 3: spa-CC 084
121 t1599 singleton #11
122 t026 Excluded

123 t1239 2:spa-CC 012
124 t002 8: spa-CC 002
125 t840 2:spa-CC 012
126 t026 Excluded

127 t230 1: spa-CC 728
129 t024 5: spa-CC 430
130 t774 3: spa-CC 084
131 t1898 4: spa-CC 078
132 t084 3: spa-CC 084
133 t197 5: spa-CC 430
134 t172 11: no founder
135 t002 8: spa-CC 002
136 t084 3: spa-CC 084
137 t279 3: spa-CC 084
138 t032 7: spa-CC 2439
139 NT

140 t520 5: spa-CC 430
141 t008 5: spa-CC 430
143 t5222 6: spa-CC 065
144 t2271 2:spa-CC 012
145 t012 2:spa-CC 012
146 t635 Excluded

147 t021 2:spa-CC 012
201 t880 singleton #10
202 t012 2:spa-CC 012
203 t065 6: spa-CC 065
204 t1102 10: no founder
205 t078 4: spa-CC 078
206 t084 3: spa-CC 084
207 t800 singleton #9
208 t3033 4: spa-CC 078
209 t084 3: spa-CC 084
210 t012 2:spa-CC 012
211 t129 Excluded




212 t015 1: spa-CC 728
213 t528 Excluded

214 t078 4: spa-CC 078
215 t012 2:spa-CC 012
216 t012 2:spa-CC 012
217 t688 singleton #8
218 t065 6: spa-CC 065
219 t4895 1: spa-CC 728
221 t105 8: spa-CC 002
222 t084 3: spa-CC 084
223 t065 6: spa-CC 065
225 t065 6: spa-CC 065
226 t021 2:spa-CC 012
227 t7366 Excluded

228 t216 11: no founder
229 t056 4: spa-CC 078
230 t127 singleton #2
231 t230 1: spa-CC 728
232 t2143 6: spa-CC 065
233 t002 8: spa-CC 002
234 t246 singleton #5
235 t002 8: spa-CC 002
236 t012 2:spa-CC 012
237 t189 singleton #4
238 t298 2:spa-CC 012
239 t012 2:spa-CC 012
240 t084 3: spa-CC 084
241 t012 2:spa-CC 012
242 t164 9: no founder
243 t067 8: spa-CC 002
244 t1671 4: spa-CC 078
246 t4298 5: spa-CC 430
247 t002 8: spa-CC 002
249 t246 singleton #5
251 t3032 3: spa-CC 084
301 t008 5: spa-CC 430
302 t550 1: spa-CC 728
303 t091 singleton #1
304 t330 6: spa-CC 065
305 t032 7: spa-CC 2439
307 t216 11: no founder
308 t4304 9: no founder
309 t3176 Excluded

310 t122 2: spa-CC 012
311 t015 1: spa-CC 728
312 t7367 singleton #14
313 t160 singleton #3
314 t375 singleton #6
315 t230 1: spa-CC 728
316 t630 1: spa-CC 728
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317 t021 2:spa-CC 012
318 t021 2:spa-CC 012
319 t160 singleton #3
321 t430 5: spa-CC 430
322 t3928 1: spa-CC 728
323 t084 3: spa-CC 084
324 t3233 2: spa-CC 012
325 t630 1: spa-CC 728
326 t084 3: spa-CC 084
401 t012 2: spa-CC 012
402 t012 2:spa-CC 012
403 t065 6: spa-CC 065
404 t7365 7: spa-CC 2439
405 t2439 7: spa-CC 2439
406 t084 3: spa-CC 084
407 t084 3: spa-CC 084
408 t7323 1: spa-CC 728
409 t065 6: spa-CC 065
410 t4006 1: spa-CC 728
411 t728 1: spa-CC 728
412 t015 1: spa-CC 728
413 t894 10: no founder
414 t2103 singleton #12
415 t002 8: spa-CC 002
416 t1315 4: spa-CC 078
417 t722 1: spa-CC 728
418 t085 3: spa-CC 084
420 t002 8: spa-CC 002
421 t008 5: spa-CC 430
422 t067 8: spa-CC 002
424 t015 1: spa-CC 728
425 t015 1: spa-CC 728
426 t122 2:spa-CC 012
427 t024 5: spa-CC 430

Spa-typer merket som singletons clustret ikke til andre spa-typer 1 materialet
fra blodkultur. Spa-typer merket som "excluded" i kolonnen spa-CC er spa-
typer som ble ekskludert fra BURP-analyse pa grunnlag av parametrene
minimalt antall repeats, X, og costs, y. NT= non-typeable, stammen av
Staphyloccus aureus kunne ikke spa-types. Bakterieisolater merket med rodt
er meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA). @vrige isolater er

meticillinsensitive Staphylococcus aureus (MSSA).

spa repat sekvens kan hentes ned fra:

http://www.spaserver.ridom.de/spaserver/query
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Tabell 3: Nye spa-typer

Spa-type |Prevenummer |Repeatsekvens

t7323 408 08-16-16-34-34-17-34-16-34

t7365 404 26-23-13-109-31-05-17-25-25-16-28

t7366 227 26-31-13

t7367 312 08-16-02-25-02-25-24-24-25-17-25

t8048 107 26-23-17-34-17-20-17-444-17-16
(28)

Spa-typer som ikke var tidligere beskrevet, men ble funnet for forste gang i

stammene fra blodkultur. Hvert repeat bestar av en sekvens pa 21, 24 eller

27 basepar. Repeat 444 1 spa-type t8048 er ikke tidligere beskrevet (se

under).

Tabell 4: Nytt spa-repat

Spa repat Provenr |DNA-sekvens
r444 107 AAAGAAGTCAACAACAAGCCTGGT
(28)

Ikke tidligere beskrevet spa-repeat, funnet for forste gang i S. aureus-isolat

fra blodkultur.

Tabell 5: spa-typer i stammer fra blodkultur som ikke gjenfinnes i nese- og

halsprevene fra Tromse staf- og hudstudien.

Spa-type |Spa-CC1 Spa-CC 2

t032 7: spa-CC 2439 spa-CC 005

t1239 2: spa-CC 012 spa-CC 012

t1315 4: spa-CC 078 spa-CC 078

t1321 6: spa-CC 065 spa-CC 012

t1599 #11 cluster 19: no founder
t1898 4: spa-CC 078 spa-CC 078

t2143 6: spa-CC 065 spa-CC 012

12439 7: spa-CC 2439 spa-CC 005

t2656 #13 spa-CC 153
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t3033 4: spa-CC 078 spa-CC 078
t3176 Excluded Excluded

t3233 2:spa-CC 012 spa-CC 012
t3928 1: spa-CC 728 spa-CC 012
t4006 1: spa-CC 728 spa-CC 012
t4298 5: spa-CC 430 spa-CC 024
t430 5: spa-CC 430 spa-CC 024
t4304 9: no founder spa-CC 996/164
t4714 3: spa-CC 084 spa-CC 084
t4895 1: spa-CC 728 spa-CC 012
t520 5: spa-CC 430 spa-CC 024
t563 6: spa-CC 065 spa-CC 012
t635 Excluded Excluded

t728 1: spa-CC 728 spa-CC 012
t880 #10 spa-CC 012
t7323 1: spa-CC 728 spa-CC 012
t7365 7: spa-CC 2439 spa-CC 005
t7366 Excluded Excluded

t7367 #14 cluster 20: no founder
t8048 8: spa-CC 002 spa-CC 002

Spa-CC 1: spa-klonalt kompleks etter BURP-analyse pa blodkulturisolatene
alene. Spa-CC 2: spa-klonalt kompleks etter BURP-analyse pa blodkultur-,
nese- og halsisolatene samlet. Dette ble gjort for & underseke slektskap av
de ikke-sammenfallende blodkulturisolatene med isolater fra Tromse staf-
og hudstudien. Med unntak av tre isolater som ble ekskludert fra BURP-
analyse, fant man via spa-klonale komplekser slektskap for alle

blodkulturisolatene.
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7 Figurer

spa-1113f spa-1514r
p .p

- Xr Xe

18

Figur 1: Kart av protein A-genet. De ulike omradene koder for ulike deler
av genet. Region S i den N-terminale delen koder for signalsekvensen, mens
E, D, A, B og C koder for de immunoglobulin G-bindende regionene. Den
C-terminale regionen, X-regionen, koder for den COOH-terminale delen av
proteinet. Videre er X-regionen delt inn i to domener: Xr kodende for
repeat-regionen, og Xc som inneholder en konservert sekvens kodende for
binding til celleveggen. Hvert spa-repat inneholder 21, 24 eller 27 basepar.
Hver X-region inneholder minimum ett spa-repeat, og per 16.08.11
inneholder den lengste spa-typen (t8135) 25 repeats

( http://spa.ridom.de/spatypes.shtml ). P4 grunnlag av sammensetning av

repeats kan spa-typen bestemmes.

Modifisert fra Baum et al. 2009 og Shopsin et al. 1999 (19, 20).

38


https://mail.uit.no/owa/redir.aspx?C=311c4ab433e64c06ad05346cb2cc7975&URL=http%3A%2F%2Fspa.ridom.de%2Fspatypes.shtml

Figur 2: Marker for molekylarvekt: 1Kb Plus DNA molecular weight
standard, Invitrogen (49).
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Figur 3: Eksempel pa gel elektroforese

Image1

1277816124 - 001 7:35 B=-379 W=4474 G=1,00 |=0,500s

User 29. juni 2010 14:5

iy — 500 bp
WS — 400 bp
' W 300 bp

S — 200 bp

—100 bp

Eksempel pé gel elektroforese av spa-PCR-produkter. Forste og siste bronn:
Kb+ marker for molekylarvekt, bronn 2-11: blodkulturisolat 111-120, brenn
12: mastermix- og kontamineringskontroll, brenn 13: negativ kontroll ATCC

12228 Staphylococcus epidermidis og brenn 14: positiv kontroll ATCC
25923 Staphylococcus aureus.
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Figur 4: Spa-typer og antall S. aureus blodkulturisolater til hver spa-type,
totalt for hele materialet med blodkulturer fra 140 pasienter med S. aureus

bakteriemi.
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Fordeling spa-typer Tromsg kommune

N

Antall

t024 t084 t012 t056 t078 t1102 t160 t223

t246 t3233 t491 t630
t015 t065 t002 t021 t067 t105

t122 t1671 t2271 t2656 t430 t520 t800
Spa-type

Figur 5: Spa-typer og antall S. aureus blodkulturisolater til hver spa-type,
fra pasienter bosatt i Tromsg kommune.
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Figur 6: Spa-typer og antall S. aureus blodkulturisolater til hver spa-type,

fra pasienter fra Nord-Norge utenom Tromse kommune.
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Figur 7: Spa-klonale komplekser (spa-CCs) basert pA BURP-analyse av
spa-typer fra S.aureus-stammer fra 140 blodkulturer. BI&: grunnlegger
(founder) av spa-CC. Gul: delgrunnlegger (subfounder) av spa-CC.
Nummer 9-11: spa-CCs uten grunnlegger. Utelatt fra figuren er 14 spa-typer
gruppert som singletons. Syv spa-typer ble ekskludert fra BURP-clustering

pé grunnlag av parametrene repeats og costs.
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Spa-CCs og tilhgrende antall stammer

322

M 1:5pa-CC728
M 2:5pa-CC0O12
M 3:s5pa-CC084
M 4:spa-CC078
M 5:5pa-CC430
M 6:spa-CC 065
[ 7:spa-CC 2439
[T 8:5pa-CC 002
9: no founder
™ 10: no founder
7 11: no founder

Figur 8: Spa-klonale komplekser (spa-CCs) etter clustering av spa-typer fra
blodkultur ved BURP-analyse. Tallene ved hver kakebit representerer antall
av bakterieisolatene fra blodkultur som clustret til det enkelte spa-CC.
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