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Resumé

Analyser af basesekvenser i gener, der koder for rRNA, benyttes
med stort udbytte til identifikation af isolerede bakterier. Med
broad-range-primere kan polymerasekadereaktion (PCR)-under-
sagelser for bakterielle rRNA-gener udferes direkte pa patient-
prever, og artsbestemmelse kan udfgres pa det amplificerede DNA
ved sekventering. Metoden er fortsat mere resursekreevende og har
en lavere fglsomhed end dyrkning. Endvidere giver den ikke di-
rekte yderligere oplysninger om den enkelte bakteries egenskaber,
som f.eks. antibiotikafglsomhed, hvorfor den skal ses som et sup-
plement til og ikke en erstatning for dyrkning. Erfaringer med
metoden er endnu begrensede, men den synes ofte at kunne bi-
drage med eksakt bakteriologisk diagnose, hvor dyrkning af rele-
vant patientmateriale giver negativt resultat, f.eks. pga. antibioti-
kabehandling og ved infektion med ikkedyrkbare bakterier.

Sekvensanalyser af bakterielle rRNA-gener

Diagnostik af bakterielle infektioner udferes traditionelt ved
udséning af provemateriale pa dyrkningsmedier med efterfol-
gende isolering og feenotypisk karakterisering af fremvok-
sende patogene bakterier. Anvendelse af molekylarbiologi-
ske metoder til diagnostik af bakterielle infektioner er be-
grenset til situationer, hvor der er mistanke om infektioner
med bakterier, der ikke eller kun langsomt vokser pa stan-
dardmedier. Rutinemeessigt anvendes der séledes polymerase-
kedereaktionen (PCR) og andre genamplifikationsteknikker
til undersegelse for specifikke patogener som f.eks. bakterier,
der forarsager atypisk pneumoni.

For 20-30 ar siden indfortes der sekvensanalyser af baserne
i DNA som et verktoj til at studere bakteriers udvikling og
indbyrdes relation [1]. Man havde observeret, at der skete en
tidsmeessig konstant langsom og tilfzldig substitution af baser
i gener, der koder for ribosomalt RNA i bakterier. Dette bety-
der, at graden af sekvenslighed mellem rRNA gensekvenserne
i to bakterier, afspejler bakteriernes grad af beslegtethed.

Zndringerne i basesekvenserne sker ikke lige hurtigt i alle
dele af rRNA-generne. Generne indeholder derfor omrader,
der er relativt varierede mellem konserverede omrader. De
konserverede omrader udger velegnede mal som bindings-

steder for primere, der kan benyttes til PCR-amplifikation

af dele af rRNA-generne fra alle bakterier. Med sidanne uni-
verselle eller broad-range-primere kan der amplificeres DNA-
stykker, der mellem de konserverede omrader indeholder
omrader med stor variation. Analyser af basesekvensen i disse
varierede omrader er velegnet til sammenlignende formal.
Fylogenetiske undersogelser baseret pi sammenlignende ana-
lyser af sekvenser i rRNA-generne har medfert zendringer i
opfattelsen af mange bakteriers indbyrdes relationer. Som

en konsekvens af den mulighed, man vha. sekvensanalyser
far for at kunne sammenligne bakterier, benyttes metoden
ogsd ved navngivning af bakteriearter. Til dette formal kan
bestemmelse af basesekvenser i rRNA-generne dog ikke

std alene, men bruges sammen med fenotypisk karakte-
risering og DNA-DNA-hybridisering i sakaldt polyfasisk
taksonomi.

Anvendelse af sekventering til artsidentifikation

Hvor DNA-sekventering tidligere var en langsommelig og
arbejdskreevende metode, har den teknologiske udvikling
gjort, at det i dag er muligt at foretage disse analyser hurtigt og
i stort antal. Efterhdnden som sekvenserne for rRNA-generne
fastleegges for mange forskellige bakterieisolater, fojes de til
kommercielle og offentlige databaser. Disse databaser kan ud-
nyttes til identifikation af bakterier, idet sekvenser fra uidenti-
ficerede bakterier sammenlignes med kendte sekvenser i data-
baserne. Sikkerheden for korrekt artsidentifikation udfert
med basesekvensanalyse athanger bl.a. af databasens stor-
relse og validitet og den diskriminative evne i forhold til
andre arter for den pageldende bakterie i det aktuelle gen-
omrade. For eksempel er der blandt nogle streptokokarter sa
stor sekvenslighed i rRNA-generne, at de er vanskelige at ad-
skille med sikkerhed. Man kan da benytte helt andre gener til
artsidentifikation. Omvendt er der for nogle arter af bl.a.
Enterobacteriaceae fundet meget varierende sekvenser inden
for fenotypisk velkarakteriserede, relativt teet beslegtede ar-
ter, hvilket medfoerer, at man mé acceptere en identifikation
trods forholdsvis lav sekvenslighed.

For sekventering af bakterielt DNA findes den storste erfa-
ring og dermed det bedste sammenligningsgrundlag i genet,
der koder for 16S rRNA, og det er oftest i dette omrade, at der
foretages sekvensbestemmelse til rutinebrug, specielt til iden-
tifikationsformal. Et vigtigt praktisk fund er, at for mange bak-
terier er sekventering af ca. 0,5 kb baser fuldt tilstreekkeligt til
rutineidentifikation. Dette udger en betydelig resursemaessig
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besparelse i forhold til bestemmelse af sekvensen i genets
fulde lzengde pa ca. 1,5 kb.

23S rRNA-genet er storre (ca. 2,5 kb) og har sterre varia-
tion end 16S rRNA-genet. Derfor kan man ved sekvensanaly-
ser i dette gen bedre skelne mellem arter.

Sekventering af 23S rRNA- og 16S rRNA-generne benyttes
specielt ved isolater, der er vanskelige at identificere med tra-
ditionelle metoder. Erfaringerne med metoden er gode [2].

Analyse af patientprover

Ved at benytte broad-range-primere direkte pa patientprover,
er det muligt at undersoge for bakterielt DNA i preven. Ved et
positivt resultat kan det amplificerede DNA sekventeres, og
identiteten af den inficerende bakterie fastslas. Det er derfor
muligt at pavise bakterier, selv hvis bakterierne ikke kan dyr-
kes. Broad-range-amplifikation af 16S rRNA-DNA og efterfol-
gende sekventering er bl.a. blevet brugt til at identificere det
ztiologiske agens ved bacilleer angiomatose, human erlikiose
og Whipples sygdom.

Den seneste udvikling i genamplifikations teknikker giver
nye muligheder, som f.eks. kvantificering af relevant DNA
ved realtids-PCR. Rutinemaessig PCR med broad-range-primer
og efterfolgende sekventering direkte pa patientprever rum-
mer dog ogsa nogle begrensninger, sidan som det udfores i
dag. Metoden er ikke mere folsom end dyrkning, alene af den
grund, at der kun udferes PCR pa DNA oprenset fra et lille
volumen af prevematerialet. Selv dyrkningspositive prever
kan derfor vere negative bedemt ved PCR. Ved infektion
med mere end en bakterie kan der ikke udferes sekventering
uden forudgiende adskillelse af det amplificerede DNA fra de
enkelte arter, hvilket ikke gores rutinemeessigt. Som folge
heraf giver metoden heller ikke mulighed for at udvzlge pato-
gene bakterier til videre karakterisering ved tilstedevarelse af
normalflora. Der findes tekniske lesninger pa disse proble-
mer, men de er endnu ikke implementeret pa rutineplan. En-
delig fastleegges de inficerende bakteriers folsomhed for anti-
biotika ikke ved metoden. For bakterier, der kan have varie-
rende resistensmenster, kan det derfor i fremtiden blive rele-
vant at udvikle hurtige genetiske analyser til undersogelse for
resistensegenskaber [3].

Resultater af PCR og sekventering

anvendt pa kliniske praver

Mens der er talrige kasuistiske beretninger om diagnostik af
bakterielle infektioner med PCR med road-range-primere, er
der endnu forholdsvis fi samlede opgorelser af storre serier af
undersogelser, hvor teknikken har veret anvendt. Ranta-
kokko-Jalava et al har opgjort resultatet af 536 kliniske prever
fra forskellige anatomiske lokalisationer indsendt til PCR for
bakterier [4]. I alt 75 prover fandtes positive; af disse havde 30
negativt dyrkningsresultat. I 16 PCR-negative prover fandtes
vakst af patogene bakterier. Overordnet var der god overens-
stemmelse mellem identifikation ved sekventering og ved
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dyrkning. Det konkluderedes, at PCR og sekventering er ser-
lig velegnet ved infektioner med bakterier med uszdvanlige
vaekstkrav og pa prover taget under pidgdende antibiotisk be-
handling.

I et amerikansk studie af uforklaret ded og kritisk sygdom
anvendetes broad-range-PCR og sekventering pa dyrkningsne-
gative prover fra normalt sterile omrader fra 46 patienter med
et klinisk billede, der tydede pa infektion, uden at diagnosen
kunne bekraftes ved dyrkning [5]. Hos seks patienter fandtes
en sandsynlig tiologi i cerebrospinalvaske, pleuravaeske el-
ler knoglemarv. Alle seks patienter var i antibiotikabehand-
ling pa prevetagningstidspunktet.

Infektigs endokardit (IE)

Infektiose endokardit (IE) udger et oplagt mal for PCR til pa-
visning og identifikation af bakterier. Ved IE kan der vere tale
om bakterier, der ikke eller sjzldent vokser under standard-
dyrkningsbetingelser. Ved Broad-range-PCR efterfulgt af se-
kventering har man pavist IE forarsaget af bl.a. Coxiella burne-
tii, Tropheryma whippelii, Bartonella quintana og Bartonella hen-
selae samt Granulicatella elegans (defekte streptokokker) i dyrk-
ningsnegative tilfeelde.

Gaudochon et al foretog PCR og sekventering pa reseceret
klapmateriale fra 29 patienter med histologisk konfirmeret IE.
Hos 27 var PCR positiv, og sekventering af det amplificerede
DNA resulterede i identifikation af bakterier i overensstem-
melse med bakteriemorfologi eller antistofundersogelser ved
histologi [6]. I tre tilfelde af positiv PCR-reaktion var dyrknin-
gerne negative, og i andre tre blev den bakteriologiske diag-
nose korrigeret pa basis af sekventeringen. Af de to PCR-ne-
gative tilfzelde kunne der dyrkes enterokokker i det ene, mens
det andet forblev negativt ved dyrkning og uden paviselige
bakterier ved histologi. I et studie fra 1997 blev 18 resecerede
hjerteklapper fra patienter med IE undersegt ved PCR [7]. For
to patienter var der overensstemmelse med dyrkninger fra
klapperne, mens der i ni tilfzlde, hvor der ikke kunne dyrkes
fra det resecerede materiale, var overensstemmelse med tidli-
gere bloddyrkninger. I to tilfzelde kunne den bakteriologiske
diagnose kun stilles ved PCR. PCR var negativ i to tilfelde
med negativ dyrkning fra klapper, men med tidligere positive
bloddyrkninger; i et tilfzelde var der heemning af PCR-reaktio-
nen, og i to tilfzelde kunne det amplificerede DNA ikke se-
kventeres.

Da fastleeggelse af @tiologien ved IE er vasentlig for kor-
rekt antibiotisk behandling, vil udvidede diagnostiske mulig-
heder give vigtige klinisk relevante oplysninger. Flere forfat-
tere har foresldet, at pavisning af bakterielt DNA i blod eller
bortopererede hjerteklapper kan indga som diagnostisk krite-
rium for IE [7-9].

Infektioner i centralnervesystemet
Ved bakteriel meningitis er prompte antibiotikabehandling
afgerende for prognosen, men relevant provetagning bliver
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ikke altid udfert inden behandlingen pabegyndes. For at be-
handlingen kan malrettes, er det nedvendigt at fastsla det in-
fektiose agens. Kotilainen et al fandt positiv PCR med broad-
range-primere i cerebrospinalvaske fra fem af 46 patienter
mistenkt for at have bakteriel meningitis [10]. Hos alle fand-
tes sekvenslighed i det amplificerede DNA med Neisseria
menigitidis. Undersogelse af cerebrospinalvaske fra en patient,
fra hvem der kunne dyrkes Listeria monocytogenes, var negativ
ved PCR. Dicuonzo et al undersogte dyrkningsnegative cere-
brospinalvesker fra 126 patienter med 16S rRNA broad-range-
primere [11]. De fandt bakterielt DNA i prover fra seks patien-
ter med formodet akut meningitis. Sekventering resulterede i
identifikation af Streptococcus pnenmoniae i tre tiltzelde, Neisse-
ria meningitidis i to og Acinetobacter species i et. Sidstnzevnte
var fra en neurokirurgisk patient, der senere fik pavist Acineto-
bacter baumannii ved dyrkning. I et finsk arbejde undersogtes
pus og veev udtaget fra 44 patienter ved neurokirurgisk opera-
tion for intracerebral absces eller spondylitis [12]. Hos 17
kunne en endelig bakteriologisk diagnose etableres. Af disse
var der seks med positivt resultat bide ved dyrkning og ved
PCR/sekventering, fem var kun positive ved dyrkning, og
seks var negative ved dyrkning, men havde positivt PCR-re-
sultat. De sidstnavnte var alle taget under igangverende anti-
biotisk behandling og indbefattede en hjerneabsces forarsaget
af Mycoplasma hominis, som normalt ikke dyrkes under rutine-
betingelser.
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Blod

Bloddyrkning er generelt en langt mere folsom metode til at
pavise bakterizzmi end PCR. Direkte sammenligning mellem
de to metoder er vanskelig pga. kontaminationsrisiko ved
begge, tolkning af betydningen ved fund af lavpatogene bak-
terier mv. [ specielle situationer er det dog fundet, at PCR kan
anvendes med fordel.

Kritisk syge patienter pa intensiv afdeling har ofte tegn
pa bakterielle infektioner og er i behandling med antibio-
tika. Sleigh et al supplerede knap 200 rutinebloddyrkninger
med PCR-undersogelser af fuldblod pa en stor intensiv af-
deling [13]. Undersogelsen rummede mange tolkningspro-
blemer, men overordnet var det forfatternes konklusion, at
PCR pa denne patientgruppe var omtrent dobbelt sa effek-
tivt som bloddykning til at pavise bakterizemi. I en anden
undersogelse fandt man endnu hejere positivrate for PCR
for bakterielt DNA i blod i bloddyrkningsnegative kritisk
syge kirurgiske patienter [14]. PCR og bloddyrkning blev
benyttet til at undersoge for bakterizemi hos 51 febrile intra-
venese stofmisbrugere [15]. Hos 13 fandtes begge underse-
gelser positive, fire var kun positive ved PCR og to kun
ved bloddyrkning.

Ogsa hos patienter med neutropeni er bloddyrkninger ofte
negative efter padbegyndt antibiotikabehandling. Bloddyrk-
ning og PCR blev sammenlignet i en gruppe neutropene bern
[16]. Af 111 febrile episode fandtes positiv bloddyrkning i 17

Tabel 1. Eksempler, hvor PCR- og DNA-sekventering har haft veesentlig betydning for diagnostisk udredning og behandling.

Patient Molekylzerbiologisk Andre relevante
nr./episode  Materiale Dyrkning identifikation dyrkningsfund Kommentar
1 Cerebrospinal Negativ Streptococcus S. pneumoniae Klinisk og biokemisk meningitis
vaeske pneumoniae i bloddyrkning
2 Cerebrospinal Negativ To forskellige S. sanguis i Klinisk meningitis, patienten var tidligere behandlet for infektigs
veeske Streptokokarter, den  bloddyrkning endocarditis
ene sandsynligvis
S. pneumoniae
3 Hjerteklap Negativ Streptococcus Patienten var indlagt med infektigs endocarditis. Pga. relationen
bovis mellem S. bovis og tyktarmskraeft blev der foretaget undersggelse
af colon og fundet en ikke tidligere mistaenkt tumor
4 Blod/urin Grampositive  Actinobaculum Indlagt med urosepsis. Feenotypisk karakterisering af bakterien ty-
(ved anaerob anaerobe stave schaalii dede pa Actinomyces meyerii. Actinobaculum schaalii er en sjeel-
udséning) den fundet anaerob bakterie, som dog tidligere er beskrevet som
arsag til urinvejsinfektion
5/1 Blod Grampositive  Nocardia Patienten havde malignt lymfom. CT-resultater af cerebrum var
stave otitidiscaviarum forenelige med cerebrale lymfomer. Bedring i almentilstanden ef-
ter antibiotikabehandling rettet mod den fundne bakterie
5/2 Intraabdominal  Negativ Nocardia Efter overgang til peroral behandling atter regression i tilstanden.
absces otitidiscaviarum Eksplorativ laparotomi pga. akut abdomen.
Under efterfalgende antibiotisk behandling bedredes almentilstan-
den atter og de cerebrale CT-forandringer aftog. Pga. af progres-
sion grundmorbus indstilledes behandlingen
6 Lymfeknude Francisella Francisella Diagnosen primeert stillet ved PCR/sekventering, efterfalgende be-

tularensis tularensis

kreeftet med pévisning af flere artsspecifikke gener ved PCR. Fra
materialet blev senere fremdyrket F. tularensis. Positiv serologi
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tilfzelde. PCR kunne udferes pa prover fra 11 af disse episoder
og var positiv i de ni. Der var overensstemmelse mellem bak-
terieidentifikation ved de to metoder. I tilgift fandtes bakte-
rielt DNA i prover fra 20 dyrkningsnegative episoder; heraf
var der behandlet med antibiotika i de 18.

Hos smé bern er bakterizemi ofte realteret til storre bakte-
rietzethed end hos voksne, og det blodvolumen, der kan tages
til undersogelse, er selvsagt begraenset. Jordan & Durso sam-
menlignede PCR med standardbloddyrkning i naesten 550
parrede prover fra neonatale [17]. Til PCR blev 200-500 pl
blod, som var tilovers efter biokemisk analyse, preinkuberet
fem timer i dyrkningmedium inden analysen blev udfort.
Der var stor overensstemmelse i resultaterne af de to anvendte
metoder.

Led- og knogleinfektioner

I et studie pd 154 ledvesker fandtes der ingen gevinst af

at supplere almindelig bakteriologisk undersogelse med
broad-range-PCR [18]. Man haftede sig ved, at der ikke i
disse prover kunne pavises ikkedyrkbare bakterier. Sidst-
nzvnte konklusion blev ogsa draget i en undersogelse af
227 uselekterede, konsekutivt taget ledvaskeprover sendt
til rutinedyrkning i Kebenhavn [2]. Her fandtes 14 prover
positive ved bade dyrkning og PCR, tre var udelukkende
positive ved PCR, og syv var positive ved dyrkning, men
negative ved PCR-undersogelse. I et tilfzelde kunne en he-
molytisk streptokok pavises ved PCR i en preve, men forst
ved fornyet punktur tre uger senere kunne bakterien dyrkes.
I dette studie var der overensstemmelse mellem bakterie-
identifikation ved dyrkning og ved DNA-sekventering,
nar begge undersogelser var positive.

Positivt resultat af dyrkning og 16S rRNA-genamplifika-
tion fra reviderede hoftealloplastikker fra 120 patienter var
henholdsvis 22% og 72% i en undersogelse [19]. Der blev ikke
foretaget sekvensanalyser af det amplificerede DNA.

Andre materialer

Listen over patientprover, der har veret undersogt med PCR
for bakterier, vokser til stadighed. Metoden har med held ve-
ret appliceret til udredning af endoftalmi, interstitiel cystit og
infektioner i amnionvaske.

Egne erfaringer

DNA-sekventering i 16S- og 23 S rRNA-generne har veret
brugt i tiltagende grad i de seneste ar til identifikation af
udvalgte kliniske isolater sendt til referencelaboratoriet pa
Afdeling for Klinisk Mikrobiologi pa Statens Serum Institut.
Erfaringerne med metoden er gode, idet der har veret bety-
delig diagnostisk gevinst [2]. I det seneste &r er metoden grad-
vist taget i brug til direkte undersogelse af kliniske prover.

I Tabel 1 er der vist eksempler, hvor PCR- og DNA-sekvente-
ring har haft veesentlig betydning for diagnostisk udredning
og behandling. Sygehistorierne er kun summarisk gennem-
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gaet, idet de er blevet eller vil blive publiceret i detaljer ved
anden lejlighed.
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