FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

PROJEKTRAPPORT

Harmonisering av metoder for odling av hogpatogena
bakterier pa BSL-3 laboratorium

=~ ak
Caimon snanr EPY

FBD 2012/9




FORUM FOR

‘....
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK FB‘.-:

ABSTRACT

Forum for Biopreparedness Diagnostics (FBD) is a collaborative effort between four Swedish governmental institutes,
National Food Agency, National Veterinary Institute, Swedish Institute for Communicable Disease Control and the
Swedish Defence Research Agency. One of the main goals of this collaboration is harmonisation of methods and
equipment between the participating authorities to increase the level of biopreparedness in Sweden.

The aim of this project was to harmonize methods for cultivation of the bacterial category A agents Bacillus anthracis,
Yersinia pestis, Francisella tularensis and Burkholderia spp.. In 2011 an inventory was performed in order to identify
the different solid culture media frequently used at the agencies for cultivation of the bacterial agents. In addition, a
search of published peer reviewed literature describing solid culture media for the five agents was performed. Taken
together, the result from the inventory and literature search constituted the basis for the design of a side by side test
where different types of solid culture media were evaluated for growth of the four bacterial agents.

Results from the side by side test showed small differences in the time required for bacterial growth. However a variety
of morphologies of bacterial colonies could be observed for one bacterial strain cultured on different media. This may
significantly affect the ability to determine a culture as positive or negative for a specific agent. Moreover differences
in both colony morphology and time for observed growth were apparent for the same bacterial strain grown on media
prepared with the same recipe but prepared at different laboratories.

We recommend the Horse blood and Tul -agar as “FBD Choice Medium” for cultivation of the studied bacteria from
clinical samples. However the recommendation is limited to relatively clean samples with low level of contamination
due to lack of selectivity necessary for cultivation from mixed/contaminated samples. There is still a need for further
collaboration between agencies to harmonize methods for enrichment and selectivity for cultivation of bacterial agents
from complex matrixes as food, environmental and degraded clinical samples.
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SAMMANFATTNING

Forum for beredskapsdiagnostik (FBD) ir ett samarbete mellan fyra svenska myndigheter,
Livsmedelsverket, Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA), Smittskyddsinstitutet (SMI) och
Totalforsvarets forskningsinstitut (FOI). Ett av forumets huvudmal ir harmonisering av metoder
och utrustning mellan de deltagande myndigheterna for att 6ka beredskapen i Sverige infor en
eventuell B-hindelse. Vid en avsiktlig eller naturlig spridning av riskklass 3 bakterier 4r en funge-
rande krisberedskap, med avseende pa medicinska motatgirder och dekontaminerings férfaranden,
beroende av snabba laboratorieresultat. Till skillnad fran odlingsdiagnostik, som ofta ses som en
gyllene standard, erbjuder molekylir diagnostik metoder som snabbare kan analysera en storre
mingd prover med fragestillningar om bakteriella riskklass 3 organismer.

Med utvecklingen av nya metodiker fér hdgupplost identifiering av mikroorganismer (t.ex. MALDI
TOF MS) krivs dock ett forsta steg med odling av organismen i friga. Med en 6kande efterfrigan
av mer detaljerad kunskap om organismer for till exempel resistensbestimning, smittsparning,
epidemiologi och fylogenetiska studier, aktualiseras behovet av harmonisering av odlingsmetodik
mellan myndigheter. Syftet med detta projekt var att 6ka kompetensen inom odling av bakteriell
riskklass 3 organism inom forumet. En inventering av medium som anvinds vid myndigheterna for
odling av Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis och Burkholderia spp. 13g till grund
for en myndighetsgemensam 6vning. Ovningen syftade till att utvirdera tillvixthastighet fr ovan
niamnda riskklass 3 organismer vid odling p4 olika odlingsmedium.

Projektet har resulterat i en 6versyn och sammanstillning 6ver anvinda och tillgingliga medier

for odling av B. anthracis, Y. pestis, F. tularensis och Burkholderia. Vid den myndighetsgemensamma
6vningen framkom endast sma skillnader i tillvixthastighet. Nagot som blev tydligt var dock en

stor skillnad i koloniers morfologi vid odling pa olika odlingsmedium. Detta kan ha stor betydelse
for mojligheten att visuellt identifiera en odling som positiv for ett specifikt agens. Vidare framstar
Hastblodagar som ett gott alternativ for "FBD Choice Medium” pa grund av dess generella anvind-
ningsmojlighet for odling av bade B. anthracis, Y. pestis, och Burkholderia spp.. Begransningen for
detta odlingsmedium ligger dock i att den saknar selektivitet (antibiotika). Vid odling fran ett kon-
taminerat prov eller fran ett prov med bakgrundsflora resulterar detta i 6vervixt och liten eller ingen
mojlighet att isolera eftersokt agens. Resultaten som framkommit i projektet under 2011 visar pa ett
stort behov av att utviardera odling av riskklass 3 organismer med avseende pa anrikning och selekti-
vitet for att mota behovet av odling frin komplexa matriser som livsmedel, miljéprover och kliniska
prover innehéllande en blandflora.
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1. BAKGRUND

FBD fokuserar idag pa utveckling och kvalitetssikring av metodik fér molekylar diagnostik av
hogpatogena bakterier. Ett langsiktigt mal 4r att ut6ka formagan till fler typer av smittimnen som
bedoms utgora en risk och dirmed eventuellt foremal for myndighetsgemensamma insatser vid kris.

Under de senaste aren har ett stort fokus lagts pa utveckling av molekylir diagnostik, med realtids PCR
TagMan som primirt detektionsverktyg. Aven om detta idag kan ses som referensmetodik, dir en analys
kan utforas pa kort tid, ses behov av snabbare, mer kostnadseffektiv och bredare metodik. Med bredare
avses i detta sammanhang metodik som inte bara medger detektion av ett specifikt smittimne, utan

som ur ett differentialdiagnostiskt perspektiv ocksa kan identifiera ett brett spektra av andra relevanta
smittdimnen. I dagsliget anvinds fraimst 16S rRNA sekvensering for detta andamal, tekniken 4r dock
tidskrivande med manuellt arbete i flera steg och anvinds dirfor oftast inte rutinmassigt. Pé sikt bedoms
matrix-assisted laser desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) som
en teknik limplig f6r snabb fenotypisk identifiering av bakterier pa genus och art nivé. Tekniken ar bade
snabb och kostnadseffektiv. Med ritt biomarkorer och forutsatt att en etablerad databas anvinds som
referens r detta en mycket lovande metod f6r snabb identifiering av hogpatogena eller andra kliniskt
relevanta bakterier i blandade prover.

Dock forutsitter dessa nya tekniker en standardiserad odling av mikroorganismer i ett forsta steg av
analyskedjan. Som ett led i utvecklingen av nya fenotypiska metoder for identifiering av bakterier
inom FBD har detta projekt fokuserat p4 att langsiktigt harmonisera och bygga upp odlingskompetens
tor bakteriella riskklass 3 organismer pé de olika myndigheterna. Ett forsta steg togs under 2010 da
man inom projektet "Detektion av Francisella tularenis” arbetade med att harmonisera odlings och
infrysningsmetoder av Francisella tularensis (1).
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2. SYFTE OCH MAL

Projektets overgripande maél var att genomféra en myndighetsgemensam 6vning for harmonisering
av medium f6r odling av Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis och Burkholderia spp..
Ovningen utformades for att utvirdera tillvixthastighet vid odling pa olika fasta odlingsmedium.
Bade 6vnl1ngen och arbetet inf6r 6vningen syftade ocksa till att 6ka kompetensen inom odling av

bakteriella riskklass 3 organismer inom nitverket.

2.1 DELMAL

* Inventering av befintliga medium vid myndigheterna som anvinds for odling av de fyra

riskklass 3 organismerna.
* Inventering av vetenskaplig litteratur for odling av de fyra riskklass 3 organismerna.

* Utvirdering av utvalda medier (identifierade vid inventering) for tillvixt av riskklass 3
organismer i form av en myndighetsgemensam 6vning.

2.2 AVGRANSNINGAR

Ovningen utvirderade inte anrikningspotential och selektivitet hos medier.
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3. MATERIAL OCH METODER

3.1 DELPROJEKT 1 OCH 2

INVENTERING AV BEFINTLIGA ODLINGSMEDIUM SAMT AKTUELL
VETENSKAPLIG LITTERATUR

Projektgruppens medlemmar sammanstillde respektive myndighets odlingsmedier for odling av
Bacillus, Yersinia, Francisella och Burkholderia. Sammanstillningen genomférdes med fokus pa medium,
recept, odlingsforhallanden, selektivitet, matriser och hallbarhet.

Projektgruppen saknade under hosten deltagare fran Livsmedelsverket. Samarbetet inom
resurslaboratorium for beredskapsdiagnostik (RUB) gor att SVA och Livsmedelsverket utnyttjar
samma substratberedning, dirfor fick SVA representera de bada myndigheterna vid inventering och
under efterfljande 6vning.

Pa samma sitt som beskrivet ovan genomf6rdes en litteraturskning 6ver aktuell litteratur for att
plocka upp eventuella nya metoder for att forbattra odlingsmojligheter av riskklass 3 organismerna.
Sokningen genomfordes under varen 2011 med fokus pé fasta medium, mediers selektivitet samt
anrikningspotential (PubMed NCBI http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/ entrez?db=pubmed).
Parametrar som ocksa extraherades och finns sammanstillda i Bilaga C var; referens, organism, resultat,
tordel resp nackdel med medium samt utrymme f6r egna kommentarer. Arbetet fordelades sé att varje
myndighet fick ansvar f6r sokningen rérande ett specifikt agens.

3.2 DELPROJEKT
MYNDIGHETSGEMENSAM OVNING
3.2.1 Urval av medier till 6vningen

Ovningsuppligget gjordes utifran de fasta odlingsmedier som anvinds i den dagliga verksamheten vid
respektive myndighet. Dessa odlingsmedier kompletterades med ett urval av intressanta odlingsmedium
som identifierades vid litteraturinventeringen.

3.2.2 Uppligg av 6vningen

Uppligget av 6vningen utformades som ett "side by side” test dir tillvixthastighet jamf6rdes. Varje
myndighet preparerade utvalda medium for respektive organism. Medierna skickades sedan som firdiga
agarplattor till en utsedd myndighet som inokulerade alla medier med samma isolat och mangd ymp.
Fordelningen var Francisella tularensis subspecies tularensis FSC237, Francisella tularensis subspecies
holarctica FSC200 och Yersinia pestis 87-020 odlades vid FOI; Burholderia mallei 10245 China S och
Burkholderia pseudomallei 8708 Bendler B odlades vid SMI samt Bacillus anthracis BKT 47219/11
odlades vid SVA. Inokulatet bestimdes utifran en spadningsserie och fran mitning av optisk densitet
(OD, pa en CO 8000 Biowave, Biochrom Ltd). Bakterieodlingarna inkuberades under identiska
forhallanden och tillvixt 6vervakades och dokumenterades. ”Tid till avlisning” bedomdes som den
inkuberingstid som beh6vdes for att bakteriekolonierna var rakningsbara pa odlingsplattorna.

Infér Svningen utfordes ett forforsdk dir en kalibreringskurva fér OD mot viable count (V.C)
faststilldes for varje bakteriestam. Dessutom tillsag projektdeltagarna att riskbedomning samt tillstand
for anvandning av aktuellt agens fanns och var uppdaterade pa respektive myndighet.
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Ovningen inleddes vecka 43 med att myndigheterna producerade sina odlingsmedium (FOI

den 24-28 oktober, SVA den 31 oktober och SMI den 13 oktober). Under vecka 44 skickades sedan
agarplattor mellan myndigheterna. Agarplattor for odling av F. t. tularensis, F. t. holarctica och Y. pestis
skickades till FOI, plattor f6r odling av B. mallei och B. pseudomallei skickades till SMI och plattor
for odling av B. anthracis skickades till SVA. Agarplattorna skickades enligt respektive myndighets
normala rutiner for godstransport enligt rekommendationer fran FBD projektet "Logistik och
analysévning” (4).

3.2.3 Arbetsflode vid odling

a). Bakterierna odlades pa féljande odlingsplattor: Y. pestis pa blodagar bas (BAB), F. tularensis ssp. pa
McLeod samt Burkholderia spp. och B. anthracis pa histblodagar. Kulturerna (uppodlade fran frysta
stocksar) slammades i 4 mL PBS i rundbottnade skruvlocksrér (Nunc 110 16U Centrifuge tube
Screwcap PS/PE SI). Slamningen utfdrdes med plastinds (bl égla) till det OD som definierats genom
kalibreringskurvan i forférsoket. En blank med bara spadningsmedium anvindes for att nollstalla
OD-mitaren infér varje métning.

b). Frén skruvlocksrér med slammade bakterier, gjordes tv parallella 10-stegs spidningsserier i
Falconrér. 100 pL bakterieldsning spreds fran tre spidningssteg pa agarplatta (spidning valdes for att
generera rikningsbara agarplattor och definierades i forforsken). Detta genererade saledes 6 agar-
plattor av varje typ av platta per bakteriestam. Metod f6r rackling valdes av respektive myndighet;
FOI och SMI -plastin6s och SVA - engéngsrackla. For att alla agarplattor skulle halla likvardig
temperatur vid starten av forsoket inkuberades de i 37°C i 30 minuter innan anvindning.

d). Agarplattor med B. anthracis, Y. pestis och Burkholderia spp. inkuberades i 37°C medan Francisella spp.
inkuberades i 37°C med 5 % CO2. Tillvixt 6vervakades kontinuerligt efter18h, 24h, 42h, 48h, 66h och
72h eller till dess att vixt observerades. Resultat fran avlisning dokumenterades genom fotografering
och tabell se Bilaga A.
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Inventeringen resulterade i en sammanstillning av de odlingsmedier som vid inventeringstillfillet an-
vindes vid respektive myndighet for odling av B. anthracis, Y. pestis, F. tularensis och Burkholderia spp.
(Tabell 1). Inventeringen fokuserades pa odling pa fasta medier, recept finns sammanstillda i Bilaga B.

Tabell 1. Fasta odlingsmedier/agarplattor som anvands vid FBD myndigheterna vid odling av riskklass 3 organismerna: Bacillus
anthracis (Ba); Yersinia pestis (Yer); Francisella tularensis (F); Burkholderia spp. (Bur). For recept se Bilaga B. (s) — selektiv.

Medium SMI SVA FOI
Hastblodagar Ba, Bur, Yer Ba, Bur, Yer
Hematinagar MIK1734 Ba

Heart infusion agar PLET (s) Ba
Blodagarbas, BAB Ba, Bur, Yer
Brain heart infusion agar, BHI Ba

Mueller-Hinton agar Ba, Yer

MacConkey agar Bur
Blodagar, Umu Bur, Yer
Modified Thayer- Martin agar, McLeod Bur, F
Tul agar F F

Tul agar (s) F

Chocolate agar base, CHAB, FP2273 (s) F

T5 agar, BHI bas F

T4 agar, BHIbas (s) F
Yersinia selective agar base, YSAB (s) Yer

En litteraturs6kning pa publicerade arbeten med odlingsmedium f6r B. anthracis, Y. pestis, F. tularensis
och Burkholderia spp. utférdes. Inventeringen resulterade i 6 referenser rorande B. anthracis, 13 referen-
ser for Y. pestis, 23 referenser for F. tularensis och 4 referenser for Burkholderia spp.. En sammanstallning
av resultatet fran s6kningen aterfinns i Bilaga C. Dir redovisas forfattare, tidsskrift, recept pd medium,
resultat, fordelar och nackdelar med mediet samt en kort summering.

FE.
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Utifran vir inventering av medier som anvinds vid FBD-myndigheterna och medier beskrivna i
litteraturen gjordes ett urval av fasta odlingsmedier som sedan utvirderas i 6vningen. En samman-
stillning 6ver de utvalda odlingsmedierna finns i Tabell 2.

4.2.1 Bacillus anthracis

SMI och SVA anvinder Histblodagarplatta (betecknas MIK2742 och Histblodagar vid respektive
myndighet) fér rutinmissig odling av bade B. anthracis, Burkholderia spp. samt Y. pestis (Bilaga B).

P4 FOI anvinds ett selektivt medium med polymyxin, lysozyme, EDTA och thallus acetate (PLET) for
odling av B. anthracis (8). Som komplement valdes frén litteraturinventeringen Bacillus cereus selective
agar base (BCA) fran Oxoid, som utifran morfologi hos bakteriekolonierna skall kunna sirskilja

B. anthracis och B. cereus (S). BCA mediet beskrivs som anvindbart fr prover med liten bakgrunds-
flora som till exempel kott och viavnadsprover. Detta odlingsmedium dr dock mycket mindre selektiv

an t.ex. ett PLET medium vilket gor att BCA inte limpar sig for isolering av B. anthracis frin miljéprover
som till exempel vatten och jord dér en stor bakgrund av Bacillus spp. férekommer.

4.2.2 Burkholderia spp

For odling av Burkholderia spp. anvinds pa FOI MacConkey agar (Oxoid). Férutom Hastblodagar sa
inkluderades ocksa Ashdown, ett odlingsmedium som i litteraturen anses som limpligt for att isolera
B. pseudomallei fran kliniska prover. Ashdown ar selektivt da det innehéller gentamicin samt tillsats
av neutral rott som absorberas av B. pseudomallei och ger en karaktristisk farg pa bakteriekolonierna
(2). TSM ir beteckningen pa ett nytt medium som SMI tagit del av genom ett samarbete med en
forskargrupp utanfor Sverige. Mediet 4r dnnu inte publicerat men baseras pa ett basal medium med
tillsats av trimethoprim-sulfamethoxazole, polymyxin och sterilt defibrinerat blod fran far (Mutton).
Fordelen med mediet ér att kolonier av Burkholderia spp. far en specifik morfologi; mycket sma och
firgade kolonier med en omgivande gron zon.

4.2.3 Francisella tularensis

For odling av Francisella anvinds pa SMI och SVA en "Tul agar” som ér baserad pa en baktotryptos agar
med tillsats av bland annat kaninblod (5%) (Bilaga B). Pa FOI anvinds i huvudsak Modified Thayer-
Martin agar (McLeod) som ocksé baseras pa en baktoagar men istillet for blod innehaller tillsats

med frystorkat hemoglobin (10). Frén litteraturen valdes de Brain Heart Infusion (BHI) baserade
odlingsmedierna T4 och TS med och utan antibiotika selektion, da de bland annat visat sig vara mycket
limpliga for snabb tillvixt av en F. tularensis holarctica stam (FSC 200) (6). Den selektiva formen av
odlingsmediet, T4, har ocksa anvints for att isolera Francisella spp. fran kontaminerat brunnsvatten (11).
Vidare valdes ocksé det selektiva chokladagarmediet (CHAB-PACCV) p grund av att det anvints for
att isolera Francisella spp. fran komplexa miljéprover som havsvatten och sjogris (9).

4.2.4 Yersinia pestis

Odling av Y. pestis sker pa FOI med Yersinia Selective Agar Base (YSAB, Difco) som innehaller tillsats av
bland annat irgasan och olika typer antibiotika (Bilaga B). Pa SMI och SVA anvinds Histblodagarplatta
for rutinmissig odling av Y. pestis (Bilaga B). I 6vningen inkluderades ocksi ett medium som betecknas
BIN vilket har en bas av brain heart infusion agar med tillsatser av bland annat irgasan, cholat salter,

10
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nystatin och kristallviolett (3). Enligt Ber et al 2003 skall BIN fungera bittre in MacConkey
(Difco) och YSAB for isolering av Y. pestis frin matriser med bakgrundsflora. Aven MacConkey och
blodagarbas (BAB) inkluderades i dvningen (Bilaga C).

Tabell 2. Urval av fasta odlingsmedier/agarplattor, som utvdrderades i évningen; beredningsstalle (lodrétt) samt férdelning
av agens mellan myndigheterna vid évningen (vagratt). Medier som valts ut fran litteraturen (Litteratur) bereddes av den
myndighet som utforde det laborativa arbetet for aktuellt agens. T.ex. Odling av B. anthracis utférdes pa SVA vilka ocksa
producerade BCA mediet. For recept se Bilaga B och C.

Agens SMI SVA FOI LITTERATUR
SVA | B. anthracis Hastblodagar| Hastblodagar| PLET BCA
B. mallei Hastblodagar| Hastblodagari MacConkey| Ashdown | TSM #
>M B. pseudomallei Hastblodagar Hastblodagarr MacConkey| Ashdown | TSM #
F.t tularensis | Tul | Tul(s) | Tul MclLeod CHAB T4 T5
FOl | F. t. holarctica | Tul | Tul(s) | Tul McLeod CHAB T4 T5
Y. pestis Hastblodagar| Hastblodagar YSAB BIN | BAB | MacConkey

# TSM fran SMI samarbete

11
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4.3 OVNING

Vid 6vningen noterades tiden till avlisning som den tid d& agarplattorna bedémdes vara rikningsbara.
Antal bakteriekolonier pa agarplattorna, dvs. viable counts (V.C.) noterades ocksé. Bakterievixt pa
respektive odlingsmedium dokumenterades genom fotografering vid avlisningstillfillet (Figur 1 till 6).

4.3.1 Bacillus anthracis

Vid odling av B. anthracis observerades avldsningsbar tillvixt efter 18 timmars inkubation (Tabell 3).
Antal kolonier per agarplatta kunde riknas pa samma spadning for alla odlingsmedier vilket tyder pa
likvirdigt utbyte. Morfologin hos bakteriekolonierna varierade beroende pi odlingsmedium (Figur
1). Typisk Bacillus morfologi med utflytande kolonier, luddig yta och diffusa kanter observerades pa
Histblodagar berett av SVA och pa BCA. Tydligt firgomslag av kolonierna till rosa sags vid odling pa
BCA dir en uppklarning runt kolonierna observerades efter 48 timmar. Odling pa Héstblodagar berett
av SMI gav definierade och vaxartade nagot E. coli liknande morfologi pa bakteriekolonier. Samma typ
av morfologi sags vid odling av B. anthracis pa PLET.

Tabell 3. Tid till avldsning i timmar och antal kolonier av B. anthracis BKT 47219/11. Bakteriekolonier rdknade fran (10-5)
spadning. Avldsning - beddmdes som den tid da agarplattorna ansags vara rakningsbara.

Medium Avlasning (h) Antal kolonier Beredning
Hastblodagar 18 40 SMI
Hastblodagar 18 50 SVA
PLET (s) 18 25 FOI
BCA Oxoid (s) 18 30 SVA

(s) selektiv

Figur 1. Bacillus anthracis inkuberade pa agarplattor och fotograferade efter 42h inkubering och -5 spadning. Fran vanster;
Hastblodagar (SMI), Hastblodagar (SVA), PLET (FOI) och BCA Oxoid. Papperet med strecket anvdndes som hjalp for att underlatta
vid fotodokumenteringen for att kameran skulle hitta fokus.

12
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4.3.2 Burkholderia spp

Tillvixt studerades for Burkholderia mallei och Burkholderia pseudomallei (Tabell 4). Vixt av

B. pseudomallei pa de olika odlingsmedierna var likartad bade vad giller tid till avldsning, och antal
kolonier. Alla agarplattona kunde avldsas pa 10-5 spadningen efter 42h inkubering. Undantaget var
odling pa TSM som kunde avlisas forst efter 66h. Vid odling av B. pseudomallei observerades en antydan
till kolonier redan vid 18h pa Hastblodagar och MacConkey agar. Da B. pseudomallei odlades pa
Hastblodagar var bakteriekolonierna stjarnformiga, pi MacConkey var kolonierna rosa med en vit
hinna, p4 Ashdown sigs sma morklila kolonier och p4 TSM ségs en gron zon av uppklarning runt
kolonierna (Figur 2).

B. mallei uppvisade avldsningsbara kolonier efter 66h pd Hastblodagar (Tabell 4). Agarplattor avlistes
pa -6 spadning. Da 6vningen avslutades efter 72 timmar sags ingen vixt av B. mallei pA MacConkey,
Ashdown och TSM (figur saknas).

Tabell 4. Tid till avldsning i timmar och antal kolonier Burkholderia mallei 10245 China 5 och pseudomallei 8708 Bendler
B. Bakteriekolonier réknade fran (10-6/-5) spadning. Avldsning - beddmdes som den tid da agarplattorna ansags vara rékningsbara.

B. mallei B. pseudomallei
Medium Avlasning (h) | Antal kolonier | Avlasning (h) | Antal kolonier | Beredning
Hastblodagar 66 51 42 38 SMI
Hastblodagar 66 80 42 37 SVA
MacConkey e.n. - 42 37 FOI
Ashdown (s) e.n. - 42 33 SMI
TSM (s) e.n. - 66 32 SMI

(s) selektiv; e.n. ej noterad inom 72h

Figur 2. B. pseudomallei odlad pa, fran vanster: Hastblodagar, MacConkey (FOI), Ashdown och TSM (Litteratur).
Fotograferat efter 42h inkubering och 10-4 spadning.
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4.3.3 Francisella tularensis

Vid 6vningen studerades tva F. tularensis stammar; en F. t. tularensis och en F. t. holarctica. Tiden till
att avlisning av agarplattorna var mojlig varierade mellan bakteriestammarna men ocksa mellan de
olika odlingsmedierna. Generellt s var odlingar med F. t. tularensis mojliga att lisa av nagot tidigare an
odlingar med F. t. holarctica stammen (Tabell §). Undantaget var vixt av F. t. holarctica pA CHAB dir
E t. holarctica vixte nagot snabbare dn F. t. tularensis (Figur 3). CHAB var ocksé det odlingsmedium
dar tiden till avlasningsbara agarplattor var lingst, 7 dygns inkubering jamfort med nagot enstaka
dygns inkubering som rickte for tillvixt av bakterien pa Tul. Alla agarplattor kunde avlisas fran 10-7
spadningen, undantaget F. t. tularensis stammen odlad paA CHAB som riknades pa 10-5 spadning.
Sma variationer i bakteriernas (F. t. tularensis och F. t. holarctica) morfologi observerades beroende pa
odlingsmedium (Figur 4 och S). Det fanns ocksa skillnaden i tillvixt pa odlingsplattor med samma
recept men berett pa olika laboratorier (Tul).

Tabell 5. Tid till avldsning i timmar och antal bakteriekolonier F. t. tularensis FSC 237 och F. t. holarctica FSC 200. Kolonier
réknade fran (10-7) spadning. Avldsning - bedémdes som den tid d3 agarplattorna ansags vara rakningsbara.

F. tularensis tularensis F. tularensis holarctica

Medium Avlasning (h) | Antal kolonier | Avlasning (h) | Antal kolonier | Beredning
Tul 23 30 46 53 SMI
Tul (s) 28 19 46 61 SMI
Tul 46 19 164 62 SVA
McLeod 66 22 73 59 FOI
T4 (s) 66 37 164 61 FOI
T5 66 34 73 62 FOI
CHARB (s) 235 4* 164 1 FOI

(s) selektiv; *Avlast fran 10-5 spddning

Figur 3. F. tularensis tularensis (t.v. 10-5 spadning) och F. tularensis holarctica (t.h. 10-6 spadning) pa CHAB (s) fotograferad
efter tva veckors inkubering.
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Figur 4. Agarplattor med £. t. tularensis fotograferade dag 5 (120h), spadning 10-7. Fran 6vre vanstra hérnet Tul, Tul (s) (bada
SMI), Tul (SVA), McLeod (FOI), T4 (s) och T5.

Figur 5. Agarplattor med £. t. holarctica fotograferade dag 7 (164h), spadning 10-7. Fran 6vre vanstra hérnet; Tul, Tul (s) (bada
SMI), Tul (SVA), McLeod (FOI), T4 (s) och T5.
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4.3.4 Yersinia pestis

Odlingen av Yersinia pestis pa de utvalda odlingsmedierna resulterade i stora skillnader bade vad giller
utbyte, antal bakteriekolonier som vixte, och koloniernas morfologi. Pa Hastblodagar vixte Y. pestis

snabbt och kunde avlisas efter tva dygn (Tabell 6). Bakteriekolonierna skilde sig morfologiskt mellan
Histblodagar tillverkad pa SVA och SMI (Figur 6). P4 Histblodagar frin SMI sags bakteriekolonierna

gula och definierade medan kolonierna pa SVAs histblodagar uppvisade rod/lila kolonier med

oregelbundna kanter. P4 YSAB viixte Y. pestis som mycket sma och mérkréda kolonier. P4 BIN

observerades ingen vixt efter sju dygns inkubation (bild saknas). BAB genererade god och relativt

snabb vixt av Y. pestis som gula definierade kolonier. P MacConkey kunde antydan till vixt avsma

rosa/bruna bakteriekolonier observeras efter en veckas inkubering.

Tabell 6. Tid till avldsning i timmar och antal kolonier av Y. pestis 87-020. Bakteriekolonier &r réknade fran varierande
spadning vilket anges av . Avlasning - beddmdes som den tid d& agarplattorna ansags vara rékningsbara (s) — selektiv.

Medium Avlasning (h) Antal kolonier Beredning
Hastblodagar 49 20° SMI
Hastblodagar 49 16 SVA
YSAB (s) 88 124 FOI

BIN (s) inte inom 160h - FOI
BAB 69 41+ FOI
MacConkey 160 54 FOI
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Figur 6. Agarplattor med Y. pestis fotograferade efter 7 dagars inkubation. Fran évre vanstra hérnet; Hastblodagar (SMI) -6,
Hastblodagar (SVA) -6, YSAB -4, BIN ingen véxt, BAB -5 och MacConkey.
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For att harmonisera odlingsmetodik for bakteriella riskklass 3 organismer mellan FBD myndigheterna
Livsmedelsverket, Smittskyddsinstitutet, Statens Veterindrmedicinska anstalt samt Totalf6rsvarets
Forskningsinstitut fokuserade denna studie pa att utvirdera fasta medium for odling av Bacillus
anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis och Burkholderia spp..

En inledande inventering 6ver de odlingsmedier som anvinds vid myndigheterna visade att verksamhet
med rutinmassig diagnostik lett till val av odlingsmedier som genererar snabb tillvixt av flera riskklass

3 organismer fran matriser med liten bakgrundsflora (eg. Histblodagar och Tul). Fér odling frin mer
komplexa matriser som livsmedel, miljoprover och kliniska prover med blandflora finns ett behov for
vidare utveckling av odlingsmedium och metoder som anrikning och selektivitet. Merparten av den
litteratur som ir publicerad pa omradet ir gammal (> S0ar) men med ny metodik for hégupplost iden-
tifiering av bakterier som t.ex. MALDI TOF MS, dir odling krivs som ett forsta steg, finns ett fornyat
intresset for odlingsmetodik och ddrmed 6kar publiceringen inom omradet starkt.

Vid odlingsévningen fanns skillnader i bakterietillvixt och kolonimorfologi pa odlingsmedium med
samma grundrecept men berett pa tva olika laboratorier. Som exempel fanns skillnader i tillvixthas-
tighet frimst vid odling av lingsamtvixande bakterier som F. tularensis. Aven morfologiska skillnader
pé bakteriekolonier observerades d4 samma bakteriestam odlades p4 olika odlingsmedium. Skillnader
skulle bland annat kunna bero pa att histblodet som ingar i Histblodagar behandlats olika inf6r bered-
ning av agarplattorna. Vid SMI anvinds defibrinerat blod och vid SVA anvinds citratbehandlat blod.
Bada behandlingarna férebygger koagulering men defibrinerat blod har mycket liten tendens att kelera
metalljoner, detta resulterar ofta i frodigare kolonier jamfort med odling p4 medium baserat pa citrat-
behandlat blod.

Vid odling av B. anthracis pa BCA och Hastblodagar fran SVA observeras den typiska fenotypen med
utflytande luddiga kolonier. Vid odling av B. anthracis pa PLET och Hastblodagar frain SMI var koloni-
erna definierade i konturen och vaxartade, nastan E.coli-lika. Férutom typen av blod som ingér i medie-
beredningen kan dven alder pa agarplattan och dess fuktighet paverka bakteriemorfologin. Vid 6vningen
var mélsittningen att minimera sddan paverkan genom att odlingsmedierna producerades under samma
tid (SMI v41, SVA v44 och FOI v43). For att minska risken for att varierande fuktighet och temperatur
pa agarplattorna skulle paverka bakterietillvixten och morfologin inkuberades alla agarplattor 30 minu-
ter i 37°C innan anvindning.

Aven kolonier av Y. pestis varierade i morfologi beroende pé vilket odlingsmedium som anvindes. Pa
BAB noterades E. coli-liknande gula kolonier, pd YSAB sma morkroda kolonier och pa Histblodagar
utflytande gulaktiga kolonier. Forutom morfologiska skillnader som kan bero p& innehallet i odlings-
mediet eller agarplattans dlder (som diskuterat ovan) uppstar ocksa skillnader i morfologin hos de
testade bakterierna beroende pa kolonins mognadsgrad det vill siga dess alder. For att kunna identifiera
ett visst agens pa agarplatta vid kontamination eller blandflora, underlittar det darfor att parallellt inklu-
dera en positiv odlingskontroll och ha tillgang till en snabb och enkel typningsmetod (realtids PCR eller
MALDI-TOF) for att sikerstilla identiteten hos en bakteriekoloni innan vidare analys eller utstillning
av remiss svar.

Ytterligare en aspekt att ta hinsyn till vad giller odlingsmetodik ar att vissa prover kan innehélla ett
mycket litet antal av eftersokt organism eller en stor andel organismer som befinner sig i vilande tillstand
(dvs. levande men ej odlingsbara). Vid sidana tillfillen ir utbytet av bakterier pa odlingsmediet viktigt.
Det vill siga att optimera odlingsmetoden for att si stor andel som mojligt av ett eftersokt agens vixer.
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Detta kan till exempel innebira ett anrikningssteg. Under denna 6vning var utbytet eller antalet bakte-
rier som vixte pa odlingsmedierna, mitt i V.C., jimforbart vad giller de odlingsmedier som testades for
tillvaxt av B. anthracis, Burkholderia och F. tularensis. Undantaget CHAB mediet dir endast en liten andel
av E. tularensis vixte. Diaremot varierade vixten mycket pa de olika odlingsmedierna som testades for
vixt av Y. pestis bade vad gillde utbyte (V.C.) och tillvixthastighet.

Att det frimst dr vid odling av F. tularensis och Y. pestis som skillnader i tid till avlasning observerades
kan bero pa att bakterierna r tillrickligt langsamvixande for att skillnader kan observeras dven vid
kontroll 2 ganger per dygn. For en lingsamvixande bakterie som F. tularensis blir avvigningen mellan
selektivitet och utbyte sirskilt viktig vid odling frain komplexa matriser dér F. tularensis konkurrerar med
snabbvixande bakgrundsflora. Komponenter i ett odlingsmedium som ger snabb vixt av ett specifikt
agens gynnar ofta dven tillvixt av organismer fran den bakgrundsflora som forekommer i manga matri-
ser, t exi vatten, jord eller i kliniska prover med hog bakgrundsflora. Detta leder till 6vervixt av snabb-
vixande kontaminanter pa agarplattan vilket forsvérar eller omojliggor odling och identifiering av den
eftersokta organismen. For att undvika vixt av kontaminanter kan man dérfér modifiera sitt medium for
att bittre gynna bara en specifik organism (eg. ett selektivt medium). Detta gors ofta genom tillsats av
antibiotika eller andra antimikrobiella dmnen. Selektion i ett odlingsmedium kan dock ge laingsammare
tillvaxt och mindre kolonier av den eftersokta organismen, nigot som kan vara viktigt att ta hansyn till
vid odling fran prover med lag frekvens av ett agens. I sadana fall kravs en avvigning mellan selektivitet
och utbyte. Denna 6vning fokuserades p4 tillvixthastighet, tid till avlisning, som métt pa odlingsmedi-
ers kvalitet och hade inte som primirt syfte att omfatta selektivitet. Daremot jamf6rdes bakterievixt pa
odlingsmedier med identiskt grundrecept men med och utan selektion.

Odling pa selektivt medium (T4) paverkade tillvixthastigheten av F. tularensis och framfor allt

FE.t. holarctica negativt jimfdrt med odling pd samma medium utan selektion (TS) (Figur 4 och S).

I andra fall hade selektion mindre betydelse till exempel da F. tularensis odlades pa Tul medium med
och utan selektion. Denna skillnad kan bero pa vilka éamnen som anvinds for selektivitet men méjligen
ocksa den typ av blod som anvinds i odlingsmedierna (Tul och Tul (s) — kanin och T4 (s) och TS - far).
Selektionen i T4 bestar av amphotericin B, vancomycin, trimethroprim och cefsulodin. Selektionen

i Tul (s) bestér i penicillin, polymyxin B och cyklohexamid. I de mycket selektiva farblodsbaserade
CHAB PACCYV finns tillsats av polymyxin B, amphotericin B, cefepime-maxipime, cyclohexamide och
vancomycin. Denna sammansittning paverkade kraftigt tillvixthastigheten av F. tularensis dar agarplat-
tor var avldsningsbara forst efter en veckas inkubering (Figur 3). Nir selektiva medier anvinds fér odling
av bakteriella agens innebir det ofta att det krivs en lingre inkuberingstid 4n normalt vid odling fran
t.ex. Histblodagar eller Tul.

En annan aspekt pé val av odlingsmedium ar den typ av analys som den odlade organismen sedan skall
anvindas till. Det finns t.ex. studier som visar att F. tularensis som vuxit i BHI baserat odlingsmedium
uppvisar en aktivitet som &r snarlikt uttrycket i bakterien vid infektion av makrofager (7). Det vill siga,
mediet som organismen vaxer pa liknar miljon i en makrofag.

Ett mal for projektet var att rekommendera ett FBD choice medium for odling av B. anthracis, Burkhol-
deria spp., F. tularensis och Y. pestis med kriterier som gott utbyte och snabb tillvixt fran rena kulturer.
Resultatet av 6vningen visar att detta uppfylls av de odlingsmedier som rutinmissigt anvinds pa SMI
och SVA, Hastblodagar samt Tul-agar. Under 6vningen observerades skillnader i odlingsresultat mellan
bakteriestammar, i de fall dir flera stammar testats, vilket innebir att resultaten inte bor ses som generellt
och gillanden for alla stammar inom samma art. Generellt, och dven f6r riskklass 3 agens, 4r det viktigt
att vara medveten och uppmirksam om att stamspecifika avvikelser kan forekomma med avseende pa
morfologi, utbyte och tillvixthastighet. Anvindningen av FBD choice medium bér avgrénsas till den
matris som det ar utvarderat for, i detta fall rena kulturer.
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Det finns god erfarenhet av rutinmassig odling av berorda riskklass 3 agens fran kliniska prover vid
flera av FBD myndigheterna. Detta utgér en god grund f6r vidare harmonisering av odlingsmetodiker
inom forumet. I denna studie har ocksa befintlig kunskap kring odling av vissa organismer och odling
fran vissa matriser identifierats t.ex. erfarenheter fran odling av B. anthracis i livsmedel och

FE. tularensis i miljoprov. Arbetet inom FBD projekt 10 har méjliggjort att sadan kunskap
kommuniceras och sprids mellan myndigheter. Begransningen vid odling ligger ofta i formagan att
odla ett visst agens fran ett komplext prov, baserat pa selektion, eller att fa enstaka organismer i ett
prov att vixa pa odlingsmedium, genom anrikning. Fragestillningar kring selektivitet och anrikning
ber6r ocksa komplexa matriser som livsmedel och miljéprover av olika slag men ar dven aktuella

i fall med kliniska prover med hog bakgrundsflora. Det ar en utmaning i att hitta en balans mellan
snabbvixande och selektiva odlingsmedia. Selektiviteten kan paverka tillvixten negativt men skapar
samtidigt n6dvandigt utrymme for ett agens att vixa i forhallande till 6vriga mikroorganismer i provet.

Under 6vningen som genomfordes hosten 2011 pavisades att resultatskillnader vid odling vid

olika laboratorier kan uppsta redan vid beredningen av odlingsmedium. Medium berett av olika
laboratorier men efter samma recept gav varierande resultat i bakterievixt mitt i tid till avlasning och
kolonimorfologi. Generellt drogs slutsatsen att vid odling frin kliniska prover med liten bakgrund fran
andra mikroorganismer si rekommenderas Histblodagar (for odling av B. anthracis, Burkholderia och
Y. pestis) samt Tul (for odling av F. tularensis). Dessa odlingsmedier genererar bade snabb tillvixt och
bra utbyte av de renkulturer som testades i 6vningen. Resultatet bygger dock p ett litet underlag med
endast en stam som representant for varje agens. Fordelen med Hastblodagar ar att det dr ett medium
som fungerar for odling av flera agens (B. anthracis, Burkholderia och Y. pestis), begriansningen ligger

i att mediet inte ir selektiv vilket okar risken for overvixt i de fall (matriser) dir hég bakgrundsflora
forekommer.

En stor vinst fran arets projekt dr etableringen av kommunikationsvigar mellan myndigheterna.

Dessa nya kontakter méjliggér en mer intuitiv samverkan. Det operativa momentet (odlingsévningen)
belyste hur viktigt det 4r att det finns en etablerad kommunikationsvig, det vill siga att det finns
rutiner for hur resultat dokumenteras och kommuniceras, f6r att mojliggora formedling av resultat
samt en likvirdig tolkning av resultat oberoende av vilka personer som ir inkopplade och vilken
myndighet man representerar. Operativt handlar det om férmagan att identifiera morfologier pa olika
medium samt att likformigt gradera tillvixt. Sarskilt utmanande r behovet av att morfologiskt kunna
identifiera en specifik organism pa ett specifikt odlingsmedium med kontaminerande bakgrundsflora.
Att identifiera kolonier via bilder ar svért, for att utfora detta krivs 6vning och erfarenhet, sadan
kunskap ér ofta personbunden.
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7. FORSLAG PA FORTSATT VERKSAMHET

Under 2011 har projektet grundlagt en kunskapsmassig bas for vidare utveckling av en harmoniserad
odlingsmetodik inom FBD. Sammantaget finns det goda kunskaper och erfarenheter kring odling (olika
agens och matriser) fordelat 6ver myndigheterna (FOI, Livsmedelsverket, SMI och SVA). Detta utgor
en god grund for att vidare kompetensutbyte och harmonisering mellan myndigheter blir givande for
alla parter.

Det finns ytterligare behov av att vidare harmonisera odlingsmetodik, det vill siga metoder for
selektivitet och anrikning frin komplexa matriser. Utbyte rérande dessa metoder utvecklar ingaende
myndigheters formaga till odling fran miljéprov, livsmedel och "gamla” kliniska prover med hog
bakgrundsflora vilket motiverar en fortsittning av projektet under 2012.

En planering for framtida behov av odling inom forumet bor innehalla strategier om hur odlingsmetoder
kan kopplas till efterfoljande analyser for att redan i ett tidigt skede i harmoniseringen kunna bedéma
begrinsningar och kvalitetskrav pa odlingsmetoder. En strategi bor ocksa innehalla en beskrivning av
vilka provmatriser som kan vara aktuella f6r analys inom FBD.

8. BILAGOR

Bilagor (A-C) - finns pd FBD:s interna Wiki, under projekt 10 2011. Finns &ven att tillga vid forfragan.

Bilaga A — Resultatmall

Bilaga B — Recept 6ver fasta odlingsmedier som anvinds vid FBD myndigheterna vid
odling av riskklass 3 organismerna: Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis

och Burkholderia spp.

Bilaga C - Sammanstillning av litteraturs6kning pa publicerade arbeten med odlingsmedium f6r
B. anthracis, Y. pestis, F. tularensis och Burkholderia spp. Forfattare, tidsskrift, recept pa
medium, resultat, fordelar och nackdelar med mediet samt en kort summering.
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