Mikroskopikursus
for laeger og personale i almen praksis
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Kursusprogram

0.00 Ankomst

0.15 Velkomst, intro

0.30 Fase-indstilling, vedligeholdelse
2.30 Urologisk mikroskopi

13.30 Frokost
. 13.30 - 1
15.30 —

5.30 Gyneaekologisk mikroskopi
6.00 Opsamling og afslutning




Banebrydende mikroskopister:
Antioni van Leeuwenhoek (1632-1723)

‘Konstruerede det forste mikroskop
‘Kunne forsterre 275 gange.

‘Publiserede en bog med tegninger af

mikroorganismer i 1683
-Opdagede
‘Bakterier
‘Parasitter
-Sceedceller
‘blod celler
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Banebrydende mikroskopister:
Laege Per Grinsted (1941 -)

> Indfarte fase-kontrast
mikroskopi i almen
praksis

> Startede for 20 ar
siden kurser i fase-
kontrast mikroskopi
for praktiserende
laeger










Phase Contrast Microscope Configuration
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Centrering af mikroskop
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e Diagnostik
af urinvejsinfektion
i almen praksis

Af Lars Bjerrum, Per Grinsted og Tove Hojbjerg

Patienter med symptomer pa urinvejsinfektion (UVI) teg-

ner sig for 2-5% af alle kontakter i almen praksis, men kun
omkring halvdelen af de patienter, der henvender sig i almen
praksis med typiske symptomer, har signifikant bakteriuri.
Artiklen, der er skrevet af erfarne almenmedicinske klinikere
og en mikrobiolog, beskriver bl.a. de diagnostiske handgreb,
der er til radighed i eget laboratorium som grundlag for diag-

nosen UVI.
15 MANEDSSKRIFT

Formalet med denne artikel er at beskrive, hvordan man gennemforer
en rationel udredning og behandling hos patienter med urinvejsinfek-
tion (UVI) i almen praksis. De diagnostiske handgreb gennemgas, deres
fordele og ulemper navnes, og vi kommer med bud pd, hvornar der er
brug for at samarbejde med en klinisk mikrobiologisk afdeling (KMA).
En reekke definitioner er relevante i omtalen af UVI. Disse er vist i Boks 1
0g BokKs 2.

Symptomer ved urinvejsinfektion
De Klassiske symptomer er:

. Pollakisuri og
. Dysuri.

Pollakisuri betyder hyppig vandladning, ofte flere gange i timen. Dysuri
er en samlebetegnelse for ubehag ved vandladningen og dekker over en
rekke symptomer, bl.a. smerte, svie og breenden ved vandladningen.
Ssymptomerne skyldes en inflammatorisk tilstand i de nedre urinveje.

MIKROSKOPI

A

Urologisk diaghostik

- S

Heenatdlogisk diagnostik

4

Per Grinsted

HAND ATLAS




Simpel/kompliceret cystitis

> Simpel
o Normale anatomiske forhold, ingen
medicinske sygdomme

> Kompliceret

o Recidiverende infektioner, misdannelser i
urinvejene, patologiske forandringer, nedsat
immunforsvar, kroniske sygdomme, barn
m.m.




Symptomer og tegn

> Blaerebetaendelse (Akut Cystitis)
« Svie og braenden ved vandladning (dysuri)
o Hyppig vandladninger (pollakisuri)
o ITrykken over blaeren
o Grumset evt. ildelugtende urin og evt. blod

> Komplikationer
o Infektioner i gvre urinveje (nyrebaekkenbet.)
 Blodforgiftning (seldre/sveekkede)




Urinopsamling

Midtstraleurin

Almindeligt
eengangsbaesger

Afvaskning ungdvendig
Frisk prave

Hvis transport:
o Borsyre glas

Blaereinkubering >4timer
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Urinopsamling i borsyreglas

> Urin monovette

» Borsyren stabiliserer
urinen i op til 48 timer
uden at skulle sta pa
Kol

o Fyld op til stregen

o Borsyre kan give
fejlaflaesning af urinstix




Urinopsamling hos b

10 ml. 09% NaCL
Nunc
@ : coLoPLAS T

made in Denmark




Arsager til Urinvejsinfektion

> Patienter med > Hyppigste bakterier
symptomer pa UVI: ved UVI.

o 50% har signifikant o E. Coli 710%

bakteriuri . Stafylococcer 10%

>10° bakterier/ml. « Proteus 5%

o Klebsiella 3%

o« Pseudomonas 1%

Enterococcer 5%

o 50% har ikke
signifikant bakteriuri
(Akut uretralt syndrom)

<10~ bakterier/ml.




Hvornar udfgre mikroskopi |
urologisk diagnostik

> Ved symptomer pa cystit
o 2-5% af alle henvendelser i almen praksis

o Kun omkring halvdelen af patienter med
symptomer pa cystit har signifikant bakteriuri

> Ved undersggelse for asymptomatisk
bakteriuri hos kvinder der kommer til 1.
svangreundersa@gelse

« For at forebygge komplikationer
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Diagnostisk greenseveerdi

Normalbefolkning

SN

Defineret greenseveaerdi

Patienter

SP

Nt FP

Proveresuitat




Diagnostiske tests

> Stiks
o Nitrit
o Leuco
o Albumin/blod/sukker
> Mikroskopi
o Lys/fase
> Dyrkning
e Uricult/Uricult Trio/ Urotube

> Resistensbestemmelse
o Sensicult/lso-res agar/flexicult

Prokaryotic Cell Structure







Urin stix

Glucose
Ascorbic Acid

> Leuco felt
o Hgj sensitivitet ? e

> Nitrit felt = -

Specific Gravity
Bilirubin

o Hgj specificitet ¢ Urbilnogen

Leuco éNitrit

Normalbefolkning / 5 /

Defineret greenseveerdi

Patientet

. Antal personer

Preveresultat




Fasekontrast mikroskopi

> Simpel, billig og hurtig
undersggelse

> Kan udfgres mens patienten
venter

> Kraever ingen forudgaende
centrifugering

> Kraaver kun fa draber urin til
undersggelse

» Man kan vurdere den
bakteriologiske aetiologi




Fund ved mikroskopi

» Bakteriuri (= 10° bakterier per ml.)
o = 1 bakterie per synsfelt

> Pyuri
o = 1 leucocyt per synsfelt




Mikroskopl

> Stave

o Bevaegelige

Polaer bevaegelighed: Raket-agtig
« Pseudomonas

Ikke polzer bevaegelighed: Kolbgtter
. E. Coli, Proteus

o Ubevaegelige
o Ex Klebsiella

> Coccer
o Lejring
| hobe: Staphylococcer
| keeder: Enterococcer







Morfologi
* Bakteriernes flageller (svingtrade)
ses ikke ved mikroskopi

Eksempler pa
bakterieart

Naturligt resistensmgnster
(resistens kan dog udvikles
for et eller flere stoffer)

Peritrikt bevagelig stav E. coli F@lsom for sulfonamid,
(tumler, slar kolbatter) ampicillin og mecillinam
Ubevagelig stav Klebsiella Felsom for sulfonamid og
mecillinam, altid resistent
for ampicillin
Polzert beveegelig stav Pseudomonas Resistent for de almindelige
(hurtige bevaegelser i perorale antibiotika, ses ofte
lige linie som en raket ved aflgbshindring, blaereka-
eller en skgjtelgber) teter eller kompliceret UVI.
Kokker i kaade Enterokokker Felsom for ampicillin og tri-

(kokker beveeger sig ikke)

metoprim, altid resistent for
sulfonamid, mecillinam og
nitrofurantoin

Kokker i hobe
Meget sma, ligner

(kokker beveeger sig ikke) §§

Stafylokokker

Falsom for sulfonamid, altid
resistent for mecillinam, de
fleste stammer har erhvervet
resistens for ampicillin.

naesten »grums«

Gzrceller @

meget starre end bakterier, O %
evt. med knopskydning g
(geerceller bevasger sig ikke) e ﬁﬂ

Candida arter

Resistent for antibiotika, ses
ved blarekateter og aflgbs-

hindring, kan veere slutresul-
tat af talrige antibiotikakure

Stave, kokker og
evt. gaerceller

Blandingsflora

Tilblanding

Ses ved blzrekateter og
aflebshindring

Darlig pravetagning med til-
blanding af bakterier fra hud
eller slimhinder
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rin dyrkning

10°kim/ml  10° kim/ml
Escherichia coli

For inokulering e - I TION RN P (9-)




E. coli agar (farvelgs agar)

Selektiv agar, som paviser enzymet betaglucuronidase. Dette enzym
findes hos ca. 95% af alle E. coli stammer og er yderst sjeeldent fore-
kommende hos andre Gram-negative stave. E. coli vokser med brune
til sorte kolonier (Fig.3). Andre Gram-negative stave vokser med farve-
lgse kolonier. Gram-positive kokkervokser ikke eller kun meget svagt.

Fig.3: E. coli pa CLED agar,
MacConkey agarog E. coli
agar (sorte kolonier).




Tt ensartet vaekst pa CLED agar og ingen vakst pa MacConkey Fig.8:Vaekst af stafylokokker
agar (Fig.8) tyder pad signifikant vaekst af Gram-positive kokker
(streptokokker eller stafylokokker).

pa CLED agar, ingenvaekst pa
MacConkey agar og E. coli agar.




STATENS
SERUM
INSTITUT

forebygger og bekeemper

smitsomme sygdomme

og medfadte lidelser




Flexicult

Urinprgven heaeldes kortvarigt (1-2
sek.) over agaren.

Daekker urinprgven ikke alle
agarfelter, vippes kittet, saledes at
alle felter kommer i kontakt med
urinprgven.

Urinprgven heeldes fra.

Lad overskydende urin dryppe fra
kittet - evt. ved hjeelp af lette slag
mod affaldsbeholder.

Laget pasaettes og agarpladen
inkuberes med bunden opad ved
35°C natten over.

Kittet afleeses naeste dag.




Agarpladen

Agarpladen indholder et chromogent substrat, som bevirker, at bakteriekolonier eller
agar fremtraeder med forskellige farver afhaengigt af bakterieart. Saledes bliver >98%
af alle E. coli red/redbrune, mens Klebsiella spp. bliver magrkebla. De fleste urinvejs-
patogene bakterier farves i forskellige farver, sa det er muligt at bestemme arten (E.
coli, Proteus vulgaris) eller slaeegten (Klebsiella spp., Enterobacter spp.). Farverne frem-
gar af billederne pa siderne 12-23 samt af Tabel 2.




E. coli 106 bakt./mL urin  E. coli 107 bakt./mL urin




E. coli

Colibakterier er store gramnegative oftest
bevaegelige stave. E. coli er den mest
almindelige bakterie isoleret fra kliniske
prover.

Bakterierne vokser med store rgd/red-
brune kolonier.

Ca. 80% af alle urinvejsinfektioner er for-
arsaget af E. coli.

Pd biliedet ses E. coli i forskellige koncentra-

tioner. Bakterien er resistent overfor sulfa-
methizol og ampicillin.

Klebsiella spp.

Klebsiella er store ubevaegelige gram-
negative stave.

Bakterierne vokser med store fede mearke-
bla kolonien.

Klebsiella er resistent for ampicillin og ofte
ogsa for nitrofurantoin.

Ca. 3-5% af alle urinvejsinfektioner er for-
arsaget af Klebsiella spp. eller Enterobacter

spp.

Pa billedet ses Klebsiella spp. i forskellige
koncentrationer. Bakterien er resistent over-
for ampicillin og mecillinam.




Bestemmelse af bakteriers
folsomhed overfor antibiotika...

Princip - Agardiffussionsmetoden

Ved agardiffussionsmetoden spredes patientens baterie-
stamme jeevnt pad overfladen af en agarplade, og derefter
leegges et antal antibiotika disc indeholdende bestemte
maengder af forskellige antibiotika ovenpa den tilsaede agar-
overflade.

Agarpladerne inkuberes i inkubator i 16-18 timer ved 35-37°C.
Bakterierne vokser frem pa agaroverfladen og danner synlige
kolonier samtidig med at antibiotikum diffunderer ud fra dis-
c'ene og heemmer bakterievaeksten i storre eller mindre cirkel-
formede zoner omkring disc’ene.

Efter inkuberingen males diameteren (inkl. diameteren af dis-
c'ene) af haemningszonerne.

Haemningszonerne er standardiseret af SRGA (The Swedish Re-
ference Group for Antibiotic). Yderligere zoner kan findes pa
WWW.SRGA.ORG.

Dyrkningsmediet - Isosensitest Agar

Udviklet specifikt til resistensbestemmelser. Mediet tillader
vaekst af en meget stor del af mikro-organismer. Pladerne opbe-
vares bedst merkt og keligt (10-20° C) og er holdbare i 6 mdr. fra
fremstillings datoen. Udlebsdatoen star pa hver enkelt plade.

Resistens bestemmelser

s

Antibiotikadisc: Filterpapir impraegneret
med antibiotika af en given koncentr.

Hvert rer indeholder 50 disc - pakket i folie med silica-gel, da det
er yderst vigtigt rerene ikke far fugt.

Disc’ene opbevares ved 2-8°C i uabnet folie. Tillad disc’ene at
opna stuetemperatur inden anvendelse.

Dispenseren

Disc-rererne placeres i dispenseren ved at »slitten« i disc raret
vendes ud mod den firkantede hul i dispenseren og trykkes fast.
Dispenserhuset anvendes som opbevaring for disc rer i anven-
delse. | bunden af dispenserhuset ligger en affugter, nér den be-
gynder at miste farve, regenereres den ved opvarmning.

OBS! MAX 809 C. Dispenseren har et aftageligt skert, hvormed
dispenseringshejden kan indstilles. F.eks. indstilles skortet pa 5
safremt agar'en har en hojde pa 5 mm.

Udstrygning

Optimal udstrygning er 10°-10¢ organismer pr. ml urin (= teet
vaekst hvor hver enkelt bakteriekoloni ligger synligt side om
side).

Ved en bakterievaekst pa 105108 organismer pr. ml urin vil det
vaere tilstraekkelig med fa ul urin, som stryges ud pa hele agar
pladen.

Generel information:

Bortskaffelse:
affald.

Agar plader 26 uger fra fremstillingsdato, disc 1 1/2 - 2 ar. Angivet pa hver pakning.

Holdbarhed:

Pakningsstorrelse: 10 stk. agarplader, antibiotikadisc: 50 i folie.

Udstyr: Zonelinial, dispenser 8 eller 6 disc.

Opbevaring: Agar plader markt og keligt (10-20°C), disc 2-8°C (udbnet folie).

Brugte agarplader er infektiost materiale, som skal handteres som smittefarligt

Bestil varerne hos Seelen

E-mail: seelen@seelen-medicaldk -

Gartnerivej 44 - 7500 Holstebro - TIf. 97 42 22 99 - Fax 97 40 13 96 - vi har alle delene...

Fax. 80 81 51 80 (gratis fax) - www.seelen-medical.dk




Til vejledning af terapivalg

Sensicult er en d
anvendes til behandling af UV

raf et
ar, der er spe

sicult-metoden er b,
hvis aflazsningen giv

Generelle informationer
litstorrelse 10 stk.

enslapper
Pravemateriale:
Svartid: :18-24 timer
Opbey

ha Pls

Sensicult

1, Pdsat Sensicultroret etiket med patientinforma-
tioner. Skru dip-sliden ud af roret uden at berare
agarfladerne. Dyp sliden to gange i urinen, sdledes
at overfladerne fugtes helt.

4. Placer Sensicultraret med laget opad i et
varmeskab ved 35-37°C i 18-24 timer.

Ved utilstraekckelig urin

Hold dip-sliden vandret og t mindst 6 dr

tuctemperatur - pa et morkt og

ngde foretages fi

ningsmetode til bedommels

Procedure

Foretag opsamling af urin efter

Jrin til felsomhedsbedemmelse kan opbeva
skab til naste dag.

(Denne skal dog have stuetempe
af antibiotikalappe

SHCAREE

2. Lad overskudsurinen lebe omhyggeligt af sliden
ved at placere den nederste kant af dip-sliden pa
kanten af urinb@geret. De sidste draber urin afdryp-
pes pé et stykke sugenda papir.

5. Straks efter pasatning af antibiotikalapperne dif-
fuderer antibiotika ud i agaren, hvorved de enkelte
bakterier og antibiotika reagerer med hinanden. Hvis
den aktuelle bakterie er folsom for det pigidende
antibiotikum, vil der dannes en h2mningszane
omkring antibiotikalappen. AV8: Der kan dog fore-
komme enkelte bakteriekolonier | hamningszanen,

nds

T urin pa den opadvendie agaroverflade.

iden forsigtigt, indiil hele o

rifter for
i kole-

atur inden piswetning

Ehd A T W fen, i

3. De udvalgte antibiotikalapper pasattes agarover-
fladerne ca. 1 cm fra henholdsvis den averste og
den nederste kant (max. 2 pa hver agarside). Dette
gares ved hjzlp af en kanyle eller en pincet,
Antibiotikalapperne gives et lille tryk og ma herafter
ikke flyttes. Skru dip-sliden tilbage i reret.

6. Ved aflzsning af resultatet skrues dip-sliden ud
af raret. Hemningszonen, som dannes rundt om
antibiotikalappen, méles fra yderkant til yderkant
(diameteren) med enten skabelonen pa etiketten
eller en lineal.

Bemaprk: Sulfa kan vise diffuse hamningszoner.




Resistens bestemmelse ved
agardiffusions metoden 2012

European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST): Nye retningslinjer

Antibiotikatabletter/disk
Rosco: Ny dispenser og nye
styrker pa Neosensitabs

Oxoid disks: praksis der
undersgger for ciprofloxacin skal
fremover anvende ciprofloxacin 5

mikrogram. @vrige disks er
usendrede




Aflaesning af resistens med
Neo-Sensitabs

EUCAST Neo-Sensitabs™

Konfluerende vaekst 1.5 x 10° CFU/ml

Mueller Hinton agar

S = fplsom

R = resistent

Ampicillin 10 pg

=17 mm

<14 mm

Ciprofloxacin 5 pg

222 mm

<19 mm

Meciliinam 10 pg

=215mm

<1i5mm

Nitrofurantoin 100 ug

215 mm

<15 mm

Sulfonamides 240 pug

217 mm

<13 mm

Trimethoprim 5 ug

218 mm

< 15 mm




Honorarer for laboratoriearbejde oktober 2024

OVERENSKOMST OM ALMEN PRAKSIS

Oktober ‘24
honorar

Laboratorieundersggelser

7101 Urinundersggelse ved stix

7105 Bakterier

7108 B-hamoglobin (fotometer)

7109 Svaelg-streptokok antigen

7113  Udvidet lungefunktionsundersggelse ved spirometri

7115 Maskinel leukocyt- og differentialtaelling

7116 Fasekontrastmikroskopi af biologisk materiale, eksklusiv urin

7118 Audiometri/tympanometri

7120 C-reaktivt protein (CRP)

7121 Dobbelt lungefunktionsundersggelse for anstrengelsesprovokeret astma eller reversibilitetstest
ved spirometri i samme konsultation

7122 Fasekontrastmikroskopi af urin

7126  PP-INR (koagulationsfaktorer)

7136 B-glukose (fotometer)

7156 Elektrokardiografi, inkl. praekordialafledninger

7175 Svangerskabsreaktion, urin choriongonadotropin

7177 Sankningsreaktion

7183 Lungefunktionsundersggelse (peak flow)

7189  Urin til resistensbestemmelse




Rentabilitet: urin undersagelser

2 urin undersggelser per dag

Indtaegt
per ar

Mikroskopi

2*220*60
=26.400 kr.

Dyrkning

2*220*45
=19.800 kr.

Stix

2*220*15

=6.600 kr.

Dyrkning +
resistens

2*220*135
=59.400 kr.

Udgift per
ar

Objektglas
2*22070,25
=110,-

ID Flexicult
2*220*20
=8.800 kr.

LN stix
2*220*5

=2.200 kr.

Flexicult
27220*67
=29.480 kr.

Overskud

26.290 kr.

11.000 kr.

4.400 kr.

29.920 kr.




Rentabilitet: urin undersagelser

S urin undersggelser per dag

Indtaegt
per ar

Mikroskopi

5*220*60
=66.000 kr.

Dyrkning

5*220*45
=49.500 Kr.

Stix

5*220*15
=16.500 kr.

Dyrkning +
resistens

5*220*135
=148.500 kr.

Udgift per
ar

Objektglas
5*220%0,25
=275,-

ID Flexicult
5*220*20
=22.000 kr.

LN stix
5*220*5
=5.500 kr.

Flexicult
5*220%67
=73.700 kr.

Overskud

65.725 kr.

27.500 kr.

11.000 kr.

74.800 kr.




Rentabilitet: urin + wetsmear

5 urin undersggelser + 2 wetsmear per dag

Indtaegt
per ar

Mikroskopi

5*220*60
=66.000 kr.
2*220%75
=33.000

Dyrkning

5*220*45
=49.500 kr.

Stix

5*220*15
=16.500 kr.

Dyrkning +
resistens

5*220*135
=132.000 kr.

Udgift per
ar

Objektglas
7*22070,25
=385,-

ID Flexicult
5*220*20
=22.000 kr.

LN stix
5*220*5
=5.500 kr.

Flexicult
5*220*67
=73.700 kr.

Overskud

98.615 kr.

27.500 kr.

11.000 kr.

58.300 kr.




Urin dyrkning

> Dysuri og negativt eller usikkert fund ved
mikroskopi

> Kompliceret UVI
> Terapisvigt




Urin resistensbestmmelse

> Terapisvigt
> Medikament allergi
> Kompliceret UVI




