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Sammendrag

Bakgrunn. Koagulasenegative stafylo-
kokker (KNS) kan forårsake alvorlige 
infeksjoner hos immunsupprimerte 
pasienter. Disse stafylokokkene er ofte 
resistente mot mange antibiotika, og 
biofilmproduksjon er den viktigste viru-
lensfaktoren. Vårt mål var å undersøke 
disse faktorene hos koagulasenegative 
stafylokokker som koloniserer barn 
med økt risiko for slike infeksjoner.

Materiale og metode. Vi samlet inn iso-
later av koagulasenegative stafylokok-
ker fra intravasale katetre (n = 19) og 
huden (n = 47) til 30 syke nyfødte. Fra 
20 barn med kreft samlet vi inn hudiso-
later før oppstart av behandling (n = 20) 
og etter seks måneders behandling 
(n = 18). Vi undersøkte antibiotikaresis-
tens og biofilmproduksjon med feno-
typiske teknikker. Vi brukte polymera-
sekjedereaksjon (PCR) for påvisning 
av antibiotikaresistensgener og gener 
involvert i biofilmproduksjon.

Resultater. 11 av 19 (58 %) kateter-
isolater produserte biofilm, sammen-
liknet med 14 av 47 (30 %) hudisolater 
(p = 0,04). Før og etter seks måneders 
behandling for kreft var forekomsten 
av oksacillinresistens 20 % versus 67 % 
(p = 0,004 ) og gentamicinresistens 
15 % versus 67 % (p = 0,003). Biofilm-
produserende koagulasenegative stafy-
lokokker hadde høyere forekomst av 
antibiotikaresistens enn ikke-biofilm-
produserende isolater.

Fortolkning. Våre funn tyder på at syke 
nyfødte og barn med kreft i sykehus 
koloniseres med patogene koagulase-
negative stafylokokker som tilhører en 
sykehusflora med et annet virulens- og 
resistensmønster enn det man finner 
hos koagulasenegative stafylokokker 
fra friske personer utenfor sykehus.
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Koagulasenegative stafylokokker er en del
av human normalflora på hud, slimhinne
og i tarm. I motsetning til Staphylococcus
aureus, produserer de svært få virulens-
faktorer, som toksiner og eksoenzymer.
Koagulasenegative stafylokokker forårsa-
ker vanligvis ikke sykdom hos friske med
normalt immunforsvar (1). De siste 20 årene
har man sett en kraftig økning i forekomsten
av infeksjoner med disse bakteriene. Årsa-
ken er trolig økt bruk av implanterte frem-
medlegemer samt en økning i antallet im-
munsvekkede pasienter. Koagulasenegative
stafylokokker er i dag den hyppigste årsak
til sykehusinfeksjoner (1–3). Staphylococ-
cus epidermidis forårsaker flest infeksjoner.
S haemolyticus, S capitis og S saprophyti-
cus er eksempler på andre humanpatogene
koagulasenegative stafylokokkarter.

Over halvparten av alle nosokomiale sep-
sisepisoder hos premature barn er forårsaket
av koagulasenegative stafylokokker (4, 5).
Slike infeksjoner forlenger sykehusopphol-
det og er assosiert med betydelig økt syke-
lighet (4, 6). Det er den vanligste mikroben
man finner ved nøytropen sepsis hos barn
med kreft (7, 8). Infeksjoner med koagulase-
negative stafylokokker bidrar til økt ekspo-
nering for bredspektrede antibiotika og kan
medføre at man må fjerne nødvendige sen-
tralvenøse tilganger.

Når mikroben påvises i sykehus, uttryk-
ker den ofte multiresistens mot antibiotika
(9). Om lag 70–90 % av alle koagulasenega-
tive stafylokokker, både i Norge og i utlan-
det, er resistente mot meticillin (9–11).
Meticillinresistens hos stafylokokker er me-
diert av mecA-genet som koder for et peni-

cillinbindende protein (PBP2a) med nedsatt
affinitet for betalaktamantibiotika. Bakterier
med PBP2a er resistente mot alle betalak-
tamantibiotika. Resistens mot aminoglyko-
sider og andre antibiotikagrupper er også
vanlig (12, 13). I mange tilfeller vil behand-
lingsalternativene ved infeksjoner med
koagulasenegative stafylokokker derfor
være begrenset til bruk av glykopeptider
eller nye reservemedikamenter som oxazoli-
doniner.

Over 99 % av alle bakterier lever i biofil-
mer (14). En etablert biofilm er et flersjiktet
lag med bakterier omgitt av en ekstracellu-
lær polymerisk substans som kan bestå av
polysakkarider, proteiner og DNA (15). Bio-
film beskytter bakteriene mot angrep både
fra antibiotika og vertens immunforsvar (16,
17). Produksjon av biofilm anses som den
viktigste virulensfaktor hos koagulasenega-
tive stafylokokker (fig 1). Disse bakteriene
har en rekke adhesjonsmolekyler som medi-
erer binding til overflaten av både fremmed-
legemer og eget vev. Deretter starter selve
biofilmproduksjonen (1, 2). Hos S epidermi-
dis medierer ica-operonet danning av et
eksopolysakkarid kalt polysakkarid intercel-
lulært adhesin (3). Dette polysakkaridet er
den viktigste bestanddelen av en S epidermi-
dis-biofilm (17). Biofilmassosiert infeksjon
med koagulasenegative stafylokokker ses
oftest etter implantatoperasjoner. Denne ty-
pen infeksjoner er en enorm medisinsk ut-
fordring (16), men har i liten grad vært om-
talt i Tidsskriftet.

Hensikten med denne studien var å under-
søke forekomsten av antibiotikaresistens og
biofilmproduksjon hos koagulasenegative
stafylokokker isolert fra en gruppe barn med
økt risiko for slike infeksjoner. Med bakgrunn
i våre funn diskuteres kliniske og mikrobiolo-
giske aspekter ved disse infeksjonene.
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Hovedbudskap
■ Koagulasenegative stafylokokker kan gi 

alvorlige infeksjoner hos immunsuppri-
merte pasienter

■ Hudisolater av disse bakteriene fra 
syke nyfødte og barn med kreft har høy 
forekomst av antibiotikaresistens

■ Over halvparten av koagulasenegative 
stafylokokker fra intravasale katetre 
produserte biofilm, den viktigste viru-
lensfaktor hos slike bakterier
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Materiale og metode
Vi inkluderte 30 nyfødte barn innlagt ved ny-
fødtintensivseksjonen ved Universitetssyke-
huset Nord-Norge i perioden juni-september
2004 og 20 barn med kreft behandlet på Ul-
levål universitetssykehus og Rikshospitalet i
perioden 1999–2000 og 2003–04. 20 av de
nyfødte veide > 2500 g. Barna med kreft had-
de en gjennomsnittsalder på fire år (4 md–10
år). 13 barn hadde akutt leukemi og sju hadde
forskjellige typer solide svulster. Skriftlig in-
formert samtykke ble innhentet fra foreld-
rene til alle pasientene før inklusjon i studien.
Studien er godkjent av Regional komité for
medisinsk forskningsetikk og Norsk sam-
funnsvitenskapelig datatjeneste.

Fra de nyfødte barna ble det samlet inn
prøver fra huden i forbindelse med at det ble
anlagt et intravasalt kateter (veneflon og/el-
ler navlekateter) og fra det intravasale kate-
teret da dette ble fjernet. Median alder ved
inklusjon var fire dager (interkvartil spred-
ning 0–21 dager). Hos fem av de nyfødte ble
det tatt gjentatte prøvesett. Fra barna med
kreft ble det samlet inn dyrkingsprøver fra
huden ved diagnosetidspunktet (prøve 1) og
ca. et halvt år senere (prøve 2). I perioden
mellom prøve 1 og prøve 2 var alle 20 barna
hospitalisert i kortere eller lengre perioder.

Prøver fra de nyfødte ble tatt ved å stryke
en steril vattpensel fuktet i sterilt saltvann
over et 2 × 2 cm stort område av huden der
det intravasale kateteret ble anlagt. Vattpin-
nen ble satt til dyrking på 37 °C i rikt vekst-
medium (BHI, Oxoid, Basingstoke, Eng-
land) i inntil to dager. Ved fjerning av det in-
travasale kateteret ble distale 2–3 cm klippet
av sterilt og inkubert i en glukosebuljong på
37 °C i inntil fem dager. Fra mediene hvor
man fant vekst, ble buljongen strøket ut på
sjokoladeagarskåler. Prøver fra barn med
kreft ble tatt ved å stryke en steril vattpensel
fuktet med sterilt saltvann over huden på
øvre del av thorax, tilsvarende lokalisasjon
for innstikksted av sentralvenøse kateter.
Vattpenselen ble strøket ut på sjokoladeagar-
skåler og inkubert over natten i 35 °C. Der-
etter ble én sannsynlig koloni med koagula-
senegative stafylokokker spredt på mannit-
salt-agar og inkubert i 24 timer ved 35 °C.
Felles for alle prøvene var at en koloni med
utseende som stafylokokker ble identifisert
som koagulasenegative ved hjelp av gram-
farging, koagulasetest (Staphaurex Plus,
Murex Biotech Limited, Dartford, Storbri-
tannia) og katalasetest. Isolatene ble lagret i
frysebuljong på –70 °C. All identifikasjon til
artsnivå ble gjort med ID32Staph (bioMèrie-
ux, Marcy l`Etoile, Frankrike). Fenotypisk
antibiotikafølsomhet ble undersøkt med lap-
petestmetoden for ciprofloksacin, erytromy-
cin og klindamycin. Vankomycinfølsomhet
ble undersøkt med vankomycinscreentest.
Stammer som var positive ved vankomy-
cinscreening ble undersøkt med Etest (AB
Biodisk, Solna, Sverige) i henhold til nasjo-
nale anbefalinger (18). Oksacillin- og genta-
micinfølsomhet ble kun undersøkt med

Etest. Oksacillinresistens og meticillinresis-
tens benyttes i denne artikkelen som synony-
me begreper. De koagulasenegative stafylo-
kokkisolatene ble klassifisert som sensitive,
intermediært følsomme og resistente i hen-
hold til norske brytningspunkter fra 2007
(18).

Biofilmproduksjon ble undersøkt med en
standardisert semikvantitativ analyse i mi-
krotiterplater (11, 19) (fig 2). Den optiske
tettheten (OD) av krystallfiolettfarget bio-
film ble målt med et spektrofotometer ved
570 nm. Gjennomsnittlig OD-verdi fra tre
paralleller med til sammen 18 målinger ble
brukt til å vurdere biofilmproduksjon. OD-
verdier ≥ 0,12 ble definert som biofilmposi-
tive, OD-verdier > 1,0 som kraftig positive.
Positiv kontroll var S epidermidis ATCC
35984 (RP62A) og negativ kontroll var
S epidermidis ATCC 12228.

Bakterielt DNA ble ekstrahert ved ko-
king. Antibiotikaresistensgenene mecA og
aac(6')-Ie- aph(2'')-Ia, som koder for hen-
holdsvis meticillin- og aminoglykosidresis-
tens, samt to gener som koder for forskjelli-
ge sentrale trinn i biofilmproduksjon (fig 1),
atlE og icaD, ble påvist med polymerasekje-
dereaksjon (PCR) (11, 12).

Materialet ble registrert og analysert ved
hjelp av statistikkprogrammet SPSS (ver-
sjon 13.0). Kvantitative data er presentert
som prosentandeler eller median. Vi brukte
khikvadrattest og Fishers eksakte test for
sammenlikning av kategoriske data. Analy-
sene ble regnet som signifikante når tosidige
p-verdier var under 0,05.

Resultater
Til sammen 104 koagulasenegative stafylo-
kokkisolater ble identifisert og analysert (tab
1). I mange av kateterprøvene fikk vi ingen
vekst, derav lavere antall kateterisolater enn

hudisolater hos de nyfødte. Det var en over-
vekt av S epidermidis blant koagulasenega-
tive stafylokokker isolert fra barn med kreft.
Hos de nyfødte barna ble det funnet en rela-
tivt høy andel av andre koagulasenegative
stafylokokkarter, heretter kalt non-epider-
midis koagulasenegative stafylokokker.

Blant koagulasenegative stafylokokker
isolert fra nyfødte barn fant vi en høy fore-
komst av oksacillin- og gentamicinresistens,
mens det var lite resistens mot andre antibio-
tikagrupper. Andelen aminoglykosidresisten-
te stammer var høyere hos koagulasenegative
stafylokokker isolert fra barn med fødsels-
vekt < 2500 g (33/44, 75 %) enn hos dem med
høyere fødselsvekt (8/22, 38 %) (p = 0,004).
Etter at barna med kreft hadde vært under be-
handling i et halvt år, var det en markert øk-
ning i andelen koagulasenegative stafylo-
kokkstammer med resistens mot både oksa-

Figur 1 Figuren er en forenklet fremstilling av forskjellig faser av en S epidermidis biofilm på 
overflaten til et intravasalt kateter. Første fase (I) viser adhesjon av planktoniske bakterier, enten 
direkte på kateteret (Ia) eller til serumproteiner som allerede har dekket kateteroverflaten (Ib). 
I neste fase (II) skjer en celle-celle-interaksjon og produksjon av biofilm. I denne fasen er ica-med-
iert danning av polysakkarid intercellulært adhesin (PIA) sentralt. Den tredje fasen (III) viser en 
moden biofilm. I den fjerde fasen (IV) kan enkeltbakterier eller biofilmflak slippes løs fra biofilmen 
og medføre en bakteremi

Figur 2 Figuren viser semikvantitativ biofilma-
nalyse i en mikrotiterplate. Hvert isolat undersø-
kes i en kolonne med åtte brønner. Biofilmen far-
ges med krystallfiolett. Optisk tetthet (OD) i hver 
brønn undersøkes med et spektrofotometer. 
Høyeste og laveste verdi målt i hver kolonne 
ekskluderes. Gjennomsnittsverdien for OD bereg-
nes og angis som mål for biofilmproduksjon. 
Fra venstre i figuren er kolonne 1 positiv kontroll, 
kolonne 2 negativ kontroll og de neste kolonnene 
viser forskjellig grad av biofilmproduksjon
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cillin og gentamicin (tab 1). Felles for hele
materialet var signifikant mer resistens både
mot oksacillin (74 % versus 47 %, p = 0,006)
og gentamicin (69 % versus 44 %, p = 0,01)
blant koagulasenegative stafylokokker som
produserer biofilm sammenliknet med dem
som ikke produserer biofilm. Vi fant ingen
forskjell i forekomst av antibiotikaresistens
mellom S epidermidis og non-epidermidis
koagulasenegative stafylokokker (data ikke
vist). Hos seks av 60 isolater som var fenoty-
pisk resistente mot oksacillin kunne vi ikke
å påvise mecA-genet. Fire av disse hadde
minste hemmende konsentrasjonsverdier på
0,5–1,0 mg/l, verdier som er like over det
definerte brytningspunktet (18).

Forekomsten av biofilmproduksjon var
høyere hos koagulasenegative stafylokokker
fra intravasale kateter sammenliknet med
dem fra hud (tab 1). Biofilmproduksjon hos
hudisolater varierte fra 30 % hos de nyfødte
barna til 50 % hos barn med kreft (prøve 2).
icaD-genet ble påvist med PCR hos 20/30
(67 %) biofilmpositive S epidermidis, og hos
alle ni sterkt biofilmpositive S epidermidis.

Diskusjon
Vi har i denne studien kartlagt forekomsten
av antibiotikaresistens og biofilmproduk-
sjon hos koagulasenegative stafylokokker
som koloniserer barn som behandles på sy-
kehus. Som andre (20) fant vi at koagulase-
negative stafylokokker på huden til begge
disse pasientgruppene hyppig var resistente
både mot oksacillin og gentamicin.

Barn med kreft og for tidlig fødte barn har
økt risiko for invasive infeksjoner med koa-
gulasenegative stafylokokker på grunn av
svekket immunforsvar og utstrakt bruk av

sentralvenøse katetre. Under langvarig hos-
pitalisering erverver de også en sykehusflora
med andre mikrober og annet resistensmøn-
ster enn det man finner utenfor sykehus
(20–22). 

Antibiotikaresistensmønsteret kan gjen-
speile bruken av antibiotika i en sykehus-
avdeling (23). På nyfødtavdelingen, Univer-
sitetssykehuset Nord-Norge og på de avde-
lingene som behandlet barna med kreft, var
en kombinasjon av ampicillin og gentamicin
standard empirisk antibiotikaregime ved
mistanke om sepsis.

Hos seks av 60 koagulasenegative stafylo-
kokkstammer som var fenotypisk resistente
mot oksacillin, kunne vi ikke påvise mecA-
genet. Alle disse stammene ble undersøkt
flere ganger for å utelukke falskt negativ
mecA-PCR eller falskt positiv oksacillin-
Etest. Det er imidlertid kjent at andre meka-
nismer som for eksempel en hyperproduk-
sjon av stafylokokkbetalaktamase kan medi-
ere lavgradig meticillinresistens (24). Dette
kan forklare diskrepansen mellom genoty-
pisk og fenotypisk meticillinresistens.

Koagulasenegative stafylokokker isolert
fra intravasale katetre viste en høyere fore-
komst av biofilmproduksjon enn dem isolert
fra hud. Enkelte har hevdet at evnen til å pro-
dusere biofilm kan utnyttes til å skille koa-
gulasenegative stafylokokkkontaminanter
fra «ekte» invasive koagulasenegative stafy-
lokokkisolater (25, 26). Andres (27) og egne
studier (11) har imidlertid konkludert med at
påvisning av ica-operonet og/eller biofilm-
produksjon ikke er en egnet markør for dette
formålet. Som vi også fant i denne studien
blir hospitaliserte pasienter ofte raskt kolo-
nisert med koagulasenegative stafylokokkis-

olater som skiller seg fra dem man finner
utenfor sykehus både hva gjelder biofilm-
produksjon og antibiotikaresistens (3).

Bakterier som lever i biofilm har en ibo-
ende høyere resistens mot antibiotika enn de
samme bakteriene i planktonisk form (16,
28). Dette forklarer hvorfor kroniske biofil-
massosierte infeksjoner er svært vanskelig å
sanere med antibiotika alene (16). I dag fin-
nes det metoder for å analysere antibiotika-
resistens hos bakterier i biofilm (28, 29),
men disse er ikke rutinemessig i bruk. Un-
dersøkelse av de samme bakteriene i plank-
tonisk vekst, slik det gjøres på vanlige mi-
krobiologiske laboratorier, vil i mange tilfel-
ler ikke gjenspeile effekten av antibiotika in
vivo ved biofilmassosierte infeksjoner.

I vår studie hadde biofilmproduserende
koagulasenegative stafylokokker høyere
forekomst av antibiotikaresistens og antibio-
tikaresistensgener sammenliknet med dem
som ikke produserte biofilm. Vi gjorde feno-
typisk resistenstesting på bakterier i plank-
tonisk form. Selve biofilmen kan altså ikke
forklare dette fenomenet. Enkelte studier in-
dikerer at bakterier som lever i biofilm har
økt evne til horisontal genoverføring, noe
som igjen kan øke virulensen og antibiotika-
resistens hos biofilmproduserende bakterier
(30).

Denne studien har flere begrensinger. Få
stammer ble undersøkt, og sammenlikninger
er gjort mellom små grupper. Valget av koa-
gulasenegative stafylokokkisolater for nær-
mere analyse er også tilfeldig. Vi burde op-
timalt ha undersøkt flere isolater fra hver
pasient, men dette ville ha blitt et for omfat-
tende arbeid innenfor rammen av denne stu-
dien. Videre var det visse forskjeller i dyr-

Tabell 1 Oversikt over stafylokkisolater

Nyfødte Barn med kreft

Art Antall isolater Antall isolater

S epidermidis 38 31

Andre koagulasenegative stafylokokker 28 7

Kateter (%)
(n = 19)

Hud (%)
(n = 47) P-verdi

Prøve 1 (%)
(n = 20)

Prøve 2 (%)
(n = 18) P-verdi

Antibiotika resistens

aac/aph-positiv 15 (79) 27 (57) 0,1 3 (15) 12 (67) 0,003

Gentamicin-R1 15 (79) 26 (55) 0,08 3 (15) 12 (67) 0,003

mecA-positiv 15 (79) 30 (64) 0,22 3 (15) 13 (72) < 0,001

Oksacillin-R1 16 (84) 28 (60) 0,07 4 (20) 12 (67) 0,004 

Erytromycin-R1 1 (0,5) 7 (15) 0,15 4 (20) 6 (33) 0,48

Klindamycin-R1 0 (0) 2 (4) 0,14 2 (1) 5 (28) 1

Vankomycin-R1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1

Ciprofloksacin-R1 1 (0,5) 1 (2) 0,64 0 (0) 1 (5) 0,47

Biofilm

Biofilm-positiv 11 (58) 14 (30) 0,04 8 (40) 9 (50) 0,54

icaD-positiv 9 (47) 14 (30) 0,18 6 (30) 6 (33) 0,83

atlE-positiv 11 (58) 35 (74) 0,19 15 (75) 15 (83) 1

1 R = resistent i henhold til Arbeidsgruppen for antibiotikaspørsmål (AFA)s brytningspunkter (18)
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kingsmetodene som ble brukt hos nyfødte
og barn med kreft. Mannit-salt-agar, som ble
brukt hos barn med kreft, favoriserer vekst
av meticillinresistente koagulasenegative
stafylokokker. Vi har imidlertid ikke sam-
menliknet forekomst av meticillinresistens
hos disse fra barn med kreft og nyfødte. På
tross av svakhetene har vi funnet trender i
forekomst av antibiotikaresistens og bio-
filmproduksjon som er i tråd med andre stør-
re studier. Vi har ikke sett på koagulasenega-
tive stafylokokkisolater fra invasive infek-
sjoner, men det er sterke holdepunkter for at
slike infeksjoner ofte utgår fra isolater som
koloniserer huden.

Konklusjon
Vi fant en høy forekomst av resistens mot ok-
sacillin og gentamicin blant koagulasenegati-
ve stafylokokker som koloniserer de minste
nyfødte og barn som behandles for kreft. Beg-
ge disse gruppene hospitaliseres i lange peri-
oder og utsettes for stort antibiotikapress.
Biofilmproduserende koagulasenegative sta-
fylokokkstammer har også høyere forekomst
av antibiotikaresistens enn stammer som ikke
produserer biofilm. Hos koagulasenegative
stafylokokker er biofilmproduksjon en sen-
tral virulensfaktor som gjør at denne ellers
«snille» bakterien kan gi potensielt alvorlig
infeksjoner som er svært vanskelig å behand-
le med antibiotika. Vi mener at en vurdering
av bakterienes viktigste virulensfaktorer i
fremtiden vil spille en rolle for valg av anti-
biotikabehandling. Nærmere kartlegging av
reguleringsmekanismer for biofilmproduk-
sjon kan også føre til nye behandlingsprinsip-
per ved denne typen infeksjoner (15).

Vi takker Arnfinn Sundsfjord for kritisk gjennom-
lesing av manuskriptet samt sykepleierne på nyfødt-
intensivavdelingen, Universitetssykehuset Nord-
Norge for godt samarbeid og hjelp til prøvetaking fra
de nyfødte barna.
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