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SAMMANFATTNING

Infektioner i urinvdgarna &r vanligt forekommande hos hund. Diagnos och behandling baseras i stor
utstrackning pa resultat fran analys av urinprov, vilket inkluderar bakteriologisk odling och identifiering
av bakteriuri. Bade nationella och internationella rekommendationer finns kring vilken provtagnings-
metod som anses bast och hur urinprovet ska hanteras efter provtagning for mest tillforlitligt resultat.
Trots flertalet rekommendationer finns endast ett fatal publicerade studier som har undersokt eventuellt
samband mellan vaxt av bakterier och hantering av urinprovet.

Syftet med denna studie var att understka hur hantering av urinprov under tiden narmast efter
provtagningstillfallet paverkar den bakteriella vaxten avseende vilka bakterier som forekommer samt
mangden av bakterier. Syftet var dven att undersoka om vaxt pa Uricult® Trio andrades vid forvaring i
rumstemperatur efter odling. For att undersoka detta simulerades olika sétt ett urinprov kan hanteras
under kliniska forhallanden innan det analyseras. | studien analyserades urinprov enligt standardmetod
pa odling pa blod- och CLED-agar eller pa Uricult® Trio.

Totalt insamlades 37 urinprover, 13 prover insamlades via cystocentes, tva prover via kateter och 22
prover var spontankastade. Flera intressanta observationer gjordes i studien. Risken for skillnad i
forekomsten av potentiellt patogena bakterier ett urinprov som forvaras i sterilt provrér innan odling
anses lag men mangden bakterier med avseende pa CFU/ml forandras i stor utstrackning. De urinprov
som forvarades i kylskap forandrades i minst utstrackning och ansags ge mest tillforlitliga resultat.
Resultaten av studien indikerar att Uricult® Trio &ar att bra och tillforlitligt medium for att identifiera
bakteriuri men inte lika bra pa att identifiera arter nar det finns tva eller fler bakteriearter i samma prov.
Uricult® Trio anses dock som ett bra alternativ nér odling pa blod- och CLED-agar inte & mojlig.
Materialet i denna studie var dock litet och liknande studier med stérre material ar nédvandigt for att
kunna dra nagra sakra slutsatser.



SUMMARY

Infection in the urinary tract is common in dogs. Diagnosis and treatment are based on clinical signs,
and on results from urine analysis, which includes bacterial culture and identification of bacteriuria.
Several national and international guidelines are available that recommend how the urine sample should
be collected and handled to assure reliable results. However, there are few published studies that have
investigated possible associations between bacterial growth (quantity and species) and handling of urine
samples.

The aim of this study was to investigate in what way handling of urine samples, immediately after
collection, affects bacterial growth regarding bacterial species and quantity. The aim of the present study
was also to investigate whether or not results of urine culture using Uricult® Trio changed, if stored at
room temperature after cultivation. To investigate this, urine samples were handled in different ways to
simulate differing clinical scenarios. In this study, urine samples were analysed, according to standard
quantitative cultures, on blood- and CLED-agar or on Uricult® Trio.

A total of 37 urine samples were collected in this study; 13 samples were collected by cystocentesis,
two samples by catheter and 22 samples by midstream voiding. Several interesting observations were
made. Growth of a different potentially pathogenic bacterial species (compared to initial culture results)
in a urine sample that is stored before cultivation is small, but the quantity of bacteria (CFU/ml) changes
to a greater extent. Urine samples stored in refrigerators were only minimally different and were
considered to give the most reliable results. Results of the present study indicate that Uricult® Trio is a
good and reliable medium for identifying bacteriuria but slightly less reliable for identification of mixed
growth with several bacterial species. However, the sample size in this study was too small to make
significant conclusions, and similar studies with larger sample sizes are necessary.
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LISTA OVER FORKORTNINGAR

CFU/ml = colony forming units/milliliter

CLED = Cystein Lactose Electrolyte Deficite

ISCAID = The International Society for Companion Animal Infectious Diseases

LV = Lékemedelsverket

Maldi-Tof MS = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass
Spectrometry

RO = Renodling

SVF = Sveriges veterinarférbund

UVI = Urinvégsinfektion



INLEDNING

Urinvégsinfektion (UVI) ar en vanligt forekommande bakteriell infektion hos hund (Wooley & Blue,
1976; Ball et al., 2008; Weese et al., 2011) och en vanlig orsak till antibiotikaanvandning (Weese et al.,
2011; Jessen et al., 2015). Diagnos och behandling baseras i stor utstrackning pa resultat fran urinprov
vilket inkluderar bakteriologisk odling samt urinanalys med sedimentundersokning (Lakemedelsverket
(LV), 2016; Weese et al., 2011). | Sveriges veterinarforbunds (SVF) nationella antibiotikapolicy for
hund- och kattsjukvard (2009) rekommenderas att urinprov tas via cystocentes och att bakteriologisk
odling paborjas inom 20 minuter efter provtagning for att undvika felaktiga resultat. The International
Society for Companion Animal Infectious Diseases (ISCAIDS) rekommenderar provtagning via
cystocentes och att bakteriologisk odling pabdrjas snarast efter provtagningen. Om provet inte kan
analyseras direkt bor det forvaras i kylskap men inte under langre tid an hogst ett dygn (Weese et al.,
2011). Dessa rekommendationer finns for att minska risken for felaktiga resultat av bakteriologiska
odlingar som i sin tur kan leda till 6kad antibiotikaanvandning, dock finns for fa publicerade studier som
har undersokt hur den bakteriologiska vaxten forandras vid forvaring for att avgora hur det paverkar
resultatet vid odling.

Syftet med denna studie var att undersdka hur hanteringen av urinprov under tiden nérmast efter
provtagningstillfallet paverkar den bakteriella vaxten avseende vilka bakteriearter som pavisas, samt
mangden av bakterier. Syftet var dven att undersoka om bakteriell vaxt pa Uricult® Trio paverkas vid
forvaring i rumstemperatur efter odling.



LITTERATUROVERSIKT
Urinvagsinfektion

Infektioner i urinvagarna ar vanligt forekommande infektioner hos hund och en vanlig orsak till
veterindrbesok och antibiotikaanvandning (Weese et al., 2011; Smee et al., 2013a; Jessen et al., 2015).
| en studie fran Amerika uppskattades det att ca 14 % av alla hundar drabbas av UVI nagon gang under
sin livstid (Ling, 1984). Flertalet studier tyder pa att tikar drabbas oftare an hanhundar (Ling, 1984;
Bartges, 2004; Smee et al., 2013a).

Bakterier i urinen kallas bakteriuri men bakteriuri ar inte synonymt med UVI. Foér att en UV ska klassas
som kliniskt relevant ska kliniska sjukdomstecken ses samtidigt som bakterier pavisas i urinen (Weese
et al., 2011). Anledningen &r att bakterier kan forekomma i urinblasan utan att en klinisk infektion
foreligger, sa kallad subklinisk bakteriuri (Bartges, 2004; Weese et al., 2011; Smee et al., 2013b).
Bakterier kan dven forekomma vid kontaminering av urinprovet under och/eller efter provtagningen
(Smee et al., 2013b).

Klassificering av urinvagsinfektioner

Kliniskt relevanta urinvéagsinfektioner kan klassificeras som sporadiska eller aterkommande bakteriella
urinvagsinfektioner (Sykes, 2017). Tva andra klassifikationer ar enkla respektive komplicerade
urinvagsinfektioner (Lulich & Osborne, 2004; Weese et al.,, 2011; Smee et al., 2013a). For
aterkommande infektioner finns ett starkt samband med predisponerande faktorer, t.ex. urinsten hos den
drabbade individen (Seguin et al., 2003; Lulich & Osborne, 2004; Weese et al., 2011). Det forekommer
dven fall utan att predisponerande faktorer identifieras (Weese et al., 2011). Aterkommande
urinvégsinfektioner kan klassificeras som reinfektion eller relaps. Persisterande infektioner och
superinfektioner kan ocksa forekomma (Weese et al., 2011; Seguin et al., 2013). Reinfektion kan
misstankas nar hunden utvecklar en klinisk UVI inom tolv manader med en annan bakterieart &n vid det
tidigare infektionstillfallet (Seguin et al., 2003; Lulich & Osborne, 2004; Weese et al., 2011). En kliniskt
relevant UVI som aterkommer inom tolv manader med samma bakterieart kan misstankas vara en
relapserande urinvagsinfektion. Relaps uppstar ofta tidigare an reinfektion (Weese et al., 2011; Seguin
et al., 2013). | praktiken ar det dock inte mojligt att skilja mellan relaps och reinfektion eftersom
bakteriearter inte identifieras pa mer an fenotypisk niva (Weese et al., 2011). Vid persisterande infek-
tioner kvarstar bakteriuri bade under och efter behandling (Weese et al., 2011; Seguin et al., 2013). Vid
superinfektion diagnostiseras en infektion med ny bakterieart samtidigt som behandling pagar av en
pagaende infektion med en annan bakterieart (Seguin et al., 2003; Smee et al., 2013b).

Urinvagsinfektioner kan ocksa klassificeras efter vilken anatomisk lokalisation infektionen har. Den kan
vara belagen till en specifik del av urinvagarna eller till tva eller flera delar. Infektion belagen i njurar
och uretérer kallas 6vre UVI medan infektion i urinblasa och urethra kallas nedre UVI. En 6vre och
nedre urinvégsinfektion kan forekomma samtidigt (Bartges, 2004; LV, 2016).

Subklinisk bakteriuri

Forekomst av bakterier i urinen utan att hunden uppvisar kliniska sjukdomstecken kallas subklinisk
bakteriuri (Bartges, 2004; Weese et al., 2011; Smee et al., 2013b; Sykes, 2017). Halten av bakterier
samt dess resistensmonster &r inte avgdrande for klassificeringen (McGhie et al., 2014; Weese et al.,
2011). Prevalensen av subklinisk bakteriuri har uppskattats till 2,1 — 8,9 % hos friska hundar (McGhie
et al., 2014; Wan et al., 2014). En subklinisk bakteriuri behdver inte alltid behandlas men behandling
ska Overvagas om det finns risk for ascenderande eller systemisk infektion (Weese et al., 2011; Sykes,
2017). Prevalensen av subklinisk bakteriuri anses vara hogre hos hundar med nedsatt immunférsvar eller
glukosuri t.ex. vid hyperadrenkortisism eller diabetes mellitus (McGhie et al., 2014). | en studie som
undersokte forekomst av bakteriuri hos hundar pa langtidsbehandling med glukokortikoider férekom
subklinisk bakteriuri i 18,1 % av fallen (Torres et al., 2005). | en annan studie identifierades sjukdom
sasom neoplasi, neurologisk sjukdom, njursjukdom eller immunmedierade sjukdom i 80,5 % av fallen
med subklinisk bakteriuri (Tivipasi et al., 2009).



Signifikant bakteriuri

Begreppet signifikant bakteriuri har tidigare anvénts dels for att beskriva att méngden bakterier i ett
urinprov ar tillréckligt hog for att troligen orsaka UV och dels som ett hjalpmedel for att forsdka skilja
mellan vaxt av kontaminanter respektive patogener (Carter et al., 1978; Bartges, 2004). Tidigare ansags
det som signifikant bakteriuri om >100 000 CFU/mI detekterades. Om den bakteriella véxten var <10
000 CFU/ml ansags det som kontaminering och darmed inte signifikant bakteriuri oavsett
provtagningsteknik (Wooley & Blue, 1976; Carter et al., 1978; Padilla et al., 1981; Comer och Ling,
1981). En modifierad klassificering tillkom beroende pa vilken provtagningsmetod som anvants, lagre
halter klassades som signifikanta om provet var taget via cystocentes eller via kateter. For prov via
cystocentes ansags signifikant bakteriuri foreligga om >1 000 CFU/ml och for prov via kateter >10 000
CFU/mI (Bartges, 2004; Tivipasi et al., 2009; Weese et al., 2011; Smee et al., 2013b; McGhie et al.,
2014;). Ett flertal forskare har dven rekommenderat att all bakteriell véxt fran ett korrekt insamlat och
forvarat urinprov via cystocentes ska betraktas som signifikant vaxt eftersom provtagningstekniken inte
bor medféra kontaminering (Ling et al., 2001; Bartges, 2004; Lulich & Osborne, 2004; Weese et al.,
2011).

Pa senare tid ska kliniska sjukdomstecken och bakteriuri forekomma samtidigt for att det ska
klassificeras som en UVI, eftersom subklinisk bakteriuri férekommer (Weese et al., 2011). Bland annat
pavisade McGhie et al. (2014) att vaxt av bakterier i hoga halter (>100 000 CFU/ml) forekom i
urinprover insamlade via cystocentes fran kliniskt friska hundar. Detta medfér att terminologin inte
langre kan anvéndas men begreppet signifikant bakteriuri anvands dock fortsatt som ett hjalpmedel for
att forsoka skilja relevant bakteriell vaxt fran kontaminanter i spontankastade prover (Smee et al., 2013b;
LV, 2016). Resultat av odlingar av spontankastade prover bor dock alltid tolkas med forsiktighet. | ett
flertal publikationer avrader forfattarna fran odling av spontankastade prover da de ansett att
kontaminanter kan férekomma i >100 000 CFU/mI och darmed att begreppet signifikant bakteriuri inte
alltid enbart representerar patogener (Bartges, 2004; Weese et al., 2011).

Kliniska sjukdomstecken

De kliniska sjukdomstecken som ses vid UV1 &r inte patognomona for infektionen (Weese et al., 2011).
Icke-infektiosa processer sasom till exempel urinstenar, trauma och neoplasi kan orsaka inflammation i
urinvdgarna och ge upphov till liknande sjukdomstecken som ses vid en bakteriell infektion (Thomsen
et al., 1986; Lulich & Osborne, 2004).

Typiska sjukdomstecken som forekommer vid UVI inkluderar pollakiuri, stranguri och dysuri (Bartges,
2004; Lulich & Osborne, 2004; Weese et al., 2011). Urinen kan aven lukta illa (Bartges, 2004). Vid
dvre UVI kan ocksa sjukdomstecken, sasom feber, nedsatt allmantillstand och endotoxinemi, ses till
foljd av systemisk spridning av infektion samt nedsatt njurfunktion. Kliniska sjukdomstecken kan ocksa
ses till foljd av andra samtidiga sjukdomar (Bartges, 2004).

Etiologi

Urinvégsinfektion uppstar nar mikroorganismer adhererar, koloniserar och multiplicerar sig pa
uroepitelet. Det kan ske vid en temporér eller permanent férsémring av individens forsvarsmekanismer
vilket gor att mikroorganismerna lyckas invadera urinvdgarna (Bartges, 2004; Lulich & Osborne, 2004;
Smee et al., 2013a). De vanligaste mikroorganismer som orsakar UVI &r bakterier (Bartges, 2004,
Lulich & Osborne, 2004; Weese et al., 2011) men &ven jést, svamp, virus och parasiter kan orsaka UVI
(Norris et al., 2000; Bartges, 2004; Ball et al., 2008; Smee et al., 2013a). Hos hund &r det vanligast att
tarmbakterier eller bakterier fran yttre genitalia orsakar UV|1. Bakterierna ascenderar da via urethra till
urinblasan (Thomsen et al., 1986; Bartges, 2004; Smee et al., 2013a).

Predisponerande faktorer for utvecklandet av UVI inkluderar diabetes mellitus, hyperadrenokortisism,
njursvikt, urinstenar samt anatomiska, funktionella och neurologiska urinvégsdefekter (Weese et al.,
2011; Sequin et al., 2013). I en studie identifierades predisponerande faktorer i ca 70 % av hundar med
aterkommande urinvagsinfektioner (Seguin et al., 2003). Struvitstenar ar den typ av urinsten som



vanligast ses hos hundar med klinisk UVI. Infektion med ureas-producerande bakterier, sasom
koagulaspositiva Staphylococcus spp. ar predisponerande for struvitbildning (Ling, 1984; Smee et al.,
2013b). Aven infektion med bakterier sdsom Proteus spp., Corynebacterium spp., Klebsiella spp. och
Ureaplasma spp. anses kunna dka risken for bildandet av urinstenar. Enligt Smee et al. (2013b) anses
>90 % av struvitstenar hos hund uppsta sekundart till UVI.

Bakterier som kan orsaka urinvagsinfektion

Escherichia coli (E. coli) &r den bakterie som oftast isoleras fran fall med misstankt UVI hos hund.
Andra vanliga bakterier &r Proteus spp., Staphylococcus spp. (S. pseudintermedius, S. aureus),
Enterococcus spp., Klebsiella spp., Betahemolyserande Streptococcus spp., Pseudomonas spp.,
Enterobacter och Mykoplasma spp. (Wooley & Blue, 1976; Ling, 1984; Norris et al., 2000; Ling et al.,
2001; Cohn et al., 2003; Seguin et al., 2003; Ball et al., 2008; Tivipasi et al., 2009; Rowlands et al.,
2011; Windahl et al., 2014). | Windahls avhandling kunde sju specifika uropatogener identifieras
(Windahl, 2015) och i flertalet studier har det konstaterats att ett fatal bakteriearter star for >95 % av
infektionerna (Ling et al., 2001; Cohn et al., 2003; Bartges, 2004; Windahl et al., 2014; Sgrensen et al.,
2016). Aven vid subklinisk bakteriuri 4r E. coli den bakterie som oftast identifieras (Smee et al., 2013b;
McGhie et al., 2014) och i en studie forekom riklig véxt (>100 000 CFU/ml) i 66 % av fallen med
bakteriuri men dar hundarna inte visade kliniska symptom pa UVI (McGhie et al., 2014).

| de flesta fall anses att endast en bakterie orsakar urinvagsinfektionen men i flertalet studier har tva
eller fler bakterier identifieras som troliga patogener i 8 - 40 % av fallen (Wooley & Blue, 1976; Ling,
1984; Ling et al., 2001; Rowlands et al., 2011). | en studie forekom fler an en bakterie oftare hos tikar
&n hanar (36,9 % vs 28,8 %) (Ling et al., 2001).

Provtagningsmetod

Vid insamling av urin bor kontaminering undvikas eftersom det kan forsvara bedémningen av hur
relevant resultatet av bakterieodlingen &r. De vanligaste satten att samla urinprov &r via cystocentes, via
kateter eller spontankastat urinprov (Ling, 1984; Bartges, 2004; Weese et al., 2011). Den bésta metoden
for att samla ett representativt urinprov anses vara cystocentes (Weese et al., 2011; Bartges, 2004).
Insamlingsmetoden anses vara enkel, saker och risken for kontamination minimal. Cystocentes bor
darfor om majligt utforas rutinméssigt savida ingreppet inte ar medicinskt kontraindicerat for hunden
(Comer & Ling, 1981; Ling, 1984; Bartges, 2004; Weese et al., 2011).

Undersdkning och odling av ett urinprov insamlat via kateter eller ett spontankastat prov &r mindre
onskvart pa grund av den Okade risken for kontaminering med dessa provtagningsmetoder.
Kontamineringen kan ske nér urinen eller katetern passerar de distala urinvdgarna som normalt
innehaller en blandflora med bakterier (Carter et al., 1978; Comer och Ling, 1981; Bartges, 2004; Weese
et al., 2011). En annan risk vid provtagning via kateter ar att bakterier fors med fran distala
genitalkanalen till urinblasan och orsakar en sa kallad iatrogen UVI (Lulich & Osborne, 2004). Bada
provtagningssatten kan anvandas om omstandigheterna inte tillater cystocentes (Windahl et al., 2014)
men urinprov via kateter anses mer tillforlitliga an spontankastade (Weese et al., 2011). Sgrensen et al.
(2016) ansag att spontankastade prover kan vara representativa om de analyseras kort efter insamling
och om cut-off vérdet >100 000 CFU/mI anvéndes.

Flertalet studier har jamfort férekomsten av bakterier mellan olika provtagningsmetoder i forsok att
utreda vilka metoder som ger mest representativa urinprover. | en studie jamfoérdes bakteriehalten i
prover insamlade via cystocentes, kateter och spontankastade fran friska hundar. Signifikant bakteriuri,
definierad som >100 000 CFU/ml, noterades inte i nagot av proverna oavsett provtagningssatt men
spontankastade prover ansags vara i storst riskzon att bli associerad med falskt positiva resultat (>10
000 CFU/mI) da 16 % av proverna visade bakteriell vaxt mellan 10 000 - 100 000 CFU/mI (Carter et
al., 1978). | en annan studie jamfordes spontankastat och kateterprov med varandra. | den studien
innehdll spontankastade prover hogre halter bakterier &n de tagna via kateter men bakteriell vaxt >100
000 CFU/ml forekom inte i nagot prov (Thomsen et al., 1986). | ytterligare en studie dar bakteriell vaxt



jamfordes mellan prover insamlade via cystocentes och spontankastade prover fran samma hundar
visade de flesta prov med bakteriuri pa bakteriell vaxt >100 000 CFU/ml oavsett insamlingsmetod
(Serensen et al., 2016). Aven Comer och Ling (1981) jamforde i en studie den bakteriella vaxten i
urinprov tagna via cystocentes och prov tagna via kateter eller spontankastat prov. Varje hund bidrog
med ett urinprov insamlat via cystocentes samt ett urinprov insamlat via kateter eller ett spontankastat
prov. | studien var alla urinprov insamlade via cystocentes sterila men i 10 % av kateterproverna och 35
% av de spontankastade proverna pavisades riklig vaxt (>100 000 CFU/ml). Antalet bakterier kunde
beréknas i 26 % (8 av 30) av proverna tagna via kateter och 85 % (17 av 20) av spontankastade proverna.
| den berakningen inkluderades &ven prov som innehdll <100 000 CFU/ml. Att identifiera antal CFU/ml
ar en viktig del for att kunna gora en korrekt bedomning av resultatet fran prover tagna via dessa
insamlingsmetoder (Comer & Ling, 1981).

Diagnostik

Sjukdomstecken som ses vid UVI ar som ovan namnts inte patognomona for infektion. For att stélla
diagnos behdver ytterligare undersokningar utféras vilket inkluderar bakteriologisk urinodling samt
fullstandig urinanalys med sedimentundersékning (Bartges, 2004; Lulich & Osborne, 2004; Weese et
al., 2011). Diagnos stalls efter sammanvagande av kliniska fynd, anamnes, fullstandig urinanalys och
bakteriologisk odling (Weese et al., 2011; Smee et al., 2013b).

Blodprovsparametrar, sasom hematologi och biokemiska analyser, ar vanligtvis normala om inte annan
samtidig sjukdom foreligger. Om infektionen spridit sig systemiskt kan t.ex. leukocytos med
vansterforskjutning forekomma (Bartges, 2004).

Urinanalys

En fullstandig urinanalys omfattar identifiering av urinspecifik densitet med hjalp av en refraktometer
samt urinstix for kemiska analyser (Bartges, 2004; Weese et al., 2011). Utspadd urin ses ofta hos
patienter med sjukdomar sasom hyperadrenokortisism, kronisk njursjukdom och diabetes mellitus samt
vid infektion i 6vre urinvagar (Smee et al., 2013b). Urindensiteten varierar dven beroende pa tid pa
dygnet, vatskeintag och tid sedan urinering. Vid UVI pavisas ofta, men inte alltid, hematuri och
proteinuri. Urinens pH kan vara forhojt (Thomsen et al., 1986; Lulich & Osborne, 2004; Bartges, 2004;
Weese et al., 2011; Smee et al., 2013b). Leukocyt- och nitrit-falten pa urinstix anses inte tillforlitliga
for hund och bér inte anvandas (Bartges, 2004; Smee et al., 2013b).

Sedimentundersékning

Undersokning av urinsediment med hjélp av mikroskopi bor alltid utforas for att identifiera bakterier
och vita blodkroppar (Bartges, 2004; Smee et al., 2013b). Vid férhojt antal vita blodkroppar i urinen,
pyuri, ses vanligtvis >3 - 5 vita blodkroppar per synfalt vid mikroskopering med 100 gangers forstoring
av urinprov insamlat via cystocentes. Om provet ar spontankastat eller insamlat med hjélp av urinkateter
okar sannolikheten att bakterier och vita blodkroppar fran yttre genitalia och hud ar med i provet. |
sadana prov ses vanligtvis >5 - 10 vita blodkroppar per synfélt (Bartges, 2004; Tivipasi et al., 2009).
Pavisande av bakteriuri tillsammans med pyuri kan vara en indikation pa att infektion kan foreligga
(Bartges, 2004; Lulich & Osborne, 2004). Resultatet av sedimentundersékning och bakteriell véxt vid
odling har dock i flera studier visats stimma daligt 6verens. Att enbart anvanda sedimentundersokning
for att utesluta eller konfirmera forekomst av bakterier i urinen rekommenderas darfor inte (Tivipasi et
al., 2009; McGhie et al., 2014).

Bakteriologisk analys

Bakteriologisk undersokning av urin &r viktigt for att identifiera bakteriuri och boér alltid ske vid
misstankt UVI (Padilla et al., 1981; Lulich & Osborne, 2004; Smee et al., 2013b). Odling av jast och
svamp utfors om dessa identifieras vid sedimentunderstkning (Bartges, 2004).

Bakteriologisk odling kan vara kvalitativ eller kvantitativ. Kvalitativa urinodlingar inkluderar enbart
isolering och identifiering av bakterier. Kvantitativa urinodlingar inkluderar utéver isolering och



identifiering av bakterier &ven berdkning av antalet “colony forming units” (CFU). Antalet CFU
redovisas vanligtvis per milliliter urin (CFU/ml). Kvantitativa odlingar ar ett hjalpmedel for att beddma
om bakteriell véxt kan antas vara kontaminering eller patogen. Kvantitativ odling kan vara att foredra
sérskilt nar urinprovet ar spontankastat eller taget med hjalp av kateter (Carter et al., 1978; Bartges 2004;
Lulich & Osborne, 2004; Weese et al., 2011). Padilla et al. (1981) visade dock att bakteriehalterna i
urinprov forandras vid forvaring och ansag darfor att kvantitativa odlingar framst ar av hjalp om odling
sker direkt efter provtagning. Bakteriologiska odlingar har dven tidigare rekommenderats under
pagaende behandling och efter avslutad behandling for att utvardera effekten (Lulich & Osborne, 2004;
Weese et al., 2011) men om hunden saknar kliniska sjukdomstecken under behandling saknas oftast
indikation for dessa typer av analyser (Sykes, 2017).

Doppglas

Odlingsmedier i form av doppglas kan anvandas for att detektera bakteriuri, ett exempel pa doppglas
som anvands pa smadjurskliniker ar Uricult® Trio. Vid identifiering av bakteriuri kan doppglasen vid
behov skickas vidare till ett ackrediterat laboratorium for identifiering av bakterieart och
resistensmonster (Weese et al., 2011b; Ybarra et al., 2014). Vid bakterienivaer >100 000 CFU/mI har
identifiering av bakteriuri med hjalp av doppglas pa klinik visats stamma val éverens med identifiering
av bakteriuri med hjélp av odling vid laboratorium. | en amerikansk studie dverensstamde bakteriearter
fran doppglas med standardodling pa laboratorium i 75 % av fallen (Ybarra et al., 2014). Med avseende
pa det rekommenderade Ybarra et al. (2014) att ett separat sterilt provrér med urin bor skickas till
laboratorium for identifiering av bakterieart.

Behandling

Behandling mot UVI inkluderar i de flesta fall antibiotikaanvandning vilket medfor en risk for
utveckling av antibiotikaresistens. Val av antibiotika bor ske baserat pa resistensmonster hos aktuell
bakterie. Bakteriologisk undersékning och resistensbestdamning bér alltid ske innan
antibiotikabehandling pabodrjas (Bartges, 2004; Weese et al., 2011). Enligt LV:s behandlings-
ekommendationer “Dosering av antibiotika till hund” rekommenderas amoxicillin som
forstahandspreparat till okomplicerade bakteriella cystiter med en behandlingslangd som fortgar till tva
dagar efter kliniska sjukdomstecken upphort alternativt fem dagars behandling (LV, 2016). Vid
aterkommande urinvagsinfektioner ar det viktigt att eliminera bakomliggande orsaker for att forhindra
aterfall (Smee et al., 2013b). | dagslaget finns ingen utarbetad behandlingslangd for urinvagsinfektioner
(Weese et al., 2011; Jessen et al., 2015) men senare forskning visar att behandlingslangd pa 3 - 5 dagar
kan vara aktuellt (Sykes, 2017).

Paverkan pa bakterier i urinen vid hantering av urinprov

Bakteriologisk analys av urinprov snarast efter provtagning ar rekommendationerna fran ISCAID och
SVF (SVF, 2009; Weese et al., 2011). Om odling inte kan pabdrjas snarast rekommenderas forvaring
av provet i kylskap fram till att det sa fort som mojligt kan skickas till laboratorium (Padilla et al., 1981;
Lulich & Osborne, 2004; Weese et al., 2011). Frysning av urinprover rekommenderas inte eftersom det
leder till att eventuella bakterier inte Gverlever i frysen. Resultat fran studier indikerar att prover aldre
an 24 timmar inte bor analyseras da urin anses vara ett bra substrat for bakterier vid férvaring i
rumstemperatur och bakterievéaxten kan fordubblas var 20 - 45 minut. Andra studier tyder dock pa att
minskning av bakteriehalter kan férekomma vid forvaring (Bartges, 2004; Lulich & Osborne, 2004;
Padilla et al., 1981).

| en studie av Padilla et al (1981) undersoktes hur mangden bakterier fordndrades vid forvaring. Odling
skedde direkt efter provtagning och sedan efter forvaring i kylskap eller rumstemperatur efter 2, 4, 6, 12
och 24 timmar och dels efter att prover skickats till laboratorium med post. Av de prover som forvarats
i rumstemperatur i 24 timmar visade 65 % (17 av 26 prover) forandrade bakteriehalter. Av proverna
hade elva (42 %) gatt fran bakteriell vaxt <100 000 CFU/m till bakteriell vaxt >100 000 CFU/m.
Bakteriehalterna hade 6kat mellan 10 - 10 000 ganger och forandringen av bakteriehalten var kopplad



till den méangd bakterier som fanns fran borjan. Initialt hdga halter av bakterier gav hogre bakteriehalter
efter forvaring. Undantagsvis hade ett prov farre bakterier efter forvaring i rumstemperatur &n det initiala
provet. Prover forvarade i kylskdp i 24 timmar hade farre forandrade prover med avseende pa
bakteriehalt an de prover som forvarats i rumstemperatur. Efter forvaring i kylskap var bakterienivaerna
forandrade i 34 % (9 av 26) av proven. Av de férdndrade proverna hade bakteriehalterna minskat i sju
prover samt Okat i tva. Ingen av odlingarna fran de 26 prover forvarade i kylskap resulterade i >100 000
CFU/ml, daremot dndrades véxten i ett prov fran >100 000 CFU/ml till <100 000 CFU/ml. Urinproverna
som analyserades pa laboratorium visade liknande férandringar som de prover som forvarats i
rumstemperatur. 1 27 % (7 av 26) av proverna som skickats till laboratorium hade bakteriehalterna tkat
fran <100 000 CFU/ml till >100 000 CFU/ml. Padilla et al (1981) rekommenderade efter sin studie att
prover som inte analyseras direkt ska forvaras i kylskap i hogst sex timmar innan odling paborjas. Efter
den tiden forandrades bakteriehalterna i for stor utstrackning. Liknande rekommendationer gav Lulich
och Oshorne (2004) vilka ansag att prover kan forvaras 6 - 12 timmar i kylskap utan signifikant paverkan
pa bakterievaxten.

Falskt negativa odlingar kan vara ett resultat fran iatrogena baktericida processer som uppstar vid
insamling, forvaring eller transportering av urinprov (Lulich & Osborne, 2004). | en studie undersoktes
tillsattande av borsyra som konserveringsmedel i urinprov vid férdréjning till odling. Forfattarna fann
dock att ingen fordel fanns med att tillfora borsyra da det var signifikant mer sannolikt att fa ett resultat
som inte representerade den sanna bakteriella halten i provet (Rowlands et al., 2011).

En pagaende antibiotikabehandling kan ocksa forvantas paverka den bakteriella véaxten bade in vitro och
in vivo (Lulich & Osborne, 2004). Urindensiteten kan ocksa paverka bedomningen av urinsediment da
det kan vara svarare att upptacka bakterier och svamp i valdigt utspadd urin (Bartges, 2004).

Sambandet mellan provtagningsmetod och fdrekomst av bakterier dr, som ndmnt innan, val
dokumenterad i flertalet studier (Carter et al., 1978; Thomsen et al., 1986; Sgrensen et al., 2016; Comer
& Ling, 1981) men det saknas publicerade studier pa hur den bakteriella vaxten i ett urinprov efter
forvaring andras. Padilla et al. (1981) visade i sin studie att bakterier bade kan dka och minska i prov
som forvaras innan odling men materialet i studien var litet. Skillnaden av mangden bakterier efter
forvaring av urinprov behdver understkas vidare och dessutom behéver skillnader i férekomsten av
bakteriearter i urinprov efter forvaring undersokas. Formodligen finns risk for feltolkning av
provresultat om urinprov férvarats innan odling och det i sig medfér en tankbar risk for feltolkning och
overdiagnostisering av UVI. Overdiagnostisering av UVI leder i sin tur till en ¢kad
antibiotikaanvandning och skulle ddrmed kunna bidra till utvecklandet av antibiotikaresistens.



MATERIAL OCH METODER
Insamling av material

De bakteriologiska undersokningarna utférdes vid enheten for bakteriologi och livsmedelssékerhet vid
institutionen for biomedicin och folkhalsovetenskap vid Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU).
Provmaterial insamlades fran patienter med misstankt urinvagsinfektion fran Universitetsdjursjukhuset
(UDS) och Uppsala Veterinarmottagning. Insamling och analys av prover pagick fran 2017-03-01 till
2017-11-14. Urinproven hamtades snarast (inom 2 timmar) efter provtagning. Urinprov forvarades i
kylskap fran provtagning fram till att urinprovet hamtades. Prov fran Uppsala Veterinarmottagning
transporterades till laboratorium i sterilt provror i bil och odlades inom 30 min fran att provet hamtats.

Samtliga hundar i studien visade kliniska sjukdomstecken tydande pa urinvagsinfektion och inga urval
gjordes avseende ras, kon eller &lder. Aven urinprov fran hundar under pagéende antibiotikabehandling
inkluderades. Urinprov som djuragare tagit med hemifran nar de besokte kliniken exkluderades. Alla
typer av urinprov (spontankastat urinprov, urinprov via cystocentes eller urinprov via kateter)
inkluderades i studien. Provmaterialet utgjordes av éverbliven urin fran patienter som provtagits for
diagnostiska undersokningar. Ingen separat etisk ansdkan kravdes for genomférandet av denna studie.

Hantering och odling av urinprov

Urin insamlades och forvarades i sterila provror. Odling fran respektive urinprov utfordes direkt efter
provtagning pa 5 %-ig hastblod- och CLED-agar samt pa Uricult® Trio, da de bakterier som anses
relevanta vid UVI véxer pa dessa substrat. Resterande urin delades upp i sterila rér och forvarades i
rumstemperatur och/eller kylskap. Efter forvaring utfordes odling pa blod- och CLED-agar enligt
forbestdmda standardiserade tidsintervall enligt nedan. Innan all provséttning homogeniserades provet
genom att provroret med urin blandades med hjélp av vortex.

Odling och hantering enligt féljande tidsschema (Figur 1):

A. Odling inom 2 timmar efter provtagning pa blod- och CLED-agar, inkubering i 24 + 24 timmar
i 37°C

B. Odling inom 2 timmar efter provtagning pa Uricult® Trio, inkubering i 24 + 24 timmar i 37°C

C. Auvlésning av Uricult® Trio efter inkubering i 37°C i 48 timmar samt forvaring i rumstemperatur
i 48 timmar

D. Odling pa blod- och CLED-agar efter 24 timmar i rumstemperatur, inkubering i 24 + 24 timmar
i 37°C

E. Odling pa blod- och CLED-agar efter 24 timmar i kylskap, inkubering i 24 + 24 timmar i 37°C

F. Odling pa blod- och CLED-agar efter 24 timmar i kylskap och 48 timmar i rumstemperatur,
inkubering i 24 + 24 timmar i 37°C

Steg A representerar odling direkt efter provtagning enligt standardrutin pa blod- och CLED-agar. Det
ar samma metod som utfors pa laboratorium och kan anses vara “gold standard”-metod. Steg B
representerar odling direkt efter provtagning men pa Uricult® Trio. Detta da det &r en vanlig metod som
utfors pa flertalet kliniker. Steg C &r tankt att simulera odling dar Uricult® Trio visat vaxt pa kliniken
och som da skickas till laboratorium for verifiering av bakterier och resistensmonster. Steg D och E
simulera odling pa urinprov som inte odlas direkt efter provtagning, t.ex. nar djuragaren har med sig ett
urinprov som de samlat hemma. Exempelvis dar urinen samlats pd morgonen innan veterinarbesok pa
eftermiddagen eller insamlat pa kvéllen infor besok pa morgonen dagen efter. Vid steg D har provet
forvarats i rumstemperatur och vid steg E har provet forvarats i kylskap. Steg F &r tankt att simulera de
tillfallen da odling inte kan sattas direkt och dar urin istallet skickas med post till laboratorium. Urinen
forvaras i kylskdp fram till att det postas och sedan tva dagars transport i rumstemperatur till
laboratorium innan analysen paborjas.
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Figur 1. Flodesschema dver de olika hanterings- och odlingsstegen i denna studie.



Utférande av steg A, D, Eoch F

Urin stroks enligt standardrutin med primar-, sekundéar- och tetriarstryk med en bla dgla (0,01ml) pa
hastblodagar. Blodagar anvandes for att pavisa aeroba och fakultativt aeroba bakterier. For att
kvantifiera vaxten anvandes dven CLED-agar. En vit dgla (1 pl) doppades i urinen och darefter
fordelades urinen (1 pl) i tre droppar pa CLED-plattan. Genom att dra streck med 6glan genom
dropparna fordelades urinprovet pa hela agarytan, och antalet bakteriekolonier kunde uppskattas.
CLED-agar ar ett tillvaxtmedium som anvands pa ackrediterade laboratorium sasom SVA, vid
differentiering av bakterier som orsakar urinvagsinfektion. CLED-agar innehaller inte elektrolyter sa
den anvands bland annat for att hindra bakterier sisom Proteus spp. att svarma. Laktosfermenterterande
bakterier sasom E. coli och de flesta Klebsiella spp. fermenterar laktos (som ingar i CLED-agar) varvid
gula kolonier och ett synligt gult fargomslag pa agarn pévisas.

Samtliga prov inkuberades i 37°C+ 1°C i aerob miljo i 24 + 24 timmar (Figur 1).

Utférande av steg B

Urin flodades 6ver bada sidorna pa doppglaset Uricult® Trio och inkuberades darefter i 37°C = 1°C i
aerob miljo i 24 + 24 timmar (Figur 1). Doppglas &r ett odlingsmedium som anvands for att pavisa
mikroorganismer i vétskor. | denna studie anvandes Uricult® Trio. Pa Uricult® Trio bestar ena sidan
av CLED-agar medan andra sidan ar uppdelad i tva falt, MacConkey-agar som tacker halva ytan och E.
coli-agar som tacker andra halvan. MacConkey-agar selekterar fram gramnegativa bakterier och pa E.
coli-agar kan E. coli producera p-glukoronidas vilket ger brunsvarta kolonier. Andra bakterier som vaxer
pa denna agar ger inte fargomslag.

Utférande av steg C

Efter inkubering av Uricult® Trio i 37°C £ 1°C i aerob milj6 i 24 + 24 timmar togs Uricult® Trion ut
och placerades i rumstemperatur fram till avlasning efter 48 timmar (Figur 1).

Identifiering av bakterier

Efter inkubering renodlades de bakterier som vuxit fram pa blod- och CLED-agar eller pa Uricult® Trio.
Renodling utfordes pa hastblodagar vilka inkuberades i 37°C = 1°C och avlistes efter 24 + 3 timmar.
Dérefter identifierades bakterieart med hjalp av Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of
Flight Mass Spectrometry (Maldi-Tof MS). Maldi-Tof skapar ett masspektrum vilken sedan jamfors
mot en referensdatabas med kanda bakteriers masspektrum, ett varde mellan noll och tre erhalls som
visar hur vél bakteriens spektrum stammer 6verens med referensdatabasen fran en kand bakterie, varvid
bakterien i det aktuella provet identifieras. Varje utvald koloni analyserades tva ganger. Score-varde
>2,0 krévdes vid minst en analys for att resultatet skulle anses tillforlitligt.

Identifiering av antal arter

Den bakteriella véxten klassades som renkultur (en art, samma makromorfologi pa samtliga kolonier)
eller > tva arter (mer &n en makromorfologi pavisad bland kolonierna) baserat pa koloniernas
makromorfologi.

Berakning av antalet bakterier

Utrakning och bedémning av antalet CFU/mI utfordes pa CLED-agar genom berakning av totalantalet
bakteriekolonier som véxte pa plattan vilket multiplicerades med 1000, eftersom den spridda
provvolymen var 1 pl. Darmed motsvarar 1 koloni pa plattan 1000 CFU/mI. | manga fall forekom higa
halter av bakterier och en 6verslagsrakning utfordes for att uppskatta antal CFU/ml, vanligtvis genom
att dela in CLED-agar i atta tartbitar, rakna en tartbit och sedan multiplicera med atta for att fa ett
ungefarligt varde pa antal CFU/m.

Mangden bakteriell vaxt pa blod- och CLED-agar klassificerades som antingen avsaknad av vaxt (0
CFU/ml), sparsam (<25 000 CFU/ml), mattlig (25 000 — 100 000 CFU/ml), riklig (=100 000 CFU/mI)
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eller olaslig vaxt. Bedomning av mangd bakterier pa Uricult® Trio gjordes enligt tillverkarens
instruktioner. Alla resultat noterades kontinuerligt i ett Excel-dokument.

RESULTAT

Insamlat material

Cystocentes,
38% (n=14)

Spontankastat, 57
% (n=21)

Kateter, 5 %
(n=2)

Figur 2. Fordelning av insamlade prover (N = 37) baserat pa provtagningsmetod.

Totalt analyserades 37 prover fran 35 hundar, 28 prover kom fran Universitetsdjursjukhuset och nio
prover kom fran Uppsala Veterinarmottagning. Proverna var tagna via cystocentes, kateter eller genom
spontankastat prov (Figur 2). Av dessa var 27 (73 %) prov fran tikar och 10 (27 %) prov fran hanar.
Fran tikarna var 10 prover insamlade via cystocentes. Resterande 17 prover var spontankastade. Av
proverna fran hanhundar var fyra prover insamlade via cystocentes, fyra var spontankastade prover och
tva prover var insamlade via kateter.

Fran tva tikar togs bade cystocentes och spontankastat prov vid samma tillfalle (prov 18 och 19
respektive 35 och 36, Bilaga 1, Tabell 3).

Initial odling pa blod- och CLED-agar (A)

Vid avlasning av den initiala odlingen pa blod- och CLED-agar (A) pavisades vaxt av bakterier i 22 av
37 prover (59,5 %). | nio av dessa 22 prover pavisades > tva olika bakterier baserat pa makromorfologi
(Figur 3). Med hjalp av Maldi-Tof typades makromorfologiskt skilda kolonierna som samma bakterieart
i fem av nio prov. De arter som identifierades var E. coli och S. pseudintermedius. Eftersom Maldi-Tof
identifierar bakterier pa artniva gar det inte avgéra om det var samma bakterie eller samma bakterieart
men av olika stammar. | resterande fyra prover identifierade Maldi-Tof bakteriekolonierna som olika
arter.

| resterande tretton prover pavisades en bakterieart bade makromorfologiskt och med hjalp av Maldi-
Tof (Figur 3), dessa klassades som renkultur.
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>2 bakteriearter,
41% (n=9)

Renkultur, 59 %
(n=13)

Figur 3. Fordelning mellan renkultur och > tva bakteriearter efter initial odlingen pa blod- och CLED-
agar (A) baserat pa makromorfologi (N = 22).

Oavsett om provet var taget via cystocentes eller spontankastat kunde bakteriell vaxt i renkultur, med
tva eller fler arter eller med avsaknad av véxt identifieras. For prov tagna via kateter identifierades
renkultur samt avsaknad av véxt (Figur 4). Provet med renkultur férekom i sparsam vaxt med en
bakterieart som beddmdes utan klinisk relevans.
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Cystocentes Kateter Spontankastat
Provtagningsmetod

ERenkultur B> Tvj arter DO Avsaknad véxt

Figur 4. Fordelning av prover med avsaknad av véxt, renkultur eller > tva bakteriearter baserat pa
provtagningsmetod (N = 37) efter initial odling pa blod- och CLED-agar (A).
Identifierade bakteriearter vid initial odling

Escherichia coli (E. coli) var den vanligast forekommande bakterien och pavisades i 15 av 22 prover
med vaxt (68 %). Nast vanligast var Staphylococcus pseudintermedius (S. pseudintermedius) som
forekom i 6 av 22 prover (27 %). Ovriga pavisade bakteriearter som bedémdes kunna vara potentiellt
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kliniskt relevanta var Enterococcus faecalis (En. feacalis), Staphylococcus spp. (S. intermedius, S.
delphini) och Proteus mirabilis (P. mirabilis).

Bakterier som pavisades men bedomdes med storsta sannolikhet vara utan klinisk relevans var S.
heamolyticus, S. warneri, Streptococcus canis (St. canis), Micrococcus luteus (M. luteus) samt Lelliottia
amnigena (L. amnigena). Proven var tagna via cystocentes, kateter eller spontankastat prov. I de prover
som dessa bakterier pavisades forekom samtliga i sparsam vaxt (Bilaga 1, Tabell 3).

Skillnad i bakteriell vaxt mellan initial odling pa blod- och CLED-agar (A) och odling
efter forvaring i rumstemperatur och/eller kylskap (D, E och F)

Vid avldsning av den initiala odlingen pa blod- och CLED-agar (A) pavisades (som ovan namnts) ingen
bakteriell vaxt i 15 av 37 prover (40,5 %). Odlingar fran 12 av de 15 proverna var fortsatt negativa
avseende bakteriell vaxt efter vidare forvaring av provet, oavsett om urinen forvarats 24 timmar i
rumstemperatur (D) eller kylskap (E) eller 24 timmar i kylskap och sedan 48 timmar i rumstemperatur

(F).

| de tre prov dar bakteriell véxt tillkom efter forvaring hade alla forvarats i rumstemperatur (D). Den
bakteriella vaxten klassades som sparsam i samtliga tre prover, och i ett prov pavisades en potentiellt
patogen bakterieart (S. pseudintermedius). Tva prover var spontankastade, det tredje var ett prov taget
via cystocentes. Bakteriell vaxt tillkom ocksa i tva av de spontankastade proverna efter att de bade
forvarats i kylskap och i rumstemperatur (F). | ett av proverna pavisades en potentiellt patogen bakterie
(S. pseudintermedius) i sparsam mangd.

Skillnad i mangd bakterier efter forvaring

Forvaring av urinprover paverkade i ett antal fall resultatet avseende klassificeringarna ”avsaknad av”,
“sparsam”, “méttlig” eller “riklig” vixt. Inget entydigt monster kunde pavisas for hur forandring av
mangden bakterier férandras efter forvaring men flest prov som ¢kade till riklig méngd hade forvarats i
kylskap och rumstemperatur (F), inget prov som forvarats i kylskap (E) resulterade i en Okning i
klassifikation (Figur 5 och 6). Skillnaden i bakteriell véxt efter forvaring verkade inte paverkas namnvart
av provtagningsmetod (Tabell 1). Totalt dndrades klassificeringen i 8 av 37 (21,5 %) prover som
forvarats i rumstemperatur 24 timmar innan odling (D), i 3 (8 %) av de prover som forvarats i kylskap i
24 timmar innan odling (E) samt i 9 (24,5 %) av de prover som forvarats bade i kylskap i 24 timmar
samt rumstemperatur i 48 timmar innan odling (F) (Figur 5 och 6).

Tabell 1. Forekomst av mangd bakterie vid direkt odling samt efter forvaring

Initial odling Odlingar efter Odlingar efter | Odlingar efter
fran urinprov | forvaring i forvaring i forvaring i kylskap
(A) rumstemperatur kylskap (E) samt rumstemperatur
(D) (F)
Sparsam 1 1 1 0
Cystocentes Mattlig 2 0 1 0
Riklig 6 8 6 8
Sparsam 5 6 5 4
Spontankastat Mattlig 0 1 2 0
Riklig 7 7 5 10
Sparsam 1 0 1 0
Kateter Mattlig 0 0 0 0
Riklig 0 0 0 0
Totalt antal prov 37 37 37 37
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Figur 5. Antal prov med 6kat bakterieantal efter férvaring som resulterade andring i klassificering.
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Figur 6. Antal prov med minskat bakterieantal efter férvaring som resulterade i &ndring i klassificering.

Om totalt antal CFU/mI jdmfordes fordndrades bakteriehalterna i fler fall &n de ovan ndmnda. Efter
forvaring i rumstemperatur (D) férdndrades halterna i 21 (57 %) prov, 16 prov tkade i antal CFU/mlI
och 5 prov minskade i antal CFU/ml. Efter forvaring i kylskap (E) forandrades 19 (51 %) prov, i sex
prov 6kade antal CFU/ml och i 13 prov minskade antal CFU/ml. Efter forvaring i kylskap och
rumstemperatur (F) férandrades halterna i 23 (62 %) prov, i 18 prov ¢kade antal CFU/ml och i fem prov

minskade antal CFU/ml.

| de prov dar bakterier forokade sig efter forvaring, dkade antalet CFU/ml med ca 10 — 100 ganger i
jamforelse med halten fran borjan. De flesta av dessa prover inneh6ll riklig mangd bakterier (>100 000
CFU/mI) redan vid den initiala odlingen (Bilaga 1, Tabell 3). En trend som observerades var att prover
ofta okade i antal CFU/mI efter forvaring i rumstemperatur (D) och efter forvaring i kylskap och
rumstemperatur (F) men minskade eller var of6randrade efter forvaring i kylskap (E) (Figur 7).
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Figur 7. Tre CLED-plattor fran samma urinprov som tydligt visar forandringen av vaxt beroende pa
forvaring av urinprovet fram till odling. A. odling direkt efter insamling, D. vaxt efter att provet
forvarats 24 timmar i rumstemperatur, E. vaxt efter forvaring 24 timmar i kylskap.

Avlasning och tolkning av bakteriell vaxt pa blod- och CLED-agar

Proteus spp. pavisades i ett urinprov och svarmade pa samtliga blodagarplattor vilket gjorde att och
andra bakterier pd samma agarplatta inte kunde identifieras. Proteus spp. identifierades inte pa ndgon
CLED-agar eller Uricult® Trio.

Mangden bakterier kunde inte kvantifieras pa en CLED-agar (odling fran prov som forvarats i kylskap
24 timmar och rumstemperatur 48 timmar (F) innan odling). Provet gick inte att bedéma eftersom
enskilda kolonier inte kunde sérskiljas och antalet CFU/ml kunde darmed heller inte bedémas (Figur 8).

Figur 8. Fyra CLED-plattor
fran samma urinprov som
visar  foradndringen av
bakteriell vaxt (E. coli)
beroende pa forvaring av
urinprov innan odling. A.
Initial odling. D. Odling
efter 24 timmar i rumstem-
peratur. E. Odling efter 24
timmar i kylskap. F. Odling
efter 24 timmar i kylskap
plus 48 timmar i rumstem-
peratur (F). Fermentering
av laktos med gult omslag
kunde observeras over hela
agarplattan efter 24 timmar
men efter 48 timmar hade
fargen skiftat till gronblatt.
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Skillnad i forekomst av potentiellt patogena bakteriearter

| nagra prover pavisades skillnad i forekomsten av potentiellt patogena arter efter forvaring (D, E och
F) jamfort med vid initial odling pa blod- och CLED-agar (A). Vanligast var att en art antingen pavisades
eller inte langre pavisades i ett prov efter forvaring, men i enstaka prover forekom skillnad med tva arter
(Tabell 2).

Skillnad i férekomst av potentiellt patogena arter efter forvaring skedde i tre (8 %) prov som forvarats i
rumstemperatur (D), i tre (18 %) prover som forvarats i kylskap (E), i sex (16 %) av proven som forvarats
i kylskap och rumstemperatur (F) i jamforelse med initial odling pa blod- och CLED-agar (A). Potentiellt
patogena arter som pavisades efter forvaring men som inte pavisades i provet innan tillhérde arterna E.
coli och S. pseudintermedius. Arter som inte kunde pavisas efter forvaring trots att de forekom innan
var En. Fecalis, E. coli och S. pseudintermedius. Av proverna med forandring var urinen insamlad via
cystocentes eller via spontankastat prov (Bilaga 1, tabell 3).

Tabell 2. Skillnad i forekomst av antal potentiellt patogena bakteriearter efter forvaring i kylskap
och/eller rumstemperatur jamfort med initial odling

Antal urinprov med Ytterligare potentiellt | Potentiella patogena arter
foréndring av patogena arter som som inte langre pavisades
potentiellt patogena pavisades efter efter férvaring

bakterier forvaring

Initial odling (A) vs odling
efter forvaring i 2 (5%) 2 1
rumstemperatur (D)

Initial odling (A) vs

0,
forvaring i kylskap (E) 3 (8%) 2 1

Initial odling (A) vs
forvaring i kylskap samt 5 (13%) 3 3
rumstemperatur (F)

Ytterligare pavisade bakteriearter i urinprov efter forvaring

Bakteriearter som pavisades efter forvaring men bedémdes vara utan klinisk relevans var Pseudomonas
flavescens (Ps. flavescens), Stenotropomonas spp., Pantoea agglomerans (Pa. agglomerans), S.
saprophyticus, S. hominis, S. epidermidis, En. canintestinin, Actinobacter lwoffii (A. Iwoffii) samt
Bravendimonas dimenuta (Br. dimenuta). De flesta forekom i sparsam véxt men Stenotropomonas spp.,
Br. dimenuta och S. saprophyticus forekom i riklig mangd i prov med > tva arter, samtliga prover hade
forvarats i kylskap 24 timmar och darefter i rumstemperatur 48 timmar innan odling (F). Proverna var
spontankastade prover eller prov tagna via cystocentes.

Skillnad i bakteriell véaxt mellan de initiala odlingsatterna (A och B)

| totalt 27 (73 %) av 37 prover gav initial odling pa Uricult® Trio (B) samma resultat avseende bakteriell
vaxt, identifiering av patogena bakterier samt beddmning av koloniernas makromorfologi som den
initiala odlingen pa CLED-agar (A).

| tre prover forekom véxt pa blod- och CLED-agar (A) men ingen vaxt pa Uricult® Trio (B). De
bakterier som identifierades pa odling (A) var E. coli, S. warneri och M. luteus. | samtliga fall var den
bakteriella vaxten sparsam (<4 000 CFU/mI) och i renkultur. E. coli forekom i ett spontankastat prov,
S. warneri i ett prov taget via kateter och M. luteus i ett prov taget via cystocentes.

| tva prover forekom ingen vaxt vid initial odling (A) men dar bakteriell vaxt pavisades pa Uricult®
Trio (B). | dessa tva prover forekom enstaka kolonier pa Uricult® Trio dar L. Amnigena identifierades
i ett fall och S. pseudintermedius i det andra. | bada fallen var proverna spontankastade.
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I 19 prov kunde véxt pavisas vid bada de initiala odlingssatten. Odlingar pa blod- och CLED-agar (A)
klassades som renkultur i tio av 19 prover medan odlingar pa Uricult® Trio (B) klassades som renkultur
i 15 av 19 odlingar.

Skillnad i forekomst av potentiellt patogena arter

Totalt skiljde sig potentiella patogena arter i sex prover vid jamforelse mellan Uricult® Trio (B) och
initial odling pa blod- och CLED-agar (A). Staphylococcus pseudintermedius pavisades i ett prov pa
Uricult® Trio men inte pa initial odling pa blod- och CLED-agar, provet var spontankastat. De
bakteriearter som inte kunde pavisas pa Uricult® Trio var En. Fecalis, P. mirabilis, S. pseudintermedius
och E. coli. Proverna var insamlade via cystocentes eller spontankastat prov. Samtliga bakteriearter som
inte kunde pavisas pa Uricult® Trio forekom i sparsam vaxt pa initial odling pa blod- och CLED-agar
(A) (Bilaga 1, Tabell 3).

Avlasning och tolkning av Uricult® Trio

Ingen skillnad detekterades vid tolkning bakteriemangd och férekomst av arter mellan Uricult® Trio
som inkuberats i 48 timmar (B) och Uricult® Trio som inkuberats i 48 timmar och sedan forvarats i
rumstemperatur i 48 timmar (C) (Figur 9).

C

Figur 9. Initial odling pa Uricult® Trio vid avlasning efter 48 h (B) samt Uricult® Trio vid avlasning
efter initial odling samt forvaring i 48 timmar i rumstemperatur (C) fran samma prov. | detta prov
pavisades S. pseudintermedius i renkultur.
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DISKUSSION

Resultatet fran denna studie tyder pa att urinprov ska forvaras i kylskap fram till analysstart for att
minimera risken for felbpeddmning, da inget av proverna forvarade i kylskap resulterade i en 6kning till
klassificeringen riklig vaxt. Dessutom forandrades mangden bakterier i proverna i lagst utstrackning i
prover forvarade i kylskap. Fler prov forvarade i rumstemperatur resulterade i 6kning av bakteriemangd
inklusive andrad klassificering till riklig véxt. Detta i sig leder till en risk for dverdiagnosticering av
urinvégsinfektioner om urinprov forvarats i rumstemperatur innan odling om de gamla kriterierna for
diagnostisering av UVI anvands. De forandringar i mangd bakterier efter forvarning som sags i denna
studie 6verensstammer med resultaten fran studien utford av Padilla et al (1981) dar storre delen av de
prov som forvarades i rumstemperatur eller skickades till laboratorium hade 6kat i mangd bakterier
medan prov i kylskap forandrades i lagre utstrackning. Sammanfattningsvis tyder detta pa att odling av
urinprover som forvaras i kylskap verkar stamma bast 6verens med odling fran farskt urinprov samt
resultera i minst antal feltolkningar av mangden bakterier och darmed minska risken for onddig
antibiotikaanvandning. Urinprov som inte kan analyseras direkt bor darfor fortsatt forvaras i kylskap
fram till analys, men inte under l&ngre tid &n 24 timmar, vilket &ven har rekommenderats tidigare (Lulich
& Osborne, 2004; Padilla et al., 1981; Weese et al., 2011).

Baserat pa resultat i denna studie och i Padilla et al. (1981) studie verkar urin vara ett bra substrat for
bakterier att véxa till i, speciellt vid forvaring i rumstemperatur. Tillvéxten av bakterier &r kopplad till
den méngd bakterier som fanns fran start da det sker en logaritmisk tillvaxt av bakterierna, vilket innebar
att prov med lagt antal bakterier inte forandras i samma utstrackning som ett prov med hogt antal. Det
kan bli problematiskt vid tolkning av odlingar fran urinprov med mattlig mangd bakterier som forvaras
innan kvantitativ odling, eftersom risk for feltolkning 6kar. Det finns dven risk att bakterierna véxer till
i sadan utstrackning att det efter forvaring inte gar att kvantifiera mangden bakterier (Figur 8) eller
identifiera relevanta bakterier och deras resistensmonster. Risken for feltolkning av méangd bakterier ar
framforallt i prov som latt kontamineras, sasom spontankastade prover. Om kontaminanter férekommer
i <100 000 CFU/mlI men efter forvaring tillvéxt sa pass att de forekommer med >100 000 CFU/ml
klassas detta enligt den gamla klassificeringen som en signifikant bakteriuri och flera fall skulle da
troligtvis resultera i diagnosen urinvagsinfektion. Risken for éverdiagnostisering bor dock minska om
den nya terminologin anvands. Dock innebér detta att kvantiativa odlingar inte &r anvéndbara vid odling
fran prov som forvarats innan analys da studier sedan tidigare har visat att kontaminanter fran
spontankastade prov kan representera >10 000 CFU/mI (Carter et al., 1978; Comer & Ling, 1981). Det
har dven konstaterats tidigare att kvantitativa odlingar enbart &r av hjalp om odling sker direkt efter
provtagning (Comer & Ling, 1981; Padilla et al., 1981; Sgrensen et al., 2016).

Proteus spp. ar en bakterie som anses vara en vanlig orsak till urinvégsinfektion hos hund (Ling, 1984;
Seguin et al., 2003; Tivipasi et al., 2009; Windahl, 2014). Proteus spp. férekom endast i ett prov i denna
studie och kunde da identifieras pa alla blodagarplattor men inte pa ndgon CLED-agar eller Uricult®
Trio. Detta tyder pa att en risk att missa Proteus spp. vid anvandning av dessa odlingsmedier finns men
det &r svart att bedoma hur ofta detta sker utifran materialet i denna studie. Om enbart blodagar skulle
anvandas finns daremot en risk for svarbedémda odlingsresultat speciellt vid blandflora med Proteus
spp. Det ar aven svart att bedoma den kliniska relevansen och vilka skillnader som kan ske efter
forvaring i ett urinprov med Proteus spp. Tankbart ar aven att fler prov skulle varit svarbedomda efter
forvaring av urinprov om Proteus spp. foérekom i provet.

Forekomsten av patogena arter skilde sig endast i tio av 111 odlingar (9 %) vid jamforelse av resultat
fran den initiala odlingen pa blod- och CLED-agar (A) med odling efter forvaring av urinprov i kyl
och/eller rumstemperatur (D, E, F). Skillnaden pavisades framst i spontankastade prov men forekom
aven i prov tagna via cystocentes. Baserat pa detta verkar kliniskt relevanta forandringar avseende vilka
bakteriearter som pavisas i ett urinprov efter forvaring, enligt de satt som forekommer i studien, ske i
viss utstrackning. Storst risk verkar finnas vid spontankastade prover vilket kan kopplas till en 6kad risk
for kontaminering av prover vid anvandande av denna provtagningsteknik, vilket har setts i tidigare
studier dar sambandet mellan provtagningsteknik och bakteriell véxt undersokts (Carter et al., 1978;
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Comer & Ling, 1981). Daremot har inga tidigare publicerade artiklar hittats som undersokt skillnaden i
forekomst av patogena arter i urinprov som forvarats och resultatet kan darfor inte jamforas med tidigare
studier. Antal undersokta prov i denna studie ar dock f&, och ytterligare studier med storre material
behdvs.

Skillnad i pavisandet av potentiellt patogena arter mellan de tva olika initiala odlingssatten (A och B)
forekom dock mer frekvent. De flesta prover var spontankastade men det forekom &ven i nagra prov
tagna via cystocentes. Det som framforallt forekom var att arter som pavisades vid initial odling pa blod-
och CLED-agar (A) inte pavisades pad Uricult® trio (B). Vid samtliga tillfallen kunde dock andra
potentiellt patogena arter pavisas pa Uricult® Trio i riklig mangd. Detta tyder sammantaget pa att risken
att missa en relevant bakteriuri ar 1ag vid anvandning av Uricult® Trio men att det finns en risk att missa
arter ndr provet innehéller > tva arter. Identifiering av agens pa blod- och CLED-agar kan dock i sig
innebéra en “for bra” identifiering av bakterier da dven kontaminanter i lagt antal identifieras. Tankbar
klinisk betydelse kan finnas om en missad bakterie &r relevant och visar sig ha annat resistensmonster
an de pavisade bakterierna men den kliniska relevansen ar inte undersokt.

Baserat pa resultatet i denna studie verkar Uricult® Trio fungerar bra avseende att bibehalla samma
bakteriell véxt trots forvaring i rumstemperatur. Eftersom Uricult® Trio forvaras i en forsluten behallare
ar risken for kontaminering fran omgivningen liten vilket gor det svarare for bakterier att tillkomma
efter provsattning. Endast bakterier som funnits vid provsattning kan véaxa ut pa plattorna, forutsatt att
behallaren inte &r kontaminerad. Detta innebar i praktiken att det som odlas fram pa klinik pa Uricult®
Trio kommer vara samma bakterier som identifieras vid verifiering pa laboratorium trots att de skickats
pa posten med ovisshet om forvaringstid och temperatur. Intressant hade varit att undersoka om odling
pa Uricult® Trio direkt efter provtagning skulle skilja sig mot odling pa Uricult® Trio fran urinprov
som forvarats enligt de forbestamda tidsintervallen och om detta skulle resultera i nagon skillnad.

For- och nackdelar pavisades for bada metoderna som simulerade att prov skickades till laboratorium.
Uricult® Trio var simre pa att pivisa om > tva patogena arter férekom i samma prov till skillnad mot
analys av urin som skickats i provror och sedan odlades pa laboratorium. | vissa avseenden kanske
odling pa blod- och CLED-agar till och med &r for bra” pa att identifiera arter da aven kontaminanter i
sparsam vaxt pavisas. Forekomst av mangd bakterier forandrades dock i stor utstrackning i odlingar fran
urin i provror medan tolkningen av mangden bakterier pa Uricult® Trio inte andrades. Vid forvaring av
urin finns dven risk att kontaminanter gynnas och véxer till. Uricult® Trio kan baserat pa resultaten i
denna studie inte anses lika bra som gold-standardmetoden vilket dven pavisades for doppglas i studien
av Ybarra et al. (2014). Ybarra et al. (2014) rekommenderar att ett urinprov bor skickas som
komplement till laboratorium for verifiering av arter om doppglas anvands. Baserat pa resultatet i denna
studie rekommenderas att i forsta hand odla pa blod- och CLED-agar pa farsk urin om mdjlighet och
kompetens finns. Saknas mdjlighet anses Uricult® Trio vara en bra alternativ metod, vilken darfor
rekommenderas som alternativ till att skicka urin pa posten.

Med hjéalp av Maldi-Tof identifierades makromorfologiskt skilda kolonier som samma bakterieart i fem
prover. Eftersom Maldi-Tof identifierar bakterier pa artniva ar det inte mojligt att avgéra om bakterierna
ar en och samma, eller olika, stammar av samma bakterieart. De arter som skiljde sig pa detta satt mellan
makromorfologi och Maldi-Tof var E. coli eller S. pseudintermedius. Det ar inte omgjligt att det kan
rora sig om olika stammar men varken fenotypning eller resistensmoénster undersoktes hos bakterierna i
denna studie. Den kliniska betydelsen gar inte att sdga nagot om, men det skulle mdjligen kunna ha
klinisk relevans i de fall bakteriestammarna eller arterna visar sig ha olika resistensmonster. | enstaka
prov pavisades dven > tvé olika potentiellt patogena bakteriearter. Det har pavisats tidigare i flertalet
studier att fler &n en patogen bakterieart kan vara orsak till infektion (Wooley & Blue, 1976; Ling, 1984;
Ling et al., 2001; Rowlands et al., 2011) vilket &ven kan ha varit fallet i denna studie.
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KONKLUSION

Resultaten fran denna studie stodjer tidigare rekommendationer att ett urinprov som inte kan analyseras
direkt bor forvaras i kylskap fram till paborjande av odling. Om kvantitativ odling 6nskas bor odlingen
ske snarast efter provtagning, oavsett forvaringsmetod, for att fa tillforlitliga resultat. Kan odling inte
ske pa kliniken och urin behdver skickas till laboratorium for analys finns risk for felbedomning av
mangd bakterier. Att skicka Uricult® Trio till laboratorium &r ett bra alternativ till att skicka urin om
odling av Uricult® Trio kan ske pa kliniken da Uricult® Trio &r bra pa att identifiera bakteriuri.
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BILAGA 1

Tabell 3. Sammanstéllning av samtliga data insamlad vid denna studie

Prov  Odling pa blod- och CLED- Odling pa Uricult® Uricult® Trio efter 48 Odling pa blod- och Odling pa blod- och Odling pa blod- och CLED-
agar inom 2 timmar efter  Trio inom 2 timmar efter timmar i varmeskap och CLED-agar fran urinprov CLED-agar fran urinprovagar fran urinprov som
provtagning (A) provtagning (B) 48 timmar i som férvarats 24 timmar i som forvarats 24 timmar férvarats 24 timmar i

rumstemperatur (C) rumstemperatur (D) i kylskap (E) kylské&p och 48 timmar i
rumstemperatur (F)
CFU/mlI CFU/ml CFU/mlI CFU/ml
1,Cy E.coli 50 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli 150000 -  E. coli 10 000 E. coli 500 000 —
200 000 1 000 000
E. coli 2000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli 10 000 En. faecalis 4 000 E. coli 60 000
En. faecalis 2 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli 3000 Pr. mirabilis Svarmning E. coli 3000
P. mirabilis Svarmning P. mirabilis Svérmning P. mirabilis Svérmning
2,Sp Ingen vaxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt Ingen vaxt

3,Cy M. luteus 4 000 Ingen vaxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt

4,Cy S. 500 000 — S Riklig S. Riklig S 500000- S. 500 000— S. 500 000 —
pseudinterme 1 000 000 pseudinterme pseudinterme pseudinterme 1 000 000  pseudinterme 1 000 000  pseudinterme 1 000 000
dius dius dius dius dius dius
S. 250 000 — S. Sparsam S. Sparsam S. 250000- S. 250000—- S. 500 000 —
pseudinterme 500 000 pseudinterme pseudinterme pseudinterme 500 000 pseudinterme 500 000 pseudinterme 1 000 000
dius dius dius dius dius dius

5 Sp E.coli 11 000 E. coli Sparsam E. coli Sparsam E. coli 11 000 E. coli 7 000 E. coli 1000

6, Cy Staphylococc 500 000 — Staphylococc Riklig Staphylococc Riklig Staphylococc 500 000 —  Staphylococc 250 000 —  Staphylococc 500 000 —

us spp. 1 000 000
Staphylococc 250 000 —
us spp. 500 000

us spp.

Staphylococc Sparsam
us spp.

us spp.

Staphylococc Sparsam
us spp.

us spp. 1 000 000
Staphylococc 250 000 —
us spp. 500 000

us spp. 500 000

Staphylococc 100 000
us spp.

us spp. 1 000 000
Staphylococc 250 000 —
us spp. 500 000




7,Cy Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt Ingen vaxt

9, Ka S.warneri 4000 Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt S.warneri 1000 Ingen véxt

St. canis 1000

11, Sp Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt Ingen vaxt

13, Sp Ingen vaxt L. amnigena Sparsam L. amnigena Sparsam Ps. 10 000 Ingen véxt Br. dimenuta 100 000
Flavescens
Stenotropomo4 000 Stenotropomo100 000
nas spp. nas spp.

15, Cy Ingen vaxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt

17,Sp E. coli 10 000 E. coli Mattlig E. coli Mattlig E. coli 2800 E. coli 6 100 E. coli 100




Pa. 500 Pa. 400
agglomerans agglomerans

19, Sp E. coli 1 600 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli >8 000000 E.coli 2400000 E.coli >5 000 000

E. coli 5000 E. coli 3000 E. coli 3000 E. coli 10 000

21, Ka Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt Ingen vaxt

23,Cy E.coli 80 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli >5000000 E. coli 50 000 E. coli >7 000 000
S. 2000 E. coli 1000
heamolyticus

25, Sp E. coli 4000 Ingen véxt Ingen vaxt E. coli 300 E. coli 300 E. coli 300

27,Sp E.coli 5000 E. coli Sparsam E. coli Sparsam En. 22 000 E. coli 500 S. 300 000
canintestinin saprphyticus
E. coli 1000 E. coli 15 000

w U



29, Sp Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt
30, Cy Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt
31, Sp Ingen vaxt S. Sparsam S. Sparsam S. 8 000 Ingen véxt S. 20 000
pseudinterme pseudinterme pseudinterme pseudinterme
dius dius dius dius
A. lwoffii 1000
32,Sp E.coli 500 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli >7 000000 E. coli 3000000 E.coli olésbart
33, Sp Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen vaxt Ingen vaxt
34, Sp Ingen véxt Ingen véxt Ingen vaxt Ingen véxt Ingen véxt Ingen véxt
35,Sp E.coli 4 800 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli 5600000 E.coli 5600000 E.coli 8 000 000
36, Cy E.coli 4 800 000 E. coli Riklig E. coli Riklig E. coli 6400000 E.coli 5600000 E.coli 9 000 000
37,Sp S. 300 000 S. Riklig S. Riklig S. 700 000 S. 350 000 S. 4 000 000
pseudinterme pseudinterme pseudinterme pseudinterme pseudinterme pseudinterme
dius dius dius dius dius dius
S. 100 000 S. 50 000 S. 50 000
pseudinterme intermedius intermedius
dius

Information gallande samtliga insamlade prover med information om provtagningsmetod, identifierade bakteriearter och bakteriell halt pa blod och CLED-agar
(CFU/mI) samt bakteriell halt pa Uricult ® Trio (ingen véxt, sparsam, mattlig, riklig véxt) for samtliga odlingssteg. A = initial odling pa blod- och CLED-agar, B
= initial odling pa Uricult® Trio, C = Odling pa Uricult® Trio i 48 timmar samt forvaring i rumstemperatur i 48 timmar, D = forvaring i rumstemperatur i 24
timmar, E = forvaring i kylskap i 24 timmar, F = forvaring i kylskap 24 timmar och sedan i rumstemperatur i 48 timmar. Sp = spontankastat prov, Cy = prov via
cystocentes, Ka = prov via kateter



