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Sammanfattning

For patienter med sepsis, svar sepsis och septisk chock ar tiden till korrekt insatt antibiotika
avgorande for utfallet, och bakteremi orsakad av ESBL-producerande Enterobacteriaceae ar
forknippad med 6kad mortalitet vid forsenad effektiv behandling. Det ar saledes viktigt att snabbt
upptacka dessa ESBL/ESBLcarsa-producerande bakterier for att patienten ska fa korrekt behandling i
tid och darmed 6ka chanserna till 6verlevnad. Idag tar det i regel 24 timmar eller mer innan
ESBL/ESBLcarea kan detekteras fran positiva blododlingar. Syftet med den har litteraturgenomgangen
ar att undersoka vilka metoder for snabb detektion av ESBL/ESBLcarsa Som idag finns tillgangliga
direkt fran positiva blododlingsflaskor. Totalt har tolv studier inkluderats vilka beskriver fyra olika
metoder. Metoderna som beskrivs ar kolorimetriska snabbtest, MALDI-TOF, lappdiffusion och PCR.
Alla dessa metoder ger svar inom 0,5-5,5 timmar. Sensitiviteten hos kolorimetriska snabbtest att
upptéacka ESBL och karbapenemaser som KPC, IMP, VIM och NDM direkt fran positiva
blododlingsflaskor ligger pa 100 %, medan sensitiviteten att uppticka OXA-48 ligger pa 91 %.
Specificiteten for kolorimetriska snabbtest ar 100 % for ESBL och undersokta karbapenemaser.
Sensitiviteten hos MALDI-TOF att upptdcka ESBL och karbapenemaser hos Enterobacteriaceae ligger
mellan 96 — 100 %, och specificiteten mellan 90 — 100 %. Sensitiviteten att upptacka ESBL med
lappdiffusion dr 96 %, och specificiteten dr 100 %. Denna metod tar langst tid, upp till fem och en
halv timme. For PCR ligger sensitiviteten att upptacka KPC och CTX-M mellan 93 - 100 %, och
specificiteten mellan 99 - 100 %. Samtliga sensitivitets- och specificitetsmatt ar forfattarnas egna
resultat, liksom tidsangivelser fér de olika metoderna. En begrdansning med litteraturgenomgangen ar
att det endast ar metoder for snabb detektion av ESBL och ESBLcarsa SOm inkluderats, metoder for

snabb detektion av andra resistensmekanismer har inte studerats narmare.



Bakgrund

Vid sepsis, svar sepsis och septisk chock &r tiden till korrekt insatt antibiotika en avgérande
parameter for utfallet [1-4]. Bakteremi orsakad av ESBL-producerande Enterobacteriaceae ar
forknippad med 6kad mortalitet och forsenad insattning av effektiv behandling [5]. Det &r saledes
viktigt att snabbt upptdcka bakterier som ar resistenta mot den empiriska behandlingen, och genom
att tidigt hitta ESBL/ESBLcarsa-producerande bakterier kan chanserna t¢ka for patienten att fa korrekt

behandling i tid och darmed ocksa chanserna till 6verlevnad.

| varlden ses en orovackande trend, dar andelen ESBL- och ESBLcarea-producerande
Enterobacteriaceae 6kar [6-9]. Aven i Sverige 6kar andelen ESBL- och ESBLcarga. Ar 2015
rapporterades i Sverige 9584 fall av ESBL-producerande Enterobacteriaceae, vilket ar en 6kning med
8 % jamfort med 2014. For ESBLcarea har det varit en 145-procentig 6kning fran 47 rapporterade fall
ar 2014 till 115 rapporterade fall ar 2015. De vanligaste karbapenemaserna i Sverige ar OXA-48 och
NDM [10]. | Europa ar det Klebsiella pneumoniae karbapenemas (KPC) som har storst spridning, men
OXA-48 karbapenemhydrolyserande oxacillinaser har snart natt samma spridning. Spridningen av
New Delhi metallobetalaktamas (NDM) har ocksa 6kat i Europa de senaste aren medan spridningen
av Verona integronkodat metallobetalaktamas (VIM) ligger pa en stabil niva. Imipenemas (IMP) &r
fortfarande séllsynt i Europa [11]. | de flesta europeiska lander ar Klebsiella pneumoniae den
vanligaste gramnegativa tarmbakterien som bar pa ESBLcagrea [12]. Fran Grekland, Italien, Malta och
Turkiet rapporteras att karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae regelbundet isoleras fran
patienter pa de flesta sjukhus vilket speglar en endemisk situation[11]. | Belgien, Frankrike, Malta,
Rumanien, Spanien och Turkiet &r det de OXA-48-liknande enzymerna som just nu sprids snabbast
[11, 13]. Dessa karbapenemaser ar en utmaning for de mikrobiologiska laboratorierna da de kan vara
svara att upptacka. Dessa enzym tillhor klass D-betalaktamaserna och kan hydrolysera penicilliner
och karbapenemer, men cefalosporiner i begransad omfattning [14]. Ofta ses bara en diskret

forhojning av MIC-vardet for karbapenemer, vilket gor att de kan missas pa laboratorierna [9,15].



Med dagens EUCAST-definierade screeningbrytpunkt for meropenem ar dock risken mycket lag att
missa karbapenemaser [16].

Ett ytterligare bekymmer med ESBL/ESBLcarsa-barande bakterier ar att de ofta daven béar pa andra
resistensgener, som finns lokaliserade pa samma mobila element, vilket kan ge resistens mot
kinoloner, aminoglykosider och trimetoprim [8, 17-18].

Tiden till detektion av ESBL- och ESBLcarsa-producerande Enterobacteriaceae fran positiva
blododlingsflaskor anges till 24-48 timmar med de metoder, lappdiffusionstester och gradienttest,
som oftast star till buds pa laboratorierna runt om i Sverige [19]. P4 manga laboratorier i Sverige gors
snabbresistens dar blodet fran en larmande flaska direkt stryks pa en resistensplatta med
antibiotikalappar och inkuberas i 6 timmar. En forutsattning for att direktresistensen ska kunna lasas
av ar att det finns personal i tjanst. P4 mindre laboratorier blir det darfor i regel bara de flaskor som
larmar direkt pa morgonen under vardagar som blir foremal fér undersékning med snabbresistens.
Fordelarna med metoden &r att det gar att fa en snabbare indikation pa om resistens féreligger, men
metoden dr mindre tillforlitlig jamfért med om framodlade kolonier anvands till
resistensbestdmningen [20]. Vid misstanke om ESBL/ESBLcarsa g0rs bekraftande tester som ofta
innebdr inkubering dver natt. Under de senaste aren har flera metoder utvarderats for snabb
detektion av ESBL- och ESBLcarea-producerande Enterobacteriaceae direkt fran positiva
blododlingsflaskor. Trots att resistens dven kan bero pa andra mekanismer, dr dessa mekanismer de
viktigaste orsakerna till cefalosporin- respektive karbapenemresistens, och inriktning pa att hitta

dessa mekanismer kan darfoér utgora ett surrogatmatt pa vanlig resistensbestamning.

Syfte

Syftet med litteraturgenomgangen ar att undersoka vilka metoder for snabb detektion av
ESBL/ESBLcarsa Som idag finns tillgangliga direkt fran blododlingsflaskor, samt hur kdnsliga och

specifika dessa metoder ér.



Metod

So6kning i PubMed med s6korden ”((ESBL OR extended spectrum beta lactamase) OR
Carbapenemase) AND detection AND blood culture” gav 57 traffar under perioden 1997-2016 (fram
till och med 12 aug 2016). Av dessa valdes 29 artiklar ut varav 17 forkastades pa grund av litet
material, att metoden ej gillde analys direkt fran blododlingsflaska eller att tiden till identifikation av
ESBL/ESBL-CARBA tagit for lang tid. Artiklar pa annat sprak dn engelska férkastades ocksa. Med snabb

detektion avses svar inom sex timmar. Sammanlagt inkluderades 12 artiklar mellan 2005-2016.

Resultat

Fenotypiska tester

Kolorimetriska snabbtest

De kolorimetriska snabbtest som utvarderats for detektion av ESBL och ESBLcarea direkt fran positiva
blododlingar som inkluderats i den har litteraturgenomgangen ar Carba NP-testet for snabb
detektion av karbapenemaser, ESBL NDP-testet for detektion av ESBL samt HMRZ-86 for detektion av
ESBL. Principen for Carba NP-testet och ESBL NDP-testet bygger pa att blododlingsbuljongen, eller en
bakteriepellet fran den positiva blododlingsbuljongen (olika for olika studier), blandas med valt
indikatorantibiotika och vid forekomst av ESBL eller ESBLcarsa hydrolyseras betalaktamringen och
odlingsmediet forsuras. Forsurningen identifieras genom ett fargomslag genererad av pH-indikatorn
fenolrott. Sensitiviteten enligt forfattarna for Carba NP- och ESBL NDP-testerna ligger mellan 91-100
% (for Carba NP ar det OXA-48-producerande Enterobacteriaceae som drar ned sensitiviteten).
Sensitiviteten enligt forfattarna for HMRZ-86 var efter modifikation av testet 100 %. Svar erholls

inom 0,5-5 timmar. Nedan presenteras de olika studierna kortfattat.

Carba NP-testet (Carba NP; Carbapenemase Nordmann-Poirel) beskrevs forsta gangen 2012. Testet

baseras pa in vitro hydrolys av imipenem och ger ett fargomslag fran rott till gult i ndrvaro av



karbapenemaser i provet [21]. Ar 2014 utvirderades Carba NP-testet for att uppticka
karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae direkt fran blododlingsflaskor. Etthundranittiotre
karbapenemasproducerande isolat undersoktes samt 74 karbapenemasnegativa isolat.
Blododlingsflaskor inokulerades med 1 x 10° CFU av respektive bakteriestam. De aeroba och
anaeroba flaskorna inkuberades tills vaxt kunde pavisas (BactAlert system, vaxt inom 6-15 timmar).
Testet kunde upptacka KPC, IMP, VIM, NDM med 100 % sensitivitet och specificitet, medan
sensitiviteten att upptacka OXA-48-gruppens enzym hos Enterobacteriaceae var 91,3 %.
Sammantaget var sensitiviteten 97,9 % och specificiteten 100 %. Svar erholls inom 3-5 timmar, varav
3 timmar var inkubationstid foljt av sjdlva testet. For KPC sags positiv reaktion vanligen inom 5-30

minuter, for MBL inom 15-60 minuter och fér OXA-48 inom 30-60 minuter [22].

ESBL NDP (Nordmann/Dortet/Poirel)-testet beskrevs forsta gangen 2012, och &r dven detta ett
kolorimetriskt snabbtest. Cefotaxim anvdnds som indikatorantibiotika. Nittiosex-hals
mikrotiterplattor anvdnds, men provet kan ocksa analyseras i singelbrunnar/rér. Inhibition av ESBL-
aktiviteten bevisas genom att tillsatta tazobaktam i ytterligare en brunn. Vid positivt test sker ett
fargomslag fran roétt till gult i brunnen med cefotaxim, och oférdandrad farg (rod) i brunnen med

cefotaxim och tazobaktam.

| studien av Nordmann et al. testades ESBL NDP-testet bade pa framodlade stammar (215 ESBL-
producerande och 40 icke-ESBLproducerande) och direkt fran blododlingsflaskor inokulerade med
ESBL-producerande bakterier (n=64) och icke-ESBL-producerande bakterier (n=24). Sensitiviteten och
specificiteten att upptacka ESBL fran de framodlade stammarna var 92,6 % respektive 100 % (dock
100 % sensitivt att upptacka CTX-M). Sexton ESBL-producerande bakterier kansliga for cefotaxim
upptéacktes inte. Sensitiviteten och specificiteten att upptédcka ESBL fran de inokulerade
blododlingsflaskorna var bada 100 %. Dock var mangden bakterier som tillsattes i flaskorna ganska

hég, 1x103 CFU av respektive stam tillsattes och flaskan inkuberades 24-48 timmar.



Bakteriekoncentrationen i blododlingsflaskorna I&g mellan 1.0x107-5.2x10° CFU/ml. Svar erhélls inom

tva timmar [23].

ESBL NDP-testet testades senare prospektivt i vardmiljo vid ett sjukhus utanfor Paris direkt fran
positiva blododlingar. Efter positiv signal i BacT/Alert blododlingssystem gjordes gramfargning och
nar gramnegativa bakterier konstaterades gjordes NDP-test och artidentifiering med MALDI-TOF
direkt fran blododling. Samma NDP-protokoll anvdandes som fran studien 2012. En positiv blododling
per patient (n=245) med gramnegativa bakterier undersoktes. For resistensbestamning anvandes
diskdiffusionsmetoden med brytpunkter fran CLSI. MIC-varden for cefotaxim, ceftazidim och cefepim
bestamdes pa MH-plattor samt pa MH-plattor innehallande tazobaktam. DDST anvandes for
fenotypisk detektion av ESBL. Sedan gjordes PCR dar TEM-, SHV- och CTX-M-primers anvandes. De
245 positiva blododlingarna utgjordes av 211 fall av Enterobacteriaceae, 31 fall av icke-
kolhydratjdsande bakterier och 3 fall av anaerober. | tre blododlingsflaskor vaxte det tva arter
Enterobacteriaceae, men inga av dessa bar pa ESBL. Fyrtiosju fall av ESBL-producerande
Enterobacteriaceae hittades, de flesta av CTX-M-typ. Sensitiviteten, specificiteten, PPV och NPV var
100 %. Testet kunde dven avsloja ett cefotaximhydrolyserande enzym som inte inhiberades av
tazobactam hos en K. pneumoniae som producerade ett férvarvat cefalosporinas, hos 3 av 5 E.
cloacae som 6verproducerade kromosomalt AmpC och 2 Bacteroides-stammar. Korrelationen mellan
positivt NDP-test och intermediar kdnslighet for cefotaxim var 100 %, 76,6 % for ceftazidim och 74,4

% for cefepim. Resultat erhélls inom 30 minuter [24].

Ett annat kolorimetriskt snabbtest baseras pa HMRZ-86, vilken dr en kromogen cefalosporin. HMRZ-
86 hydrolyseras av ESBL och MBL och vid positiv reaktion sker en fargforandring fran gult till rott. | en
studie fran 2007 undersoktes 127 blododlingar varav 43 innehdll ESBL-producerande
Enterobacteriaceae. Anvandningen av testet direkt pa den positiva blododlingsbuljongen var till en

borjan begrdansad eftersom flaskorna med lyserat blod inte gick att tolka. Det var framfor allt mediet i



den anaeroba buljongen som lyserade blodet. Initialt kunde bara 54 flaskor tolkas, varav 20 flaskor
inneholl ESBL-producerande Enterobacteriaceae. Av dessa 20 ESBL hittades 19 stycken med HMRZ-
86. Ett falskt negativt resultat for ett E. coli-isolat sags. Positivt utslag sags efter 30 minuter for alla 19
prover. For att komma at problemet med lyserat blod gjordes en initial subkultur i buljong av
blododlingsmediet, detta hade effekten att spada ut det lyserade blodet medan det gav tillrdcklig

bakterievaxt for testning med HMRZ-86. Efter inkubation i 37°C i rumsluft under 2 timmar sags inga

falskt positiva eller negativa resultat [25].

97,9%
(Sensitiviteten
KPC (n=50), IMP fér KPC och
(n=27), VIM (n=37), MBL=100 %,
Carba-NP Dortet L, et al. 2014 NDM (n=33), OXA- |193/267 PCR sensitiviteten [100% 3-5h Imipenem
48-gruppens enzym for OXA-48-
(n=46) producerande
Enterobacteriac
eae =91,3 %)
TEM (n=15), SHV
Nordmann P, i
ESBL NDP etal. 2012 (n=17), CTX-M 64/88 PCR 100% 100% 1-2h Cefotaxim
(n=32)
Double Disc
Dortet L, et al. 2015 (1:;-)((;1?2(;_45), SHV- 47/245 Synergy Test 100% 100% 0,5h Cefotaxim
(CLSI), PCR
. Combined disc
HMRZ-86 JainS, etal. 2007 ESBL 43/127 method 100% 100% 2,5-4h HMRZ-86

Tabell 1. Detektion av ESBL/ESBLcarsa direkt fran positiva blododlingsflaskor med kolorimetriska snabbtest. Tidsatgangen
raknas fran larmande blododlingsflaska.

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF)

| litteraturgenomgangen har fyra studier inkluderats f6r detektion av ESBL/ESBLcagea direkt fran
positiva blododlingsflaskor med hjélp av MALDI-TOF. Bade inokulerade blododlingsflaskor och
blododlingar fran patienter har anvants. Sensitiviteten att upptécka ESBL och ESBLcarsa hos
Enterobacteriaceae med MALDI-TOF lag mellan 96-100 %. For A. baumannii (tillhor ej
Enterobacteriaceae) I3g sensitiviteten att upptiacka OXA-enzym, NDM och VIM mellan 27-63 %. Svar
erholls inom 2-4,5 timmar. For att undersdka betalaktamasproduktion med MALDI-TOF inkuberas
forst gramnegativa bakterier 1-4 timmar med valt indikatorantibiotikum. Om bakterien bildar

betalaktamas mot det antibiotika som testas sker en hydrolys av betalaktamringen. Eftersom



hydrolyserade och icke-hydrolyserade molekyler har olika vikt, kan dessa skillnader upptackas med

MALDI-TOF. Saledes monitoreras masspektrum hos valt antibiotika, nar ursprungstoppar forsvinner
och nya toppar uppkommer kan den hydrolyserade produkten identifieras. Ar bakterierna kinsliga

sker alltsa ingen forandring av antibiotikaspektrat. Nedan foljer en kortfattad presentation av

respektive studie.

Snabb detektion av karbapenemasproducerande gramnegativa bakterier med hjalp av MALDI-TOF
validerades i en tysk studie av Ghebremedhin et al. 2016. MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) anvandes bade pa framodlade kolonier och fran positiva blododlingar. Totalt ingick 63
karbapenemasproducerande gramnegativa isolat och 35 karbapenemresistenta isolat utan
karbapenemas. Fran blododlingsflaskorna utvanns en bakteriepellet motsvarande 107-10° CFU.
Bakteriepelleten I6stes sedan upp i en imipenemldsning och inkuberades i 37° C under 4 timmar fore
MALDI-TOF analys. Fér A. baumannii (ej Enterobacteriaceae) med OXA-, NDM- och VIM-gener kunde
bara 24/38 identifieras fran blododlingar, vilket gav en sensitiviteten pa 63,2 %. Av de 38
Acinetobacterisolaten bar 29 pa OXA-enzym, sensitiviteten att upptécka dessa var 72,4 %.
Sensitiviteten att upptdcka de 25 karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae- och P.
aeruginosa-isolaten (n=2) i inokulerade blododlingsflaskor var 96 %. Ett K. pneumoniae-isolat med
OXA-48 kunde inte upptackas. For ovrigt kunde alla KPC- (n=5), IMP- (n=3), NDM- (n=4), VIM- (n=6),
och OXA- (n=6) producerande Enterobacteriaceae och P. aeruginosa upptackas med MALDI-TOF

direkt fran inokulerade blododlingsflaskor. Specificiteten var 100 %. [26]

Snabb detektion av ESBL-producerande Enterobacteriaceae fran blododlingsflaskor med hjalp av
MALDI-TOF utvarderades i en spansk studie av Oviafio et al. 2014. | studien undersoktes totalt 141
blododlingsflaskor. Av dessa representerade 13 stycken riktiga bakteremier medan 128 stycken var
blododlingsflaskor inokulerade med kliniska bakterieisolat (1 mL av 0,5 McFarland standard). For
blododlingsflaskorna med riktiga bakteremier gjordes MALDI-TOFanalysen vid signal pa positiv vaxt

(BacT/Alert 3D (Biomerieux)) medan analysen for flaskorna med tillsatta kliniska isolat gjordes efter
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24 timmar. MALDI Sepsityper Kit (Bruker Daltonik GmbH) anvandes, tillverkarens anvisning foljdes
forutom att tvattloésningen anvandes tva ganger istallet for en gang i sista steget. Indikatorantibiotika
var cefotaxim och/eller ceftazidim och cefotaxim/ceftazidim med klavulansyra. Inkubation gjordes i
60 eller 120 min vid 37° C fére MALDI-TOFanalys. Av de 128 bakterieisolaten var 22 helt kdnsliga for
cefotaxim och ceftazidim, 12 isolat bar pa AmpC-enzym och 94 uttryckte ESBL (vilka bekréftades med
fenotypiska eller molekyldra metoder). Av de 13 bakteremierna utgjordes 10 av E.coli (7 av dessa bar
pa ESBL och 3 var helt kdnsliga), och 3 utgjordes av Klebsiella pneumoniae som alla uttryckte ESBL.
Sammantaget var sensitiviteten att upptédcka ESBL-producerande Enterobacteriaceae fran
blododlingsflaskor 99 %. (Ett E.coli-isolat (blacrx-m-12, MICcrx=12mg/L, MICcaz=< 1mg/L) kunde inte
identifieras, dock noterades en mycket svag cefotaximhydrolys hos detta isolat.) Specificiteten var
100 %. Sensitivitet och specificitet for MALDI-TOFanalyserna av de riktiga bakteremierna var vardera
100 %. For AmpC-producerande Enterobacteriaceae var sensitiviteten 83 % (10/12) och specificiteten
100 %. Svar erhdlls inom 2 timmar (5 min proteinextraktion, hydrolys-analys 90-120 min, spektrum
forvarv och analys 15min). Detektion av antibiotikahydrolys gick fortare med 6kande MIC-véarde. |
studien noterades att CTX-M enzym kan hydrolysera cefotaxim pa 60 minuter. CMY-2 som ar det
vanligaste AmpC-enzymet i studieregionen behover ca 120 minuter for att hydrolysera ceftazidim.
Ovriga betalaktamaser har olika hydrolyseringstider beroende péa respektive antibiotika MIC.
Klavulansyra tillsattes for att utesluta narvaro av icke-ESBL mekanismer. Nar klavulansyra tillsattes
forsvann topparna fran CTX/CAZ-hydrolysen vid ESBL-mekanism, medan alla AmpC-producerande

stammar hade oférdandrade toppar nar klavulansyra tillsattes [27].

| en brasiliansk studie av Carvalhaes et al 2014 undersdktes kliniska blododlingar avseende
karbapenemasaktivitet med MALDI-TOF. Hundra stycken blododlingsflaskor valdes slumpmassigt ut
och MALDI-TOF MS identifierade 21 av 29 (72,4%) av de karbapenemasproducerande isolaten direkt
fran positiva blododlingsflaskor efter en 4 timmar Iang inkubationsperiod. Av de 21 isolat som
identifierades kunde 17 stycken detekterades redan efter 2 timmar. For att detektera KPC-2 var

sensitivitet respektive specificitet 100 % (n=17 Enterobacteriaceae) och for SPM-1 100 % (n=1 P.
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aeruginosa). Samre resultat sags for A. baumannii (ej Enterobacteriaceae) med OXA-23 och OXA-72
dar 3/11 karbapenemasproducerande isolat kunde detekteras. Foljande dag kunde de 8 6vriga
karbapenemasproducerande isolaten identifieras med MALDI-TOF fran framodlade kolonier.
Ertapenem anvandes som indikatorantibiotikum. Samtliga 29 isolat som identifierades som

karbapenemasproducerande med MALDI-TOF konfirmerades med PCR och DNA-sekvensering. [28].

| en spansk studie fran 2014 undersoktes 40 positiva blododlingar direkt med MALDI-TOF. Av dessa
inneholl 19 blododlingar karbapenemasproducerande Enterobacteriaceae- och P. geruginosa isolat,
och 21 inneholl karbapenemasnegativa isolat. For varje stam inokulerades blododlingsflaskor
(BACTEC) med 10 ml farskt sterilt blod och 1 ml suspension innehallande 10-100 CFU (18-24 h odling)
av 0,5 McF och inkuberades tills att positiv vaxt kunde detekteras. De karbapenemaser som
undersoktes i studien var IMP (n=5), VIM (n=10), OXA-48 (n=3), KPC (n=1). Ertapenem anvandes som
indikatorantibiotikum. Tva isolat (1 Enterobacter cloaceae och 1 E. coli) klassificerades felaktigt som

karbapenemasproducerande, detta pga. overuttryck av AmpC. Sensitiviteten var 100 % och

specificiteten var 90 %. Svar erhélls inom maximalt 4,5 timmar [29].

96 % (alla A.
b .
OXA (n=36), KPC (:_ng)a nnt
Gheb dhin B, =5), VIM (n=7), PCR och o )
Maldi-TOF ebremedhin, |, o |(n=5), VIM(n=7), 300 oeh bortrakande, |100% 4h Imipenem
etal. IMP (n=3), GIM sekvensering sensitiviteten
=1), NDM (n=11 . "
(n=1) (n=11) férdem ar 63,2
%))
F typisk
Oviafio M, etal. [2014  |ESBL 104/141 enotypiska 99% 100% 2h CTX, CAZ
tester och PCR
100 % (alla A.
baumannii
Carvalhaes CG KPC-2(n=17), OXA- PCR och (n=11)
" [2014 23, (n=10) OXA-72 |29/100 . bortréknade, |100% 2-4h Ertapenem
etal. sekvensering L
(n=1), SPM-1(n=1) sensitiviteten
fordem ar 27
%).
IMP (n=5), VIM
H -Mallecot
Yogf; et 12014 |(n=10), OXA-48  |19/40 PCR 100% 90% 45h Ertapenem
! i (n=3), KPC (n=1)

Tabell 2. Detektion av ESBL/ESBLcarsa direkt fran positiva blododlingsflaskor med MALDI-TOF. Tidsatgdngen riknas fran
larmande blododlingsflaska.
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Lappdiffusionsmetoder

| en brittisk studie fran 2014 utvarderades cefpodoxim och cefpodoxim-klavulansyralappar (Oxoid,
Baskingstoke, UK) som placerats pa Iso-Sensitestagar bestrukna med blod fran spikade
blododlingsflaskor (n=40) och blod fran positiva patientblododlingar (n=23). En skillnad i zondiameter
>5 mm (cefpodoxim/klavulansyrazon-cefpodoximzon) bedémdes ESBL-positiv. Bland de 40 isolaten
som inokulerades i blododlingsflaskor var 22 stycken ESBL-positiva. Cirka 100 CFU mixades med 10
mL hastblod och inokulerades i BacT/ALERT (BioMerieux, Baskingstoke, UK) blododlingsflaska.
Flaskorna inkuberades 6ver natt. Tre droppar av den positiva blododlingen spreds sedan pa Iso-
Sensitestagar. Plattorna inkuberades aerobt i 37°C och granskades efter 3,5-6 h efter
inkubationsstart regelbundet for vaxt/zonmatning. En slutlig matning gjordes féljande dag. En E. coli-
stam véxte daligt och upptacktes ej inom tidsintervallet, i 6vrigt kunde 21/22 av de ESBL-positiva
isolaten upptackas inom 3,5-4,6 timmar. Resultaten for de ESBL-negativa Enterobacteriaceae kom

inom 3,5-5,25 h. Sedan testades dven de 23 positiva kliniska blododlingarna enligt ovanstaende

metod, samtliga 5 ESBL-producerande Enterobacteriaceae upptacktes inom 4,5-5,5 h [30].

Weinbren MJ, Samma test med
etal. BSAC-inokulat
Tabell 3. Detektion av ESBL/ESBLcarea direkt fran positiva blododlingsflaskor med Lappdiffusion. Tidsatgangen raknas fran
larmande blododlingsflaska.

Lappdiffusion CTX-M, TEM, SHV  |27/63 3,5-55h |Cefpodoxim

Genotypiska tester

PCR

Tre studier har inkluderats i litteraturgenomgangen for snabb detektion av ESBL/ESBLcarsa direkt fran
positiva blododlingar med hjalp av PCR. Tva metoder gick ut pa att detektera KPC och en metod
detekterade CTX-M. Sensitiviteten lag mellan 92.9 - 100 % och svar erhdlls inom 1,5-4 timmar. Nedan

foljer en kortfattad presentation av respektive studie.
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| en studie fran USA 2012 undersoktes 323 Enterobacteriaceae-isolat med PCR direkt fran positiva
blododlingsflaskor for att hitta KPC. Bland isolaten uppvisade 28 stycken (8,7 %)
karbapenemresistens genom automatiserad eller manuell resistensbestamning mot imipenem,
meropenem och ertapenem, eller med realtids-PCR. Sensitivitet, specificitet, PPV och NPV for RT-PCR
jamfort med automatiserad metod (for imipenem och meropenem, Vitek 2, BioMerieux) var 92,9 %,
99,3 %, 92,9 % och 99,3 %. Jamfort med Ertapenem disk-diffusionsmetod var motsvarande siffror
96,4 %, 99,7 %, 96,4 % och 99,7 %, (CLSI tolkningskriterier). Tidsvinsten fran larmande
blododlingsflaska till sakerstalld identifikation av karbapenemresistens anges till cirka 45 timmar

(fran 48 timmar till cirka 3 timmar) [31].

| en studie fran Israel 2011 validerades en multiplex TagMan realtidskvantitativ-PCR for detektion av
KPC, med human RNas-P-gen som internkontroll. Metoden tar mindre an 4 timmar och har
optimerats for att kringga de inhibitorer som férekommer i blododlingsbuljongen. | studien
utvarderades 323 set blododlingar, varav 55 stycken (17 %) innehdll karbapenemresistenta bakterier.
Sensitivitet, specificitet, PPV och NPV var 100 %. Detektionsgransen var 19 CFU per reaktionsmix i

Bactec-blododlingsflaskor med tillsatt humanblod [32].

| en japansk studie fran 2011 undersoktes gramnegativa bakterier med och utan CTX-M ESBL fran
positiva blododlingsflaskor med PCR f6ljt av mikrochip gelelektrofores. | studien undersoktes 255
blododlingsflaskor med avseende att identifiera bakterieart, och i 20 av fallen déar det fanns
misstanke om ESBL med combination disk method visade PCR-MGE att samtliga 20 isolat bar pa CTX-

M. Svar erhélls inom 1,5 timme [33].
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PCR Francis RO, etal. [2012 KPC

28/321(2
Salmonella spp
testades ej)

Automatiserad
metod (for
imipenem och
meropenem,
Vitek 2 AST card
GN35,
bioMerieux)

92,90%

99,30%

Francis RO, etal. (2012 KPC

28/323

ErtapenemAST
med Kirby-Bauer
disk-
diffusionsmetod
(CLSI tolknings-
kriterier)

96,40%

99,70%

Hindiyeh M, et al.[2011 KPC

55/323

Modified Hodge
test

100%

100%

4h

Fujita S, et al. 2011

CTX-M

20/255

Combination disk
method

100%

100%

1,5h

Tabell 4. Detektion av ESBL/ESBLCARBA direkt fran positiva blododlingsflaskor med PCR. Tidsatgangen rdknas fran larmande

blododlingsflaska.

Kolorimetriska

Kan upptacka ESBL- och

Svarare att hitta OXA-

snabbtest karbapenemasaktivitet [48-gruppens enzym.
oberoende avenzym, [Vissaproblem med
aven nya enzym. lyserat blod i en
Kraveringen dyr studie.
utrustning.
Enkelt att anvanda.

Maldi-TOF Kan upptacka ESBL- och |Relativt dyr
karbapenemasaktivitet |utrustning.
oberoende avenzym, |Kompetenskravande.

aven nya enzym.

Annat program an for
artbestamning kravs.
Vissa svarigheter att

upptacka OXA-48.

Lappdiffusion

Kan upptacka ESBL- och
karbapenemasaktivitet
oberoende av enzym,
aven nya enzym.
Kraveringen dyr
utrustning.

Enkelt att anvdnda.

Fa publikationer av
denna metod direkt
fran

blododlingsflaskor.

PCR

Ger snabb information
om specifika gener och
genvarianter.

Riktar sig mot kdanda
gener och
genvarianter, nya
enzym kan missas.
Kompetenskravande.
Relativt dyr
utrustning.

Tabell 5. Sammanstallning av férdelar och nackdelar med respektive metod.

15




Diskussion

De metoder for snabb detektion av ESBL- och ESBLcarsa-producerande Enterobacteriaceae direkt fran
positiva blododlingsflaskor som idag star till buds &ar kolorimetriska snabbtest, MALDI-TOF,
lappdiffusionsmetoder och PCR. Alla dessa metoder ger svar inom 0,5-5,5 timmar. Sensitivitet och
specificitet att upptacka ESBL och ESBLcarsa hos Enterobacteriaceae direkt fran positiva
blododlingsflaskor med ovanstaende metoder ligger mellan 91 — 100 % respektive 90 — 100 %.
Microarray kan ocksa anvandas for att detektera ESBL och ESBLcarsa direkt fran positiva
blododlingsflaskor men kraver langre tid till detektion, fran 6-8 timmar (personlig kommunikation, JT.

Fishbain) [34-35].

Flera av de inkluderade studierna i den har litteraturgenomgangen ar sma vilket gor det svart att dra
nagra storre slutsatser, men eftersom det inte finns manga studier inom omradet ar resultaten dnda
intressanta. Storre studier valkomnas dock. Resultaten som redovisas i litteraturgenomgangen
kommer till stor del fran laboratorier som utvecklat sjélva testerna, eller modifierat dem, och har inte
utvarderats i storre omfattning i andra studier. En ytterligare begransning med
litteraturgenomgangen ar att det endast ar metoder fér snabb detektion av ESBL och ESBLcagsa SOM

inkluderats, metoder for snabb detektion av andra resistensmekanismer har inte studerats ndarmare.

Bland de beskrivna metoderna i den har litteraturgenomgangen ar det ESBL NDP (ett kolorimetriskt
test) som ger snabbast resultat, inom 30 minuter enligt studien av Dortet et al. Studien med flest
antal undersokta isolat ar Carba NP-studien som omfattar 193 karbapenemaspositiva isolat, dock
baseras denna studie pa inokulerade blododlingsflaskor och ej pa blododlingar fran patienter.
Sensitiviteten att upptacka KPC, IMP, VIM och NDM ligger pa 100 %, medan OXA-48 ar svarare att
detektera. Problem att detektera OXA-gruppens enzym ses dven med MALDI-TOF, men da roér det sig
i de flesta fall om OXA-23 hos A. baumannii [26, 28]. Det kan ocksa tilldggas att dven andra

karbapenemaser som NDM och VIM hos A. baumannii dr svara att detektera med MALDI-TOF [26].
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Fordelarna med fenotypiska tester som kolorimetriska snabbtest, MALDI-TOF och lappdiffusion ar att
de kan upptacka ESBL- och karbapenemasaktivitet oberoende av vilket enzym som produceras, vilket
innebar detektion ocksa av nya enzym. Dessutom &r priset |agt vilket ar en stor fordel i
laginkomstlander dar andelen ESBL- och ESBLcarsa-producerande Enterobacteriaceae ofta ar hog.
Betalaktamresistens som orsakas av andra mekanismer an enzymproduktion, exempelvis
porinforlust, kan inte hittas med kolorimetriska snabbtest och MALDI-TOF. Misstanke om annan

resistensmekanism kan daremot uppkomma med lappdiffusion.

Fordelarna med molekyldarbaserade metoder ar att de snabbt ger information om specifika gener och
genvarianter. Dock staller de hdga krav pa personal och priset ar relativt dyrt. Ett problem med
realtids-PCR ar att betalaktamasgener som kraver andra val av primers inte kan upptackas, och
detektion av en ESBL/karbapenemasgen kan heller inte garantera att genen uttrycks. Dessutom
behovs detaljerad gensekvensanalys for att skilja mellan smalspektrum betalaktamaser och ESBL,

vilket géller TEM- och SHV-enzymtyper [23].

Att pavisa genotypisk resistens kan vara av stort intresse vid exempelvis utbrott, men fér en patient
som soker akut med sepsis racker det i regel att fa kdnnedom om den fenotypiska resistensen.

Vid fortsatt 6kning av ESBL/ESBLcarea kan det vara av varde att infora snabbtester fér blododlingar i
rutin i Sverige, om det kan goéra att svaret till behandlande ldkare kan na ut fortare. Nar en
blododlingsflaska larmar pa morgonen en vardag pa ett mindre laboratorium kommer svar om att
det kan rora sig om en ESBL/ESBLcarsa pa eftermiddagen. | dessa fall tillfér snabbdiagnostik med
kolorimetriskt snabbtest, MALDI-TOF eller PCR inte sa mycket, men de kan dock ge en viss tidsvinst
som kan vara av varde hos en svart sjuk patient. For en ESBL/ESBLcagrea-positiv blododlingsflaska som
larmar pa eftermiddagen torde vinsten med ett snabbtest for en svart sjuk patient vara mycket stor,
eftersom svaret da ges samma dag som flaskan larmar. | dagsldget ar det knappast kostnadseffektivt

att kora snabbtester pa alla blododlingar, men for svart septiska patienter eller patienter som ex
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vardats utomlands eller har nagon annan riskfaktor for ESBL/ESBLcarsa skulle snabbtest kunna géras.

Det ar da avgdrande med en god kommunikation mellan behandlande ldkare och laboratoriet.

Storsta vinsten med snabb detektion ar framfor allt att hitta ESBLcagea hos patienter med sepsis
eftersom dessa patienter i regel far behandling med betalaktamantibiotika och initialt &r helt utan
adekvat antibiotikabehandling. Detta géller forstas aven patienter med ESBL-sepsis, men dessa far
om de &r kraftigt allmdnpaverkade bredare behandling med ex karbapenemer. Snabb detektion ar
dven viktigt for att tidigt kunna satta in adekvata smittskyddsatgarder for att minska spridningen av

ESBL och ESBLcagrsa.
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