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Introduktion

Haemophilus influenzae ar en vanligt forekommande orsak till samhallsforvarvad infektion sasom
akut media otit, sinuit, exacerbation av KOL och pneumoni. Dessa infektioner orsakas av stammar av
icke-kapslade H. influenzae, sedan kapslade typ b stammar i stort har forsvunnit i stora delar av
varlden efter genomférda vaccinationsprogram (1). Da samhallsforvarvade infektioner med H.
influenzae idag till storsta delen behandlas empiriskt ar det darfor viktigt att évervaka férekomst av
resistens och resistensmekanismer for att kunna ge rekommendationer fér behandling (2).

Bakgrund

Den forsta resistensmekanism mot betalaktamantibiotika som beskrevs hos H. influenzae var
produktion av enzymet betalaktamas, vilket kunde géra penicilliner overksamma. Den forsta rapporten
om betalaktamas-positiv ampicillin-resistens (BLPAR) publicerades i USA 1974 (3). Férmagan till
resistens kunde spridas mellan bakterierna genom plasmider och de viktigaste mekanismerna beskrevs
som TEM-1 eller ROB-1 betalaktamas. Detta ledde sa smaningom till att kombinationen av
amoxicillin och betalaktamas-hdmmande klavulansyra skulle vara forstahandsmedel for behandling (2).

Pa 80-talet identifierades betalaktamas-negativa ampicillin-resistenta (BLNAR) stammar i USA, vilka
man till en borjan inte ansag utgjorde nagot storre kliniskt problem, da de forekom i lag frekvens i
samhallet. Mekanismen till denna resistens forklaras av mutationer i ftsl genen som kodar for
Penicillin-Binding Proteins (PBP). Mutationer leder till férdndrade aminosyror, vilka darmed
forandrar strukturen av proteinet och minskar dess formaga att binda till penicillin-molekyler. Till
skillnad fran helt kansliga stammar, dvs. betalaktamas-negativa ampicillin-kansliga (BLNAS) H.
influenzae, kan dessa resistenta stammar motsta penicilliner och cefalosporiner (4).

Ubukata et al (2001) var forst med att indela BLNAR stammar i tre olika grupper, utifran vilka
mutationer som intraffar i ftsl genen. Indelningen utgar ifran karaktaristiska substitutioner enligt
tabellen nedan (5).

Tabell 1. Gruppindelning av BLNAR utifran mutationer i ftsl genen.

Grupp | Substitutioner Grad av resistens

[ Arg-517 — His-517 Lag (Low-BLNAR)

I Asn-526 — Lys-526 Lag (Low-BLNAR)

" Arg-517 — His-517 Hog (BLNAR)
Met-377 — Ile-377, Ser-385 — Thr-385, Leu-389 — Phe-389

Substitutionen i grupp | sker néra den stabila aminosyrasekvensen Lys-Thr-Gly (KTG) och kan ske
isolerat eller i kombination med andra ndra eller perifera substitutioner i proteinet. Substitutionen i
grupp 11 sker ocksa i narheten av sekvensen KTG, och kan ske isolerat eller i kombination med andra
karaktaristiska substitutioner och delas darfor in i subgrupperna Il a-d. Grupp 111 karaktériseras av dels
samma substitution som i grupp | (Arg-517 — His-517), samt ytterligare tre samtidiga substitutioner i
nérheten av den stabila aminosyrasekvensen Ser-Ser-Asn(SSN) (6).

Ett forsok att forenkla indelningen har gjorts av Hasegawa et al (2004) som foéreslagit att isolat med
isolerade substitutioner i nédrheten av KTG-sekvensen skall betecknas Low-BLNAR och de med
substitutioner nara bade KTG och SSN betecknas BLNAR. Man finner olika grad av resistens i
grupperna, med hog grad av resistens i grupp 11l och intermediér resistens (BLNAI) i grupp | och Il
(7). Samtidig betalaktamas-medierad resistens och kromosomal resistens genom mutationer i ftsl gener
definieras som betalaktamas-producerande amoxicillin-klavulansyra-resistenta stammar (BLPACR)

(8)-



Prevalensen av betalaktamas-medierad resistens har 6kat successivt de senaste decennierna, dar studier
ibland annat USA har visat en okning fran 15,2 % (1983/84) till 36,4 % (1994/95) och 31,3 %
(1997/98) (2, 9, 10). Den kromosomala resistensen ar inte fullt lika val beskriven, men framfor allt i
Japan har man sett en 6kad spridning och darfor finns flera prevalensstudier gjorda.

I och med Okad spridning av resistens 0kar intresset for epidemiologiska studier av klonal spridning av
kromosomalt resistenta H influenzae stammar. Genom pulsféltselektrofores (PFGE) kan man typa
stammar for epidemiologisk kartlaggning (4). Darigenom skulle man kunna oka forstaelsen for
spridningsmonster och utforma behandlingsrekommendationer dérefter.

Fragestallning

Mot bakgrund av det dkade problemet med kromosomalt resistenta stammar (BLNAR) av H.
influenzae, och ett behov av att kartlagga férekomst av klonal spridning som bidragande faktor fér den
okade prevalensen av BLNAR, har forfattaren fatt i uppdrag av RAF att utfora en litteraturgenomgang
av den senaste beskrivna prevalensen for BLNAR samt av klonal spridning, i varlden och i Sverige.

Metod

Litteratursokning har utforts via PubMed. Endast fritt publicerade artiklar har studerats i sin helhet,
annars har jag utgatt fran tillgangliga abstrakt. Aktuellt resistenslage i Sverige har hamtats fran
sammanstallda data frdn den nationella resistensévervakningen som presenteras via ResNet
(http://resnet.smi.se/ResNet/) och preliminéra resultat av en studie utférd vid SMI som presenterats vid
RAF-Ms workshop i maj 2010. Prevalens i Orebro Léns Landsting har hamtats frdn ResNet samt
extraherats frén insamlade data frdn Mikrobiologiska laboratoriet, Universitetssjukhuset i Orebro, for
perioden januari t 0 m augusti 2010.

Resultat

Litteratursoékning

Soker man i PubMed efter studier gjorda som berér BLNAR finner man vid dags dato (augusti 2010)
ett resultat enligt nedan.

Tabell 2. S6kning for BLNAR i PubMed augusti 2010.

Sokord [all fields] Antal traffar Prevalensstudier
Blnar 149 100*

Blnar AND Europe 13 11

Blnar AND United States 9 6

Blnar AND Sweden/Norway/Denmark/Finland 2 1

*Approximativt

Utgar man fran titlarna pa artiklarna kan man snabbt sortera bort ca 50 studier som inte beror
prevalensen av  BLNAR. De studier som da har exkluderats beskriver i forsta hand generella
antimikrobiella resistensmonster, metodbeskrivningar for resistensbestamning, fallrapporter, samt
prevalens for annan antimikrobiell resistens. Av de ca 100 studier som diskuterar prevalensen, har 10
publicerats under 2009 eller 2010. Noterbart ar att da majoriteten av studier om forekomst av BLNAR
har utforts i Japan ar de tillgangliga i sin helhet enbart pa japanska i flera fall, dar endast abstract finns
pa engelska. For att fa en jamforelse mellan de olika delarna av varlden har utover de 10 senast


http://resnet.smi.se/ResNet/

publicerade studierna ytterligare 4 artiklar fran Europa och en fran USA granskats, vilka publicerats
2007 eller 2008. Saledes har litteraturgenomgangen inkluderat totalt 15 artiklar.

Vid sékning for klonal spridning ser man att det finns fa studier publicerade enligt nedan.

Tabell 3. S6kning for klonal spridning i PubMed augusti 2010.

Sokord [all fields] Antal traffar Klonal spridning
Blnar AND clonal 8 6

Dessa artiklar diskuterar forekomst av klonal spridning i Japan (n = 2), USA (n = 1), Norge (n = 1),
Spanien (n = 1), samt elva europeiska lander (n = 1) (4, 27-31). Samtliga studier ar publicerade 2002
eller senare. Sokning istallet av termer, eller kombinationer av termer, som PGFE, Haemophilus, clone,
disseminate gav inte nagot ytterligare. Vid genomgang av artiklarna noterades ytterligare tre studier
(Japan, USA, Frankrike) som avhandlade klonal spridning, vilka inkluderades i sammanstéllningen, se
diskussion (13,35,36).

Litteraturgenomgang - prevalens

Sawada et al. (juli 2010, artikel pa japanska) testade kansligheten for 1317 kliniska isolat av H.
influenzae vid en barnklinik i Japan under perioden 2004-2008. Man kunde konstatera att 83 (6,3 %)
av dessa isolat avsag H. influenzae typ b (Hib). Man sag 47,8 % BLNAS, 32,7 % BLNAR, 8,9 %
BLNAI, 6,8 % BLNPAR och 3,7 % BLPACR (11).

Pérez-Trallero et al. (juli 2010) gjorde en multicenterstudie i Spanien pa 34 spanska sjukhus mellan
2006-2007, dar man inkluderade 2736 isolat av H influenzae. Man jamforde resultaten med tidigare
studieresultat fran 1996-1997, 1998-1999 och 2001-2002. Under denna 11-arsperiod sag man en trend
i minskad resistens, dar prevalensen av ampicillin-resistenta stammar gick fran 37,6 % till 16,1 %,
betalaktamas-produktion fran 25,7 till 15,7 % och betalaktamas-negativ ampicillin resistens (BLNAR)
fran 13,5 till 0,7 % hos H influenzae. (12)

Kishii et al. (januari 2010) studerade 191 stammar av H. influenzae hos barnpatienter i Japan mellan
2005-2008. Stammarna isolerades fran vatska fran mellandrat hos barnpatienter med akut mediaotit.
Man noterade att andelen BLNAR var 49,2 %. Man kartlade mutationerna i ftsl genen och kunde
konstatera en ny substituering av aminosyror som inte setts tidigare. BLNAR stammarnas PFGE
profiler varierade stort, motsvarande variationen man ser hos BLNAR stammar i normalflora enligt
tidigare studier. (13)

Bae et al. (januari 2010) studerade 544 isolat av H. influenzae i Sydkorea mellan 2005 och 2006.
Isolaten togs fran nasala aspirat hos patienter som sokt vid ett av 20 primarsjukhus, aldern hos
patienterna framgick inte. Den totala resistensen mot ampicillin utgjorde 58,5 % och mot amoxicillin-
klavulansyra 10,4 %. Man sag 41,5 % BLNAS, 6,1 % BLNAR, 47,2 % BLPAR och 5,2 % BLPACR.
Vidare sag man en hogre andel BLNAR och BLPACR é&n forvantat och bland annat noterades for
forsta gangen i Korea ett isolat tillhorande grupp I11 med tre samtidiga substitutioner av aminosyror
(14).

Sakata et al. (december 2009) utvérderade 376 kliniska isolat av H. influenzae hos barnpatienter i
Japan avseende betalaktamasproduktion och resistens mot 20 antibiotika. Stammarna insamlades
under 2004 och jamfordes med 448 stammar som insamlats mellan 2000 och 2001. Man sag att
andelen BLNAR okade fran 28,8 % till 59,3 % under perioden. Fordelningen bland 6vriga stammar
var enligt tabellen nedan:



Tabell 4. Prevalens (%) for resistenta stammar bland H. influenzae i Japan (Sakata et al, 2009).

Resistens 2000-2001 2004
BLNAS 62,9 34,3
BLNAR 28,8 59,3
BLPAR 8,3 6,4

Totalt 100 100

| studien sag man att MIC-vérden av betalaktamantibiotika var 2 till 32 ganger hogre mot BLNAR &n
BLNAS. Av resultaten fran 2000-2001 framkom inte nagon 6kad tendens till resistens hos nagon av
subgrupperna avseende alder, tidigare antibiotikabruk eller deltagande i forskoleverksamhet. | studien
fran 2004sag man en 6kning av BLNAR i gruppen barn < 3ar (70 %), jamfort med barn > 3 ar (53 %)
och i gruppen som fatt betalaktamantibiotika tidigare. Deltagande i forskoleverksamhet paverkade inte
resultaten (15).

Goto et al.(december 2009) har studerat éver 10,000 isolat av olika bakterier avseende antibiotika
resistens i en longitudinell studie 6ver 25 ar. | den studien kan man utlasa att den totala andelen
ampicillin-resistenta stammar av H influenzae Iag stabilt mellan 10 och 20 % mellan 1986 fram till
1993. DA steg prevalensen till 40 % vilket till stor del forklaras av 6kad forekomst av BLNAR, dar
isolaten utgjorde 30 % av de ampicillin-resistenta stammarna, mot 15,4 % dessfoérinnan (16).

Sakata (augusti 2009, artikel pa japanska) utvarderade ampicillin-resistensen hos H. influenzae dver en
10- ars-period vid ett sjukhus i Japan. Isolaten var insamlade hos patienter med aldern 1 manad till 12
ar som behandlats vid barnklinik mellan 1999 och 2008. Andelen BLNAS var 87 % 1999 men sjonk
till 28,7 2008. Andelen BLNAR okade fran 2,9 till 43,3 % under perioden. MIC-brytpunkterna som
anvéndes var S <2 mg/L och R >4 mg/L (17).

Hagiwara et al. (juli 2009, artikel pa japanska) isolerade 122 H. influenzae fran luftvagarna hos vuxna
2007. Andelen BLNAS var 71 % (MIC <1 mg/L), BLNAR 25 % (MIC > 2 mg/L) och BLPAR 3,7 %.
Vid jamférelse med insamlat material fran 2002 kunde man se i genetiska studier att andelen BLNAS
Okat och att av de resistenta stammarna var andelen BLNAR konstant. Genetisk analys visade att
andelen BLNAR med en mutation i PBP3 minskat, till fordel for andelen med tva mutationer (18).

Sakano et al. (juli 2009, artikel pa japanska) studerade forandringar i antibiotikaresistens hos 606
stammar av H influenzae mellan 1997 och 2006 i Japan. Man sag att andelen BLNAS successivt
minskat fran 72 % (1997-1998), 69 % (1999-2000) till 31 % (2005-2006). Andelen BLNAR lag 2005-
2006 pa 65 % och man sag en signifikant 6kad andel hos barn under 3 ar (19).

Niki e et al. (juni 2009) har sammanfattat resultatet fran en studie utférd av Japanska foreningen for
kemoterapi. Man analyserade 206 stammar av H. influenzae som insamlats fran vuxna patienter med
véldefinierad luftvégsinfektion i Japan. Man testade 26 betalaktamantibiotika, varav fyra penicilliner
och tre kombinationspreparat av penicillin och betalaktamas-hdammare. Andelen BLNAI var 19,9%,
BLNAR 29,1% och BLPAR 6,7% (20).

Jansen et al. (oktober 2008) studerade 536 isolat av H. influenzae fran patienter med luftvagsinfektion
insamlade vid 18 europeiska och tva kanadensiska centra mellan 2006 och 2007. Man sag en total
ampicillin resistens pa 25 %. Andelen BLNAR var 11,4 % och BLPAR 13,6 %. Jamfort med en studie
utford av forfattarna 2004/2005 fann man en hdgre prevalens av ampicillin-resistens generellt. Man
sag att tredje generationens cefalosporiner och amoxicillin-klavulansyra hade fortsatt mycket hdg
aktivitet mot BLNAR (21).

Seral et al. (oktober 2008) sag i en studie av 220 isolat av H. influenzae fran ett sjukhus i Spanien som
insamlats mellan 2005 och 2006 en andel av 1,1 % (3 isolat) BLNAR (MIC > 4 mg/L) och 19 %
BLPAR. Aktiviteten for flera betalaktamantibiotika studerades. Man sag béast aktivitet hos cefditoren
(0,06 mg/L) pa BLNAR och pa BLPAR kunde man rangordna aktiviteten for cefditoren (0,03 mg/L) >



cefixime (0,06 mg/L) > ceftriaxone (0,12 mg/L) > cefuroxime (1 mg/L) > amoxicillin-klavulansyra (2
mg/L) > ampicillin (> 8 mg/L) (22).

Garcia-Cobos et al. (juli 2008) har utvérderat olika metoder for resistensbestdmning av H. influenzae.
Man studerade 94 Kkliniska isolat frdn American Type Culture Collection (ATCC) fran
luftvéagsinfektioner och invasiva infektioner hos barn och vuxna i USA. Man anvénde mikrodilution,
E-test och diskdiffusion och fann att stammarna i denna selekterade referenskollektion utgjordes av
BLNAS 26,6 %, BLNAR 36,2 %, BLPAR 21,3 % och BLPACR 16 %. Studien visade att metoderna i
flera fall inte gav dverensstimmande resultat (23).

Dabernat et al. (juni 2007, artikel pa franska) har i sin artikel beskrivit epidemiologin hos H.
influenzae stammar som insamlats 2004 vid Centre National de Référence i Frankrike. Man sig
andelen betalaktamas-producerande stammar vara 26,3% (BLPAR). Man konstaterar att cefpodoxime
kvarstar som det mest aktiva antibiotikan mot H. influenzae oavsett resistensmekanism, féljt av
pristinamycin, telithromycin och amoxicillin-klavulansyra (24).

Skoczynska et al. (april 2007) presenterar resultaten fran en studie dar betalaktamresistens hos 344
isolat av H influenzae har undersokts. Proverna kom fran patienter med samhallsférvarvad
luftvagsinfektion i Polen och samlades in mellan 2002 och 2004. Totalt sett var 9 % betalaktamas-
positiva BLPAR. 12,8 % ansags vara BLNAR och 0,3 % (ett isolat) BLPACR. Man utférde PFGE pa
45 isolat, vilket indelade isolaten i 15 typer varav tva var dominerande och bestod av 4 resp. 6
varianter med 15 resp. 10 isolat. Sammanfattningsvis sag man en stigande prevalens av BLNAR (25).

Litteraturgenomgang - klonal spridning

Skaare et al. (2010) publicerade online i september 2009 en studie pa H. influenzae utford i Norge.
Man analyserade 46 isolat fran 15 laboratorier, dar 23 var resistenta stammar (MIC 1-2 mg/L) och 23
kansliga kontroller (0,125 - 0,5 mg/L). Isolaten var fran bade man och kvinnor i aldrarna 1 till 86 ar,
och fran bade nedre och dvre luftvagar. Isolaten var utvalda fran 484 insamlade isolat 2004. Syftet
med studien var att kartldgga mutationer i PBP3 och studera hur klonal spridning kan bidra till
uppkomst av PBP3 resistens. Man anvande sig av MIC-bestamning, gensekvensering av ftsl och
molekylé&r typning genom PFGE. Alla resistenta isolat uppvisade mutationen Asn526-Lys och
kategoriserades darfor som grupp Il low-BLNAR. 83 % tillhérde nagon av tva kloner, vilket visar pa
mojligheten att det ror sig om klonal spridning. Genom DNA sekvensering av ftsl och PFGE-mdnster
kunde man se att det fanns helt olika ftsl alleler bland annars genetiskt sett oseparabla isolat, och &ven
helt lika ftsl alleler i helt separata isolat (4).

Skaare presenterade del 2 av Haemophilusprojektet vid RAF-Ms workshop 2010 (publicerat pa
www.srga.org). Dar ingick 196 luftvagsisolat med icke-betalaktamas-medierad betalaktam-resistens (n
= 177) och kontroller (n = 17). Man utférde ftsl sekvensering, MIC-bestamning (enl CLSI), disk-
diffusion, samt betalaktamas-test. Resistensgenotyper utfoll sasom BLNAR 55,6 %, BLNAS 36,2 %
(inkl 17 kontroller), BLPAR 4,6 % och BLPACR 3,6 %. Man kunde se att ett alternativt PBP3 var en
god markor for klinisk resistens med hoga MIC-varden for BLNAR/BLPACR (MIC 0,5-8 mg/L), laga
for BLNAS/BLPAR (MIC 0,032-1 mg/L) och lagst for kontroller (MIC 0,032-0,5 mg/L) (26).

Garcia-Cobos et al. (juli 2007) studerade 354 isolat av H. influenzae fran luftvégar, likvor, pleura och
blod hos savél barn som vuxna i Spanien, vilka insamlats mellan 2001 och 2002, respektive 2004 och
2006. Man sag att 17,8 % var BLNAS, 56 % var BLNAR, 15,8 % var BLPAR och 10,4 % var
BLPACR. Man sag 28 olika mutationer i ftsl genen och 23 olika aminosyre-substitutioner. PFGE
visade att de flesta BLNAR stammar skilde sig genetiskt, men en klonal spridning observerades i en
grupp isolat med okad resistens mot cefotaxime och cefixime, vilka till storsta delen insamlats mellan
2005 och 2006. Flera av dessa isolat kom fran samma geografiska omraden i Spanien. Man sag ocksa
att BLNAR stammar med liknande PFGE-mdnster kunde kopplas till akut media-otit och konjunktivit
hos barn (27).



Hotomi et al. (november 2007) har utvarderat resistensen hos 264 isolat av H. influenzae insamlade i
Japan. Isolaten kom fran patienter med 6évre luftvagsinfektion, bade barn och vuxna. Enligt CLSI
riktlinjer sdg man att kansliga stammar utgjorde 61 % (MIC < 2 mg/L), intermediart kansliga 14 %
(MIC = 2 mg/L) och resistenta stammar 25 % (MIC > 2 mg/L). Av hela kollektionen utgjordes 33 %
av BLNAS. Enligt PCR genotypning hade 65 % av alla stammar mutationer i ftsl och var samtidigt
negativa for betalaktamasgenen (bla), och definierades darfér som genetiskt BLNAR stammar.
BLNAR stammarna kunde delas in i 37 % med grupp I/l mutationer och 28 % med grupp Il
mutationer. Man kunde identifiera 3 kluster med 16 stammar bland BLNAR med identiska eller
mycket snarlika DNA monster. Dessa isolat hade snarlika resistensmonster med MIC 16 mg/L av
ampicillin (28).

Fluit et al. (maj 2005) jamforde resistensen hos H. influenzae insamlade 1997/1998 (n = 499) med
2002/2003 (n = 416). Isolaten kom fran patienter med luftvigsinfektion vid sjukhus i Osterrike,
Frankrike, Tyskland, Nederlanderna, Italien, Spanien, Portugal, Polen, Storbritannien, Irland och
Turkiet. Prevalensen var i de olika landerna enligt nedan.

Tabell 5. Prevalens (%) betalaktamresistens hos H. influenzae i 11 europeiska lander (Fluid, 2005).

1997/1998 2002/2003
Land Antal BLPAR BLNAR Antal BLPAR BLNAR
Osterrike 34 5,9 5,9 - - -
Frankrike 92 24,0 8,7 55 29,1 55
Tyskland 77 2,6 52 50 2,0 2,0
Italien 62 0,0 6,5 30 3,3 3,3
Nederlanderna 39 7.7 2,6 34 59 59
Polen 50 0,0 4.0 35 5,7 20,0
Portugal 41 7,3 14,6 34 38,2 11,8
Spanien 71 23,0 15,5 72 13,9 11,1
Storbritannien 33 21,2 18,2 33 21,2 18,2
Irland - - - 33 9,1 15,2
Turkiet - - - 40 50 75
TOTALT 499 11,0 8,8 416 13,7 9,6

Vid sekvensering av ftsl gener hos 20 utvalda BLNAR-isolat sdg man endast kanda mutationer. | tva
isolat fann man emellertid inga mutationer alls. Man sag ingen klonal spridning i denna studie. Saval
BLPAR- som BLNAR-isolat var kénsliga for cefixime, levofloxacin, moxifloxacin, azithromyzin och
telithromycin, daremot inte fullt kénsliga for andra testade cefalosporiner. MIC véarden bestdmdes
genom mikrodilution enligt NCCLS riktlinjer (29).

Karlowsky et al. (mars 2002) har publicerat en évervakningsstudie av 1434 insamlade isolat av H.
influenzae vid tva sjukhus i USA. Man fann 0,6 % BLNAR (nio isolat) med MIC 4 mg/L, dér alla
isolat var kansliga for amoxicillin-klavulansyra, cefuroxime, cefprozil, makolider och fluorokinoloner.
PFGE visade identiska bandmonster (Smal anvént som restriktionsenzym), vilket talar for klonal
spridning saval inom vardinrattningar som mellan sjukhus med skilda geografiska lagen. Detta skulle
antyda att isolat av samma PFGE-typ som pavisas i olika studier baserade pa populationer med skilda
geografiska lagen, skulle kunna harstamma fran samma stam (30).

Prevalens i Sverige och Orebro

Det finns ingen artikel publicerad som beskriver prevalensen for betalaktam-resistenta H. influenzae i
Sverige. Nationellt har man emellertid sett en 6kning av den totala méngden betalaktam-resistenta



stammar av H influenzae. genom de arliga punktprevalensstudier som presenteras i ResNet (sa kallade
100-stamsstudier). Andelen penicillinresistenta isolat har okat fran 11 % (1994) och 13 % (2005) till
23,3 % (2009) av isolaten. Man ser 6kningen tydligt for 2008 och att den fortsatter pa den hogre nivan
dven 2009. Samtidigt har andelen BLNAR okat till 4,2 % for ar 2009. Resultaten ar baserade pa
lappdiffusionstest med penicillin V respektive cefaklor.

For att finna en forklaring till denna Okade resistens mot betalaktamantibiotika har SMI med
laboratoriernas hjalp samlat in isolat for fordjupad analys av resistensmekanismer och for
epidemiologisk typning med PFGE. Varje deltagande laboratorium har skickat in 6 konsekutiva isolat
ur 100-stamsstudierna fran 2008 och 2009 som uppfyllde kriterierna med hamningsszoner av
penicillin V 10ug < 16mm och/eller cefaklor 30ug < 23mm. Av de 242 insanda betalaktam-resistenta
isolaten var cirka tre fjardedelar betalaktamas-producerande (BLPAR) och ¢vriga betalaktamas-
negativa (BLNAR). Totalt sju isolat hade bada resistensmekanismerna och klassades alltsd som
BLPACR. Till dags dato har hélften av isolaten analyserats med PFGE. Den prelimindra analysen
visade en stor variation av PFGE-moénster hos BLNAR medan ett par storre kluster av BLPAR-isolat
redan kunde identifieras. Nar hela materialet ar analyserat bér man kunna uttala sig om ifall den dkade
forekomsten av betalaktam-resistenta H. influenzae kan bero pa en spridning i samhallet av vissa
framgangsrika kloner (32).

I Orebro lans landsting har prevalensen av betalaktam-resistenta H. influenzae varierat enligt ResNet.
Mellan &ren 1999 och 2005 lag den pa 11-17 %. Ar 2008 sig man en kraftig okning till 34 % for att
2009 ater vara 15,8 %. Inrapportering av BLNAR har gjorts enbart 2008 och 2009, dar man ser en
okning fran 1 till 3,2 %. Ser man till prevalensen 2010 hos patienter med prov inskickade pa grund av
ovre luftvagsinfektion, kan man extrahera data t 0 m augusti 2010 som visar en prevalens for total
betalaktam-resistens pa 16 % (85/528). Av dessa utgdrs 9,3 % av BLPAS, 5,9 % av BLNAR och
0,9 % av BLPACR.



Diskussion

Det finns manga studier som beror prevalensen for BLNAR i olika subpopulationer i Japan, men
betydligt farre for Europa och USA. Flera av studierna ger divergerande resultat, men bilden av en
okad forekomst av BLNAR stammar tycks anda sta klar. Resultaten sammanfattas i nedanstaende
tabell.

Tabell 6. Prevalens (%) betalaktamresistens hos H. influenzae fran 15 studier 2007-2010.

Forfattare, Insamlat | Land Antal | BLNAS | BLNAI | BLNAR | BLPAR | BLPACR

publ ar ar

Sawada, 2004- Japan 1317 47,8 8,9 32,7 8,9 3,7

2010 2008

Pérez- 2006- Spanien 2736 - - 0,7 - -

Trollow, 2007

2010

Kishii, 2010 | 2005- Japan 191 - - 49,2 - -
2008

Bae, 2010 2005- Sydkorea 544 415 6,1 47,2 5,2
2006

Sakata, 2009 | 2004 Japan 376 34,3 - 59,3 6,4 -

Goto, 2009 2002 Japan - - 30,0 - -

Sakata, 2009 | 2008 Japan 3784 28,3 - 43,3 - -

Haiwara, 2007 Japan 122 71,0 - 25,3 3,7 -

2009

Sakano, 2005- Japan 606 | 31,0 - 65,5 - -

2009 2006

Niki, 2009 2006 Japan 206 19,9 - 29,1 6,7 -

Jansen, 2008 | 2006- * 536 - - 11,4 25,3 -
2007

Seral, 2008 | 2005- Spanien 220 - - 1,1 19,1 -
2006

Garcia- USA 94 26,6 - 36,2 21,3 16,0

Cobos, 2008

Dabernat, 2004 Frankrike - - - 26,3 - -

2007

Skosczynska, | 2002- Polen 344 - - 12,8 9,0 0,3

2007 2004

* 18 europeiska och 2 kanadensiska centra

Bést studerat dr emellertid den Okade forekomsten sedan 2002 av BLNAR bland barn i Japan.
Noterbart ar att i flera artiklar ingar savél kapslade som okapslade stammar, dven om de kapslade
utgdr en avsevart mindre del av materialet (11). Sammanfattningsvis ser man att prevalensen av
BLNAR beskrivs som 0,7-65,5 % i Japan och 1,1-26,3 % i europeiska lander. Den studie som berdr
USA som nyligen finns publicerad bygger pa isolat hamtade fran ATCC och visar 36,2% BLNAR.
Detta ar dock en missvisande prevalens da det bygger pa ett selekterat referensmaterial och inte
konsekutivt insamlade stammar. Aven den hogsta prevalensen beskriven i Europa med 26,3% har
studerats pa ett selekterat material och bor darfor tolkas med forsiktighet (24). Denna
litteraturgenomgang inkluderar enbart 15 studier och stracker sig tillbaka till och med 2009, gar man
langre tillbaka finns fler resultat.

EUCAST brytpunkter for ampicillin-resistens hos H. influenzae har bestamts som MIC S<=1,R > 1,
vilka implementeras i allt fler lokala riktlinjer i europeiska lander. CLSI skall dven ha liknande



brytpunkter, vilket dock inte gar att finna i offentligt publicerade dokument (33). Hotomi et al.(2007)
hanvisar till dessa dokument och refererar att dar aven definieras BLNAR stammar sdsom de stammar
utan detekterbar betalaktamas-produktion och med MIC for ampicillin 6ver 4 mg/L, stammar med
MIC = 2 mg/L anses intermediért kansliga (indeterminant) och kénsliga stammar skall ha MIC < 2
mg/L (28). Flera studier tycks dock inte utgd fran dessa brytpunkter vilket gor resultaten nagot
svarvarderade. En tendens har anda varit att folja CLSIs rekommendationer. Vidare diskuterar Hotomi
et al i sin studie att det inte finns nagon internationell konsensus gallande brytpunkter for BLNAR och
att andra brytpunkter finns foreslagna (34, 35). Dessutom har man sett att det inte alltid gar att
aterskapa resultaten for resistensfordelning av H. influenzae med Etest, dd MIC- varden for BLNAR
inte kan verifieras, ddremot har det visat sig Overensstdimma fér BLNAS.

Utbredningen av spridningsbendgna stammar ar sparsamt studerat saval i Japan som i Europa och
USA. Det framkommer i litteraturgenomgangen att man noterar spridda kloner i sjukvardsinrattningar
eller i samhéllet i 6vrigt. Gazagne et al. (1998) fann tidigt tendens till klonal spridning i en studie pa
29 isolat av BLNAR insamlade i Frankrike (37). Karlowsky et al. (2002) kunde beskriva en BLNAR
stam som pdvisades pa tva geografiskt skilda institutioner i USA (30). Aven Hotomi et al (2007) ség
klonal spridning i sin studie (28). Fluit et al (2005) studerade férekomst av BLNAR i flera europeiska
lander och kunde i sin studie inte se nagon klonal spridning (29). Slutligen kunde Kishii et al (2010) i
en artikel, som inte foll ut i sokningen for klonal spridning men som beskrev BLNAR, visa stora
skillnader i PEFGE-mdnster hos BLNAR stammar i sin studie, motsvarande vad som star att finna i
normalflora av H. Influenzae i luftvagar hos barn (13).

Sammanfattning

Sammanfattar man vad som skrivits om klonal spridning av H. influenzae ser man att resultaten skiljer
sig mellan studierna och darfor inte ger en enhetlig bild, eller tillrackligt stod for att klonal spridning
ar en bidragande faktor till den dkade prevalensen av BLNAR i varlden.

Tabell 7. Sammanstallning av klonal spridning fran 8 studier publicerade 1996-2010.

Forfattare, publ ar Land Slutsats

Gazagne et al (1998) Frankrike | Begrénsad klonal spridning. 20 unika genprofiler(Smal)
Karlowsky et al (2002) | USA Kloner inom ett sjukhus och mellan sjukhus.

Fluit et al (2005) 11 lander | Ingen klonal spridning

Hotomi et al (2007) Japan Klonal spridning av stammar med MIC 16mg/L
Sunakawa et al (2007) Japan Ingen klonal spridning

Garcia-Cobos et al Spanien Klonal spridning vid otit och konjunktivit

(2007)

Skaare et al (2009) Norge 83% (19/23) tillhorande tva kloner

Kishii et al (2010) Japan Manga olika PFGE profiler.

N&r man har letat efter epidemiologiska monster finns beskrivet att man tidigare sett en ©kad
forekomst av ampicillin-resistenta stammar av H. influenzae bland barn under tre ar och vid ckad
antibiotikaanvandning, men beldgg for att ndra samvaro inom barnomsorg skulle ge en klonal
spridning saknas. | de fall da klonal spridning identifierats har man sett kluster inom samma sjukhus
eller sjukhusets upptagningsomrade.

I Sverige finns inga publicerade studier om prevalensen for betalaktam-resistens, BLNAR eller
forekomst av klonalt spridda stammar av H. influenzae. Prevalensen av BLNAR ligger enligt ResNet-
data (100-stamsstudien) pa 4,3% 2009.
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