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Sammendrag

Antibiotikaresistens i form av karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier er en
okende helseutfordring pé verdensbasis. Plasmidmedierte karbapenemasegener gir okt

spredningspotensiale, og spres raskt til og mellom klinisk viktige Gram-negative bakterier.

Bachelorprosjektet ble utfort i regi av avdeling for medisinsk mikrobiologi ved St. Olavs
hospital, og hadde som hensikt & undersgke og evaluere MBT STAR-Carba kittets evne til &
detektere karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier. Metoden vil, dersom denne
tas i bruk, kunne bidra i avdelingens arbeid med & raskt bekrefte/avkrefte eventuell

karbapenemaseproduksjon i klinisk viktige Gram-negative bakterier.

Resultater for eventuell karbapenemaseproduksjon/karbapenemasegener i 35 utdelte
bakterieisolater ble opparbeidet ved bruk av metodene fenotypisk lappediffusjon, PCR og
O.K.N.V I Resist-5 og sammenlignet med resultater oppnddd av de samme bakterieisolatene

ved bruk av MBT STAR-Carba.

MBT STAR-Carba detekterte karbapenemaseproduksjon i alle de 23 bakterieisolatene med
kjent karbapenemaseproduksjon. Det ble ogsa detektert hydrolyse av imipenem i fire av
bakterieisolatene ved analysering med MBT STAR-Carba, selv om disse ikke hadde tidligere
pavist karbapenemaseproduksjon. I tillegg forekom uoverensstemmelse mellom resultatene

for fire andre prover som kan skyldes svakheter ved de ulike anvendte metodene.

Det ble konkludert med at videre tiltak er nedvendig for & kunne vurdere om MBT STAR-
Carba kan tas i bruk ved avdeling for medisinsk mikrobiologi ved St. Olavs hospital. Videre
tiltak ber inkludere helgenomsekvensering av bakterieisolatene hvor dette ikke var utfort i
forkant av bachelorprosjektet. Dette kan bidra i arbeidet med & underseke om MBT STAR-

Carba gjor feil i sin deteksjon av karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier.



Abstract

Carbapenemase production in Gram negative bacteria makes antibiotic resistance an
increasing global health challenge. Plasmid mediated carbapenemase genes facilitate the
spread of carbapenem resistance in and between Gram negative bacteria of clinical

importance.

This bachelor’s project was assigned by the Department of Medical Microbiology at St. Olavs
hospital in Trondheim, Norway. The project’s aim was to research and evaluate the MBT
STAR-Carba kit’s ability to detect carbapenemase production in Gram negative bacteria. If
evidence suggests that MBT STAR-Carba could be implemented in the laboratory, the
method could help with quick confirmation or debunking of carbapenemase production in

Gram negative bacteria of clinical importance.

The applied methods to achieve results about the assigned bacterial isolates were agar
tablet/disc diffusion method, PCR and O.K.N.V.I. Resist-5. Comparison of the results on the
bacterial isolates’ status on presence or absence of carbapenemase production and
carbapenemase genes were done between the previously mentioned methods and MBT

STAR-Carba.

MBT STAR-Carba detected carbapenemase production in all 23 bacteria isolates with known
carbapenemase production. In addition, hydrolyzation of imipenem in four bacterial isolates
were detected by MBT STAR-Carba, although these isolates had no previously detected
carbapenemase production. Discrepancies also occured between the achieved results for four

other isolates. These discrepancies may be due to weaknesses in the other applied methods.

It was concluded that further efforts are necessary to properly evaluate whether MBT STAR-
Carba can be implemented at the Department of Medical Microbiology at St. Olavs Hospital.
Further efforts should include whole genome sequencing of the bacteria isolates where this
had not been done previously to the bachelor’s project. This can contribute to the work of
researching whether MBT STAR-Carba makes errors in the detection of carbapenemase

production in Gram negative bacteria.
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1 Innledning

1.1 Viktigheten av antibiotika

Vanlige bakterieinfeksjoner kunne i preantibiotisk tid fa store, negative konsekvenser (1),
utbrudd av sykdommer som i dag enkelt kan behandles med antibiotika, medferte ofte hay
dedelighet. Et eksempel pé dette er barn som ble smittet av gruppe-A-streptokokker. Slik
smitte medferte en 10 % dedelighet for antibiotika ble oppdaget. I dag er det til

sammenligning minimalt med alvorlige folger av denne sykdommen (2).

Det var ogsa slik at bakterieinfeksjoner sterkt ekte risikoen for f.eks. postoperative
infeksjoner, og gjorde operasjoner og kirurgiske inngrep svert risikofylte. Oppdagelsen av
penicillin i 1929 er derfor en stor milepzl i medisinsk historie (1). Introduksjonen av
antibiotika til klinikken i 1940-4rene revolusjonerte evnen vér til & behandle
bakterieinfeksjoner (3). Antibiotika er helt avgjerende for inngrep som utferes i moderne
medisin fordi det benyttes i bade behandling av bakterieinfeksjoner og til forebygging av
postoperative infeksjoner (1). Pasienter kan takket veere antibiotika unngé dedelige
infeksjoner etter & ha fatt operert inn fremmedlegemer, og pasienter med nedsatt
immunforsvar, som bl.a. kreftpasienter, overlever tilfeller med sepsis grunnet adekvat

antibiotikabehandling (1).

En studie utfert ved Boston City Hospital 1 1929-1935 av inneliggende pasienter (n = 1586)
gir et bilde av virkeligheten 1 preantibiotisk tid. I denne studien ble dedeligheten av
pneumokokkpneumoni hvor bakteriemi ogsa inntraff undersekt. Dedeligheten blant disse

pasientene ble funnet & veere 28 - 100 %, avhengig av pasientenes alder (4).

I en annen, mindre observasjonsstudie fra 1944 utfort ved samme sykehus fikk pasienter (n =
37) syke med pneumokokkpneumoni penicillinbehanding. I 90 % av tilfellene oppherte akutte
symptomer hos pasientene innen 48 timer etter oppstart av penicillinbehandling (4). I 80 % av
tilfellene oppherte feber innen 48 timer. [ tillegg fikk ingen av pasientene bakteriemi eller
pussansamlinger i kroppens hulrom (empyem) som foelge av infeksjonen etter ren
penicillinbehandling (4). Pasientene som fikk penicillinbehandling i denne studien, hadde 81
% overlevelse. Mange av disse var 1 utgangspunktet alvorlig syke (4). Den hoye overlevelsen

er en kontrast til den hoye dedeligheten i den preantibiotiske studien fra 1929 - 1935 (1).



1.2 Betalaktamantibiotika

Den mest sentrale antibiotikagruppen som brukes i dag er betalaktamantibiotika. Det finnes
fire hovedklasser av disse; penicilliner, cefalosporiner, monobaktamer og karbapenemer (3).
Betalaktamantibiotika kjennetegnes ved en felles ringstruktur: betalaktamringen.
Betalaktamringen utgjor kjernestrukturen i alle betalaktamantibiotika (1,5). Figur 1 viser
kjemisk grunnstruktur for de fire gruppene betalaktamantibiotika. Betalaktamringen er

illustrert i rod farge pé figuren.
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Figur 1: Figuren illustrerer den kjemiske grunnstrukturen til de fire gruppene betalaktamantibiotika. De fire gruppene
kjennetegnes ved betalaktamringen som er farget i rodt. Figur tatt fra (1).

Betalaktamringen er hovedmekanismen til den antibakterielle funksjonen til
betalaktamantibiotika, ettersom denne reagerer med penicillin-bindende protein (PBP) som
finnes i bakteriens cellevegg (3,6). Bindingen av betalaktamringen til PBP inhiberer syntesen
av bakteriens cellevegg ved & hindre kryssbindingen av peptidoglykaner i bdde Gram-negative
og Gram-positive bakterier (6). Utilstrekkelig syntese av bakteriens cellevegg som folge av
inhibering av PBP resulterer i cellelyse (6,7). Figur 2 illustrerer hvordan PBP normalt deltar i
syntese av bakteriens cellevegg (A) og hvordan betalaktamantibiotika bindes til PBP sitt
aktive sete og dermed inhiberer kryssbindingen av peptidoglykanet i bakteriens cellevegg (B).
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Figur 2: Normal deltakelse av penicillin-bindende protein (PBP) i bakteriens celleveggsyntese (4), samt inhibering av

celleveggsyntese som folge av at betalaktamantibiotika bindes til bindingssetet i PBP (B). Betalaktamantibiotika har lignende
struktur med peptidoglykanets terminale D-Alanin og bindes derfor til PBP slik at kryssbindingen av peptidoglykan ikke
finner sted. Figur modifisert fra (8).

1.3 Resistensmekanismer hos betalaktamantibiotika

Overforbruk av betalaktamantibiotika har fort til resistensdannelse. Det finnes flere typer
resistensmekanismer. En av disse er modifisering av mélmolekylet PBP, som skyldes
mutasjoner i gensekvensen som koder for PBP eller at en annen versjon av PBP uttrykkes.
Redusert permeabilitet av antibiotika ved at bakterien nedregulerer porinkanaler i
cellemembranen, oppregulering av efflukspumper i cellemembranen som pumper antibiotika
ut av bakterien og produksjon av inaktiverende enzymer er andre eksempler pa

resistensmekanismer (3,9).

Blant Gram-negative bakterier er inaktiverende enzymer den mest sentrale
resistensmekanismen mot betalaktamantibiotika. Enzymene kalles betalaktamaser, og er en
fellesbetegnelse pa bakterieproduserte enzymer som inaktiverer eller edelegger

betalaktamantibiotika (3,5). Resistens mot betalaktamantibiotika skapes ofte som folge av en



kombinasjon av flere resistensmekanismer. I klinikken er resistensmekanismer som redusert
permeabilitet- eller okt effluks av betalaktamantibiotika ofte kombinert med betalaktamaser

(3). Figur 3 viser eksempler pé vanlige resistensmekanismer rettet mot betalaktamantibiotika.
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. Betalaktamantibiotika enzymer

Figur 3: Figuren illustrerer resistensmekanismer mot betalaktamantibiotika. Resistensmekanismene inkluderer: Redusert
opptak av betalaktamantibiotika som folge av nedsatt permeabilitet eller okt effluks (4), endring av mdlmolekylet PBP (B) og
inaktiverende enzymer (C). Figur basert pd (1), samt en illustrasjon fra en intern presentasjon fra faglig veileder ved

avdeling for medisinsk mikrobiologi (AMM) ved St. Olavs hospital.

Betalaktamaser inaktiverer betalaktamantibiotika ved a hydrolysere betalaktamringen. Figur 4

viser kloyvingen av betalaktamringen i penicillin (3,5,9).
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Figur 4: Figuren viser en betalaktamase som hydrolyserer betalaktamringen i penicillin. Figur tatt fra (10).



1.4 Antibiotikaresistens

1.4.1 Spredning av resistensmekanismer

Gener som koder for resistensmekanismer (resistensgener) kan vere plassert pa bakteriens
kromosom eller vare plassert pa mobile genetiske elementer 1 bakterien, som f.eks. plasmider
(3,5). Spredningen av resistensmekanismer kan skje ved vertikal eller horisontal
genoverforing. Grunnlaget for vertikal genoverfering er viderefering av gener gjennom
bakteriens formering. Bakterier formerer seg ved mitose, hvor morbakterien og
datterbakterien blir kloner av hverandre. Morbakterien overferer sine identiske gener til
datterbakterien. (11). I tillegg kan det under DNA-replikeringen oppsta mutasjoner, som kan

resultere i nye resistensgener som viderefores til nye datterbakterier (12).

Bakterier har ogsé evnen til & spre resistensgener gjennom horisontal genoverfering, hvor
gener overfores til andre bakterier av samme art, eller av forskjellige arter og subarter.
Overforingen av gener utferes ved hjelp av plasmider eller andre genetiske elementer (5,11).
Plasmider er sirkulaere dobbeltradige DN A-molekyler som deler seg uavhengig av bakteriens
kromosomale DNA, da de ikke er integrert her (13). De kan inneholde gener som koder for
egenskaper som skaper resistens mot antibiotika, og resistensgenet blir da plasmidmediert.
Resistensgener overfort gjennom horisontal genoverforing viderefores til neste generasjon av

bakterier via mitose (5,11).

Det kan forekomme opphopning av flere resistensgener pa samme plasmid. Resistensgenene
pa plasmidet kan dermed vare rettet mot flere ulike antibiotikagrupper, eller kode for flere
ulike betalaktamaser (3,5). En bakterie betegnes som multiresistent dersom den er resistent
mot 3 eller flere antibiotikagrupper (5). Figur 5 beskriver hvordan multiresistens utvikler seg

ved overforing av flere resistensgener til et plasmid.

Figur 5: Illustrasjon av oppsamling av resistensgenser (4, B og C) pa plasmid, en prosess som forer til multiresistens. Figur

tatt fra (5).



Plasmidmediert resistens anses som en sterre risiko enn resistensgener plassert pa bakteriers
kromosom, da de plasmidmedierte genene kan spres raskere, ogsa mellom ulike bakteriearter

og fore til multiresistens (5).

Utviklingen av antibiotikaresistens styres av evolusjonsprinsippet (11). Bakterier som utvikler
en bestemt type resistens, vil overleve eksponeringen for tilsvarende antibiotika og proliferere
(12). Utvikling og bruk av nye generasjoner antibiotika har dermed ogsa bieffekten at det kan
oppsté bakteriestammer med utviklet resistens (14). Det er i dag pévist resistensgener og
resistensmekanismer mot alle tilgjengelige antibiotika som benyttes i behandlingen av klinisk
viktige bakterier. I tillegg er det ikke utviklet noen nye antibiotikaklasser de siste 20 drene (1).
Utviklingen av antibiotikaresistens styres av evolusjonsprinsippet (11). Bakterier som utvikler
en bestemt type resistens, vil overleve eksponeringen for tilsvarende antibiotika og proliferere
(12). Utvikling og bruk av nye generasjoner antibiotika har dermed ogsa bieffekten at det kan
oppsta bakteriestammer med utviklet resistens (14). Det er i dag pévist resistensgener og
resistensmekanismer mot alle tilgjengelige antibiotika som benyttes i behandlingen av klinisk

viktige bakterier. I tillegg er det ikke utviklet noen nye antibiotikaklasser de siste 20 arene (1).

1.4.2 Utvikling av nye grupper betalaktamantibiotika
Antibiotika har revolusjonert medisinske behandlingsmuligheter. Likevel kan ikke fungerende
antibiotika regnes som en selvfelge. Ved oppdagelsen av penicillin i 1929 advarte forskeren

Alexander Fleming om muligheten for at bakterier kunne utvikle resistens mot penicillin (1).

Den forste generasjonen av penicilliner, som inkluderer penicillin G som Fleming oppdaget,
kan kun brukes i behandling av et smalt spekter med bakterier, bla. Staphylococcus aureus (S.
aureus) og noen andre Gram-positive kokker (2,15). Det ble oppdaget resistens mot penicillin
G til og med for det ble tatt 1 klinisk bruk. Betalaktamaser utgjorde en sentral
resistensmekanisme mot penicillin G (5,15). For & motarbeide resistens mot betalaktamer ble
det benyttet to ulike metoder. Den ene metoden inneberer produksjon av penicilliner som
ikke hydrolyseres av betalaktamaser (15). Den andre metoden innebarer bruk av
betalaktamase-inhibitorer, som inneberer at antibiotikaen er tilsatt molekyler eller substanser
som hemmer bestemte betalaktamaser. Bakterien som produserer den aktuelle betalaktamasen
opptrer dermed mindre resistent ved kontakt med betalaktamase-inhibitoren (15,16).
Betalaktamase-inhibitorer administreres sammen med betalaktamantibiotika, og gker effekten

av antibiotikabehandlingen mot den resistente bakterieinfeksjonen (16,17).



Tidlig pa 1960-tallet ble mer bredspektrede penicilliner, eksempelvis ampicillin, introdusert.
Dette middelet er aktivt mot et bredere spektrum bakterier og var en av de forste penicillinene
med noe aktivitet mot Gram-negative bakterier. Ampicillin kan brukes i behandling av
infeksjoner som f.eks. Haemophilus influenzae (H. influenzae), Escherichia coli (E. coli) og
Proteus mirabilis (P. mirabilis). Dessuten hadde middelet en nedsatt sensitivitet til

betalaktamaser, da det var i stand til & beskytte betalaktamringen (5,15).

Bakterier utviklet likevel resistensmekanismer mot ampicillin. Allerede i 1965, bare noen ar
etter ampicillin ble syntetisert for forste gang, ble den forste betalaktamasen rettet mot
ampicillin oppdaget. Genet som koder for denne betalaktamasen er plasmidmediert og sprer
seg derfor hurtig. Utviklingen av nye betalaktamantibiotika har gétt parallelt med oppdagelsen

av nye betalaktamaser siden dette (5).

Cefalosporinene ble utviklet som et svar pa produksjon av betalaktamaser rettet mot
ampicillin hos bakteriene E. coli og Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), samt
spredningen av disse betalaktamasene til andre bakteriearter som H. influenzae og Neisseria
gonorrhoeae (18). Cefalosporinene deles inn i generasjoner, fra 1. — 5. generasjons
cefalosporiner (5,15). Den forste generasjonen av cefalosporiner er smalspektret, og benyttes i
behandlingen av enkelte Gram-positive bakterier, eksempelvis S. aureus, streptokokker og
noen Gram-negative bakterier (15). For & utvide spekteret av bakterier dette middelet er
effektivt mot, ble ytterligere generasjoner av cefalosporiner syntetisert. 2. — 5. generasjons
cefalosporiner kan derfor benyttes i behandlingen av infeksjoner med enkelte Gram-positive

og Gram-negative bakterier (5,15).

Betalaktamgruppen karbapenemer, som er den nyeste generasjonen av betalaktamantibiotika
(19), ble utviklet som et svar pa spredningen av ekstendert spektrum betalaktamaser (ESBL)
(5). Strukturen til karbapenemer skiller seg fra penicilliner ved at den inneholder en
karbapenemring koblet til betalaktamringen, som beskytter den mot de fleste betalaktamaser
(20,21). Aktivitetsspektrumet til karbapenemer er bredere enn for penicilliner og
cefalosporiner, og benyttes i behandling av infeksjoner med bakterier som produserer ESBL
og AmpC-betalaktamaser (15,20,21). Det finnes flere resistensmekanismer mot
karbapenemer, hvor den vanligste er karbapenemaser (20). Tabell 1 gir en oversikt over det

antibakterielle spektrumet til ulike betalaktamgrupper.



Tabell 1: Oversikt over det antibakterielle spektrumet til betalaktamgruppene; penicilliner, cefalosporiner,
monobaktamer og karbapenemer. Dersom betalaktamet er aktivt mot Gram-negative og/eller Gram-positive
bakterier angis dette med «+». «(+)» betegner begrenset aktivitet og repertoar, og «-» betegner ingen aktivitet.

Tabell modifisert fra (5).

Betalaktamgruppe Eksempler Antibakterielt spektrum

Gram-negativ Gram-positiv

Penicilliner Smalspektrede Penicillin G - +
Bredspektrede Ampicillin ) +
Cefalosporiner 1. generasjon Cefalotin &) +
Cefaleksin
2. generasjon Cefuroksim + +
Cefoxitin
3. generasjon Cefotaksim + +
Ceftazidim
4. generasjon Cefepim + +
Cefpirom
5. generasjon Ceftobiprole + +
Ceftaroline
Monobaktamer - Aztreonam + -
Karbapenemer - Imipenem + +
Meropenem

1.5 Klassifisering av betalaktamaser

Betalaktamaser navngis avhengig av hvilket substrat de er spesifikke for, og dermed hvilken
betalaktamantibiotika de har evne til & hydrolysere. Dersom betalaktamasen har mest aktivitet
ovenfor penicilliner kalles den en penicillinase. Enzymer med mest aktivitet ovenfor

cefalosporiner eller karbapenemer kalles henholdsvis cefalosporinaser eller karbapenemaser
62

I dag er det oppdaget flere tusen ulike betalaktamase-enzymer. Det er to
identifikasjonssystemer som benyttes for a skille mellom de ulike enzymene, hvor Ambler-
systemet er det mest sentrale. Dette systemet deler enzymene inn i fire ulike klasser; A, B, C
og D, med bakgrunn i enzymenes hydrolytiske mekanismer. Klassene differensieres videre

inn i serin-betalaktamaser (SBL) og metallo-betalaktamaser (MBL). Fordelingen opptrer



ettersom SBL har aminosyren serin i sitt aktive sete og MBL er sink-avhengige.
Betalaktamasene fra klasse A, C og D inngér som SBL og betalaktamaser fra klasse B som

MBL (3).

De ulike klassene har flere sentrale betalaktamaser, eksempelvis AmpC fra klasse C. Denne
betalaktamasen har kromosomalt plasserte gener i mange viktige Gram-negative bakterier.
Klasse B og D betalaktamaser har aktivitet mot et bredt spektrum betalaktamantibiotika, som
inkluderer penicilliner, cefalosporiner og karbapenemer (3). Tabell 2 viser en oversikt over
hvilke klasser som inngér i Ambler-klassifiseringen, samt eksempler pé betalaktamaser som
inkluderes i hver klasse (3,20).

Tabell 2: Oversikt over Ambler-klassifiseringen. Betalaktamaser deles etter Ambler-klassifisering inn i serin-
betalaktamaser (SBL) og metallo-betalaktamaser (MBL), som kommer frem av tabellen. Tabellen viser ogsé

tilherende underklasser, hhv. Ambler-klassene A, C og D som er SBL, og B som er MBL, samt eksempler pa

hvilke betalaktamaser som inngar i hver klasse (3,20).

Ambler-klassifisering

SBL MBL
Klasser A C D B
Eksempler pa SHV AmpC OXA NDM
betalaktamaser! TEM CMY VIM
CTX-M FOX IMP
KPC DHA

IMI

! Forkortelser til de nevnte betalaktamasene: SHV (Sulfhydryl variant), TEM (navngitt fra en pasient ved navn
Temoniera), CTX-M (cefotaximase), KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) og IMI (Imipenem-
hydrolysing beta-lactamase) (3,20). CMY, FOX og DHA er familier av plasmidmedierte AmpC-betalaktamaser
(5). OXA (Oxacillin-hydrolysing carbapenemase) (20). NDM (New Delhi metallo-lactamase), VIM (Verona

integron-encoded metallo-lactamase) og IMP (Imipenem-resistant Pseudomonas) (20).

Det er andre klassifikasjonssystemer som forenkler inndelingen av betalaktamaser,
eksempelvis fordeling av ekstendert spektrum betalaktamaser (ESBL) (22). ESBL er en
gruppe betalaktamaser som kan hydrolysere penicilliner, cefalosporiner med ekstendert
spektrum og/eller karbapenemer, og skaper derfor en utfordring i behandlingen av
bakterieinfeksjoner (3,5,18). Disse enzymene kan videre deles inn i tre subgrupper; ESBL4,

ESBLwm og ESBLcarBA (5). Mange betalaktamaser fra Ambler-klassifiseringen inngér ogsa i



dette klassifikasjonssystemet. Dette skyldes at mange betalaktamaser fra Ambler-

klassifiseringen, ogsé regnes som ESBL (22).

ESBLA4 kjennetegnes ved at de hydrolyserer penicilliner, 1. — 4. generasjons cefalosporiner og
monobaktamer. De kjennetegnes ogsa ved at de inhiberes av betalaktamaseinhibitorer som
klavulansyre (3,5,18). ESBL som inngéar i denne subgruppen tilsvarer Ambler-

klassifiseringens klasse A ESBL-enzymer (22).

Subgruppen ESBLw tilsvarer Ambler-klassifiserings klasse C (22), og bestér av
plasmidmedierte AmpC-betalaktamaser og OXA-enzymer. OXA-enzymer fra denne
subgruppen er sjeldne, og det er derfor hovedsakelig plasmidmedierte AmpC-betalaktamaser
denne subgruppen bestar av (5). Her er det viktig & ta i betraktning at OXA-enzymene fra
Ambler-klasse C, og dermed ESBLw, ikke er de samme som OXA-enzymene fra Ambler-
klasse D (5,20). ESBLwm kjennetegnes ved at de hydrolyserer penicilliner og cefalosporiner
med ekstendert spektrum. Subgruppen kjennetegnes ogsa ved at de inhiberes av

betalaktamase-inhibitorene kloksacillin og borsyre (5).

ESBLcarsa bestér av karbapenemaser, ESBL-enzymer rettet mot karbapenemer. @kt forbruk
av karbapenemer har sannsynligvis fort til utviklingen og spredningen av disse enzymene.
Karbapenemaser har aktivitet mot stort sett alle betalaktamantibiotika, og bakterier som
produserer disse enzymene er derfor gjerne resistent mot alle betalaktamantibiotika.
Subgruppen ESBLcarsa tilsvarer Ambler-klassifiseringens klasse A, B og D ESBL-enzymer
(5,22). Tabell 3 viser en oversikt over subgrupper som inngar i klassifiseringen av ESBL,
samt eksempler pa ESBL som inkluderes i hver subgruppe (5,20). En fullstendig oversikt over

denne inndelingen av ESBL kan sees i vedlegg 1.

Tabell 3: Oversikt over ESBL subgrupper, samt eksempler pA ESBL som inngér i hver subgruppe.

Klassifisering av ESBL
Subgrupper ESBLA ESBLwMm ESBLcarBa

Eksempler pa TEM Plasmidmediert KPC
ESBL SHV AmpC NDM
CTX-M OXA VIM

IMP

IMI

OXA-48
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1.6 Karbapenemresistens 1 Gram-negative bakterier

Béde Gram-positive og Gram-negative bakterier kan produsere betalaktamaser (3,5). Den
ledende resistensmekanismen blant Gram-positive bakterier er i dag en modifisering av
malmolekylet PBP. Resistensproblematikken rundt Gram-positive bakterier skyldes derfor i
all hovedsak andre resistensmekanismer enn produksjon av enzymer. Til sammenligning er
hovedresistensmekanismen til Gram-negative bakterier produksjon av betalaktamaser, hvor
mange av disse er plasmidmedierte. Grunnet bruk og overforbruk av betalaktamantibiotika
har plasmidmedierte betalaktamaser spredd seg til mange klinisk viktige Gram-negative
bakterier (3). Karbapenemresistens er ogsé mest utbredt blant Gram-negative bakterier, hvor

karbapenemaseproduksjon er den mest utbredte resistensmekansimen (20,21).

Infeksjoner med karbapenemresistente bakterier er en verdensomspennende helseutfordring
(21). 12017 publiserte WHO en liste over antibiotika-resistente patogene bakterier som ber
prioriteres (23,24). De Gram-negative karbapenemresistente bakteriene Acenitobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) og Enterobacteriaceae (f.eks. E. coli og

K. pneumoniae) er her av spesiell interesse (21,23,24).

Karbapenemresistent Enterobacteriaceae (CRE) vektlegges, hvor
karbapenemaseproduserende bakterier er av spesiell bekymring (20). Karbapenemase-
produserende Enterobacteriaceae (CPE) har gjerne plasmidmedierte resistensgener som oker
spredningspotensialet og kompliserer overvakning og smittesporing (20,23). Infeksjoner med
CPE har ofte fa behandlingsalternativer, da bakteriene gjerne er multiresistente (5,20,21).
Dedeligheten blant pasienter som smittes med slike bakterier er hoy, da pasienten ofte der av

sekundere sykdommer som infeksjon i blodet eller pneumoni (23,24).

1.7 Antibiotikaresistens 1 verden

Ulike land har ulike forutsetninger for a forhindre og bekjempe resistensutvikling. Blant annet
er den etablerte kunnskapen om utfordringene ved antibiotikabruk, resistensutvikling og
spredning varierende. Tilgjengelige ressurser, befolkningstetthet, sanitere forhold, standard
pa sykehusene, gkonomi, politikk og etablerte systemer for overvakning av sykdomsutbrudd
er noen av faktorene som har betydning for resistenssituasjonen i et land (25). Gjennomsnitts-
og lavinntektsland har dermed heyere forekomst av antibiotikaresistens enn hey-inntektsland
(26). Ifolge Verdens Helseorganisasjon (WHO) er humanitare kriser, krig og naturkatastrofer

andre faktorer som gir okt risiko for overforing av infeksjonssykdommer (27). Okende
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antibiotikaresistens forekommer i hele verden (25), og spesielt pa steder hvor antibiotika er

tilgjengelig uten resept (28).

Land i Asia-Stillehavs-regionen har hoy forekomst av antimikrobiell resistens, herunder
antibiotikaresistens (26). Regionen er ifolge WHO sannsynligvis mest risikoutsatt i verden for
antimikrobiell resistens (26,29), hvor et av landene som inngér i denne regionen er India. I en
systematisk oversiktsstudie fra 2021, «A One Health Review of Community-Acquired
Antimicrobial-Resistant Escherichia coli in India», tar mange av de omtalte studiene for seg
betydningen av enkel tilgang pa antimikrobielle legemidler som en forsterker av problemet

med antimikrobiell resistens i India (30).

Studien viser mikrobiell resistens i E. coli mot seks klinisk relevante legemidler. De isolerte
bakteriestammene i storsteparten av studiene (n = 20) kom fra kilder i miljoet, hovedsakelig
innsjeer, elver og vannreservoarer. I en av studiene som omtales i den systematiske
oversiktsstudien ble prevalensen av resistente koliforme bakterier, herunder E. coli undersokt.
Bakteriene ble isolert fra elva Yamuna, her ble 86,6 % av isolatene regnet som
multiresistente, med resistens mot tre eller flere legemiddelklasser. En fjerdedel av isolatene

var resistente mot 10 eller flere legemidler (30).

1 USA er det 2,8 millioner infeksjoner med antibiotikaresistente bakterier arlig og 35 000
arlige dedsfall som folge av disse infeksjonene. Dette kommer frem av rapporten «Antibiotic
Resistance Threats in the United States 2019» fra Centers for Disease Control and Prevention

(CDC) (31).

Antibiotikaresistens er ogsa en stor helseutfordring i den europeiske regionen til WHO, ifelge
rapporten «Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2022» fra European Centre for

Disease Prevention and Control (ECDC) og WHO sitt regionale kontor i Europa (32).

Med bakgrunn i invasive isolater hentet fra Europa sa man en forskjell i antimikrobiell
resistens (AMR) mellom Nordvest- og Serest-Europa, hvor forekomsten av AMR var klart
hayere i Serest-Europa. Dette gjenspeiles i situasjonen av resistens mot 3. generasjons
cefalosporiner i isolater av E. coli og K. pneumoniae, samt resistens mot karbapenemer i
isolater av E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa og Acenitobacter species (spp.).

Forekomsten av disse resistente isolatene er hoyere i Serest- enn Nordvest-Europa (32).

Forekomsten av resistens mot 3. generasjons cefalosporiner var heyere blant isolater av K.

pneumoniae enn blant E. coli. Spredningen av resistente isolater av K. pneumoniae er utbredt.
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Av totalt 41 land rapporterte 18 land i Europa at 50% eller mer av deres isolater var resistente
mot 3. generasjons cefalosporiner. Til sammenligning rapporterte fem av 41 land om det

samme for isolater av E. coli (32).

Antallet karbapenemresistente isolater av K. pneumoniae, P. aeruginosa og Acenitobacter
spp. er hayt. Til ssmmenligning var forekomsten av karbapenemresistente isolater av E. coli
sjeldne. Seks av 41 land i Europa rapporterte at 50% eller mer av deres K. preumoniae
isolater var karbapenemresistente. Til sammenligning rapporterte ingen land om det samme
for isolater av E. coli, men seks av 40 land 1 Europa rapporterte at 1% eller mer av deres E.
coli isolater var karbapenemresistene (32). Figur 6 viser en illustrasjon av hvilke land i
Europa som rapporterte om karbapenemresistente K. pneumoniae isolater, samt

prosentandelen disse utgjorde av det totale antallet K. pneumoniae isolater (32).

[ Mot included in surveillance network

[ Mo data or ¢ 10 isolates gg':':.

Non-visible countries
[ andorra
[ tiechienstein
[ Luxembourg
3 maita

I monace
[ san Marino

G o 000 2000 ksr

Figur 6: Figuren viser land i WHO-regionen i Europa som rapporterte om karbapenemresistente (imipenem/meropenem)
invasive isolater av K. pneumoniae, samt prosentandelen disse utgjorde av det totale antallet rapporterte invasive K.

pneumoniae-isolater. Dataen er fra 2020. Figur tatt fra (32).
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Figur 7 gir et eksempel pa utviklingen av karbapenemresistens blant K. pneumoniae isolater i

noen utvalgte europeiske land (33).

1

B Greece Ttaly Norway [l Germany || Portugal

Figur 7: Figuren viser prosentandelen karbapenemresistente K. pneumoniae-isolater rapportert fra noen utvalgte land i
Europa i perioden 2005 til 2020. Landene inkluderer: Hellas, Italia, Norge, Tyskland og Portugal, slik at bade Nordvest- og
Sorest-Europa representeres. Isolatene ble rapportert til ECDC, og det er dette datamaterialet som er representert i figuren.
Figur tatt fra (33). I soket er kategoriene «Antimicrobial resistancey, «Klebsiella pneumoniaey, « Carbapenems», «R —

resistant isolates, percentage» og «2020» valgt.

1.8 Antibiotikaresistens i Norge

Antibiotikaresistens er ogsa et aktuelt tema i Norge. Norsk overvékingssystem for
antibiotikaresistens hos mikrober (NORM) og Veterinarinstituttet produserer i samarbeid den
arlige rapporten NORM/NORM-VET. NORM/NORM-VET omhandler bruk av

antimikrobielle midler og forekomsten av antimikrobiell resistens (AMR) i Norge (34).

I rapporten fra 2020 under kapitlet «Human Clinical Isolates» ble blant annet forekomsten av
ESBL-positive og karbapenemresistente E. coli-isolater og K. pneumoniae-isolater fra
blodkultur og urinveier undersekt. Bakterieisolatene ble isolert fra pasienter i Norge i 2020.
Forekomsten presenteres i tabell 4. E. coli-bakterieisolatene ble opparbeidet over en periode
pa 6 maneder. De 22 diagnostiske laboratoriene i Norge og 11 referanselaboratorier bidro i
undersokelsen av bakterieisolatene og i overvakningssystemet av bakterieisolater av interesse

(35).
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Tabell 4: Forekomst i prosent (%) av meropenemresistente og ESBL-positive isolater av E. coli og K.

pneumoniae fra blodkulturer og urinveier fra pasienter i Norge, rapportert i NORM/NORM-VET i 2020.

Bakteriesiolat fra Antall bakterieisolater = Meropenemresistente = ESBL-positive
(n) isolater isolater

[70] [70]

E. coli (blodkultur) 2087 0,0 6,5

E. coli (urinveier) 2520 0,0 34

K. pneumoniae 632 0,0 9,7

(blodkultur)

K. pneumoniae 699 0,1 5,7

(urinveier)

Figur 8 viser utviklingen av prevalensen av ESBL-produksjon i bakterieisolater av E. coli og

Klebsiella species (K. spp.) fra blodkultur og urinveier. Bakterieisolatene ble opparbeidet ved

norske sykehus i perioden 2003-2020, og viser en lav men ekende prevalens av ESBL-

produserende bakterieisolater.
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Figur 8: Prevalensen av ESBL-produksjon i bakterieisolater opparbeidet fra pasienter i Norge i perioden 2003-2020.

Figuren omfatter ESBL-produksjon i bakterieisolater av E. coli og K. spp. fra blodkulturer og urin. Figur tatt fra (35).
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I NORM/NORM-VET 2020 ble det konkludert med at det i Norge fremdeles er lav forekomst
av antibiotikaresistens i kliniske bakterieisolater fra mennesker (34). Likevel skjer det en liten
okning i antibiotikaresistens over tid i kliniske bakterieisolater. Figur 9 viser prevalensen av
antibiotikaresistens for flere ulike antimikrobielle legemidler i E. coli-isolater fra urinveier i

perioden 2000-2020 (35).
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Figur 9: Prevalensen av antibiotikaresistens mot flere ulike antimikrobielle midler i E. coli-isolater fra urinveier.

Bakterieisolatene er opparbeidet ved norske sykehuslaboratorier. *TMS="Trimethoprim-sulfamethoxazole. Figur tatt fra (35).

I Norge er forekomsten av karbapenemresistente bakterieisolater fremdeles lav i forhold til 1
andre deler av verden. Likevel gker forekomsten ogsa her (36). En gkt forekomst av
antibiotikaresistens i verden gir okt risiko for spredning av antibiotikaresistente mikrober til
Norge, og det forekommer importsmitte av karbapenemase-produserende Gram-negative

bakterier til Norge, (34,36).

Figur 10 viser forekomsten av identifiserte karbapenemase-produserende Enterobacterales
(CPE) i Norge fra 2007-2020. 1 2020 ble det identifisert 57 isolater, som er litt hayere enn de
54 identifiserte isolatene 1 2018. 1 2019 ble 75 isolater av CPE identifisert. Nedgangen i 2020

fra 2019 antas & skyldes nedsatt reisevirksomhet under koronaviruspandemien (34,36).
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Figur 10: Antall identifiserte isolater av karbapenemaseproduserende Enterobacterales (CPE) i Norge fra 2007-2020. Figur
tatt fra artikkelen « Carbapenemase-producing Gram-negative bacteria in Norway 2020» presentert i NORM/NORM-VET
2020 (36).

NORM/NORM-VET-rapporten papeker nedvendigheten av gode rutiner for antibiotika-
forbruk og tiltak mot spredning av resistente bakterier. Videre innsats er nedvendig for &

opprettholde situasjonen med lav forekomst av antibiotikaresistens i Norge (34,35).

1.9 Resistensutvikling og spredning pa sykehus

Pasienter pa sykehus er en spesielt sérbar gruppe for infeksjoner. Immunsupprimerte pasienter
kan fa behov for antibiotikabehandling for & bekjempe infeksjoner som oppstar. I tillegg er
enkelte pasienter i utgangspunktet innlagt pa sykehus som folge av alvorlige infeksjoner som
krever antibiotikabehandling. Antibiotika benyttes ogsa forebyggende for & redusere risiko for

infeksjon under medisinske inngrep og operasjoner pé sykehus (1).

I primaerhelsetjenesten er det store omfanget av antibiotikabruk hovedutfordringen (37).
Primerhelsetjenesten og reseptbelagte kjop fra apotek utgjorde 84% av innkjepene av
antibakterielle midler, herunder antibiotika, i Norge i 2020 (38). I sykehus og pa sykehjem er
derimot utfordringen at det oftere benyttes bredspektret antibiotika og heye doser i behandling

av pasienter (37).

Sykehusene 1 Norge sto 1 2020 for omtrent 8% av innkjepte definerte degndoser (DDD) av
antibiotika til menneskelig bruk. Dette utgjor en drastisk nedgang fra 2019, hvor sykehusene
sto for 11% av innkjepte DDD. Det antas at nedgangen har ssmmenheng med

koronaviruspandemien (38).

17



Antibiotikabruk gir ekt grobunn for seleksjon av antibiotikaresistente bakterier (1). Eventuelle
antibiotikaresistente bakterier kan selekteres, ved at disse overlever antibiotikabehandlingen
som gis pasientene. Svekket normalflora som folge av antibiotikabehandling eker risikoen for
opportunistisk vekst av de resistente bakteriene. Oppvekst av antibiotikaresistente bakterier
kompliserer behandlingen av pasienten, og forlepet av infeksjonen kan bli svaert alvorlig nér

de resistente bakteriene fortsetter 4 vokse i pasienten (20).

Nar en pasient er berer eller har en infeksjon med antibiotikaresistente bakterier kan dette
ogsa fare til resistensspredning. Det er en risiko for at andre bakteriearter 1 pasienten eller i
sykehusmiljeet kan erverve antibiotikaresistens og multiresistens gjennom horisontal
genoverforing fra de allerede resistente bakteriene. Eksempelvis er den viktigste faktoren i

spredningen av karbapenemresistens helsevesen-assosiert spredning av CRE (20).

1.10 Tiltak mot antibiotikaresistens og spredning av antibiotikaresistens

For & hindre spredning av antibiotikaresistente bakterier pd sykehusene er det avgjerende med
rask deteksjon av resistente bakterier i de mikrobiologiske laboratoriene. Passende
smitteregimer kan da iverksettes og spredning til andre pasienter, ansatte og omgivelser kan
forhindres. Forhindring av spredning av resistente og multiresistente bakterier er et viktig
virkemiddel i kampen mot gkt antibiotikaresistens og utviklingen av flere antibiotikaresistente
bakteriearter. Et annet viktig tiltak mot antibiotikaresistens i sykehusene er & velge a bruke
smalspektret antibiotika over bredspektret antibiotika der dette er mulig. I statusrapporten for
styringsgruppen i 2018 var et av malene som ble arbeidet for a redusere bruken av

bredspektret antibiotika ved sykehus med 30 % fra 2012 innen utgangen av 2020 (37,39).

Overvéakning av resistenssituasjonen, og rapportering av nye resistenstilfeller er ogsa viktige
tiltak mot spredning av antibiotikaresistens. I Norge har Norsk overvikningssystem for
antibiotikaresistens i mikrober (NORM) en slik nasjonal overvakning av resistenssituasjonen.
NORM utgir arlig en felles rapport om antibiotikaresistens i bakterier fra mennesker og dyr

sammen med den veterinermedisinske utgaven av NORM (NORM-VET) (34,40).

For & kunne overvake resistente bakterier ma resistensmekanismene forst pavises.
Kompetansesenter for pavisning av antibiotikaresistens (K-res) er et referanselaboratorium
som mottar prever fra mikrobiologiske laboratorier i hele Norge. Her skjer en endelig

pavisning av resistensmekanismer, og felsomhet for spesielle antibiotika undersekes (41).

Enkelte bakterier som pévises i laboratoriet kan vaere meldepliktige, og ma meldes inn til

Meldingssystem for smittsomme sykdommer (MSIS). MSIS overvaker og registrerer
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forekomst av meldepliktige sykdommer i Norge (42). Forekomsten av karbapenemase-
produserende Enterobacterales (CPE), P. aeruginosa og Acinetobacter spp. har vart

meldepliktig til Meldesystemet for infeksjonssykdommer (MSIS) siden 2012 (34,36).

Andre viktige virkemidler mot okt antibiotikaresistens inkluderer korrekt og tilstrekkelig
antibiotikabehandling, samt & unngé unedvendig bruk av antibiotika (1). Holdningskampanjer
og spredning av informasjon om korrekt bruk av antibiotika bade i befolkningen og til
helsepersonell og leger er viktige tiltak for & forebygge antibiotikaresistens. Nasjonal
kompetansetjeneste for antibiotikabruk i spesialisthelsetjenesten (KAS) har ansvar for & spre

og bygge kompetanse om antibiotikabruk nasjonalt i Norge (43).

Norge utgver en restriktiv bruk av antibiotika. Det arbeides likevel stadig for & utforme og
oppnd mél om mer rasjonell og korrekt antibiotikabruk som skal bidra til forebygging av
resistensutvikling og spredning. Det norske Helse- og omsorgsdepartementet lagde i 2016 en
handlingsplan for & na malene til nasjonal strategi mot antibiotikaresistens i 2015-2020 (44).
Malsetningen til handlingsplanen var blant annet & redusere antibiotikabruken i den norske
befolkningen med 30 % fra nivaet i 2012 innen utgangen av 2020, og foreskrivingen av
antibiotika ved luftveisinfeksjoner med 20% i samme tidsrom (37,39,44). Malet ble nadd for
antibiotikabruk mot luftveisinfeksjoner, men ikke for antibiotika til systemisk bruk, som vist

av figur 11 hentet fra NORM/NORM-VET-rapporten fra 2020 (38).
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Figur 11: Figuren viser salg av antibiotika til menneskelig systemisk bruk (gra soyler) og til behandling av
luftveisinfeksjoner (bld soyler) i definerte dogndoser (DDD)/1000 innbyggere/dag. De stiplede soylene i tilsvarende farger

viser mdlsetningen for utgangen av 2020 for reduksjon i antibiotikabruk. Figur tatt fra (38).
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Resistenssituasjonen, retningslinjene for antibiotikabruk og forebyggende og motvirkende
tiltak varierer stort i ulike deler av verden. For & forebygge og bekjempe antibiotikaresistens
er det nedvendig med en holistisk tilnerming. Hoy forekomst av antibiotikaresistens ett sted
vil utgjere en helsetrussel alle steder pd grunn av faren for spredning (45). Derfor ma alle land
samarbeide med & innhente og dele informasjon om antibiotikaresistente mikrober. WHO har
utarbeidet en «Global Action Plan» som skal redusere effekten av antimikrobielle mikrober
gjennom ekt overvdkning av mikrober med antimikrobiell resistens i middels- og
lavinntektsland. «Global Action Plan» bygger pa prinsippet «One Health». Dette er en

tilneerming som tar for seg samspillet mellom mennesker, dyr og miljo i global helse (30).

1.11 P&visning av betalaktamresistens 1 laboratoriet
Ved avdeling for medisinsk mikrobiologi pa St. Olavs hospital brukes ulike metoder for
deteksjon av karbapenemresistente Gram-negative bakterier. Dette inkluderer metodene

fenotypisk lappediffusjon, PCR og O.K.N.V.I. Resist-5.

1.11.1 Fenotypisk pavisning med lappediffusjon

Ved funn av bakteriekolonier med resistens mot ekstendert spektrum betalaktamer, blir ofte
gradienttester eller lappediffusjon med kombinasjonslapper benyttet for & fenotypisk pavise
de ulike betalaktamasene det er mulig bakteriene produserer (5). De fleste laboratorier i Norge
benytter brytningspunkter fra EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) eller NordicAST (Nordic Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) (5,46). Tabellene fra disse to komiteene minner om hverandre, da NordicASTs
tabeller med brytningspunkter baserer seg pA EUCASTS tabeller, men NordicASTs tabeller

med brytningspunkter inkluderer kommentarer som er tilpasset nordiske forhold (46).

Enkelte betalaktamaser hemmes av betalaktamase-inhibitorer, et konsept som benyttes under
fenotypisk pavisning av betalaktamaser. Det benyttes ulike kombinasjonslapper avhengig av
hvilken subgruppe av ESBL som enskes pavist. Eksempelvis kan tilstedevaerelse av ESBLa
péavises ved & undersgke forskjell 1 brytningspunkter mellom ulike cefalosporiner, som
cefotaksim og ceftazidim, med og uten klavulansyre. ESBL A pévises gitt at forskjellen i
brytningspunkter er over Smm (5). Dersom bakteriekolonien produserer ESBL 4 vil
kombinasjonslappen med cefalosporinet og klavulansyre gi sterre hemningssone enn lappen
med cefalosporinet alene. Dette skyldes at ESBLa, som er resistensmekanismen til bakterien,

hemmes av klavulansyre. Det er synergi mellom cefalosporinet og klavulansyren.
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Eksempler pa utferelse av fenotypisk pavisning av ulike subgrupper av ESBL vises i tabell 5,

hentet fra (5,47). Dette er likevel bare en enkel oversikt, flere krav til pavisning av de ulike

ESBL subgruppene kan forekomme. Oversikt over algoritmer for pavisning av ESBL 4,

ESBLwM og ESBLcarBa kan ogsé sees 1 NordicASTs tabeller med brytningspunkter, v. 12.0
utgitt januar 2022 (47).

Tabell 5: Oversikt over eksempler pa hvordan fenotypisk pavisning utferes.

ESBL subgruppe

ESBLA

MBL

ESBLcarBa
(Spesifikt enzymet
KPC)

Kombinasjonslapper
Antibiotika Betalaktamase-
hemmere

Cefalosporiner (eks.

cefatoksim og

ceftazidim)

Karbapenemer (eks.

meropenem)

Karbapenemer (eks.

meropenem)

1.11.2 O.K.N.V.I. Resist-5

Klavulansyre

Dipikolinsyre (DPA)

Borsyre, EDTA

Synergi med

Klavulansyre

DPA

Borsyre

Krav til forskjell i

hemningssone [mm]

O.K.N.V.IL Resist-5 er basert pd antigen-antistoff-bindinger. Monoklonale antistoffer rettet

mot gitte karbapenemaser er strategisk plassert som linjer i membranen til lateral-flow-testen.

En identifiserende bokstav markerer den spesifikke plasseringen av stripen med monoklonale

antistoffer tilherende den bestemte karbapenemasen. I membranen til testen befinner det seg

gull-nanopartikkel-konjugater som vil skape komplekser med preven nar denne tilsettes. Dette

skyldes at membranen inneholder flere ulike konjugater, hvor hver enkelt er rettet mot en gitt

karbapenemase. Gitt at karbapenemasene det underseokes for er til stede i proven vil

kompleksene diffundere oppover membranen til de nér sitt respektive monoklonale antistoff,

reagere med dette og skape en synlig agglutinasjon. Denne agglutinasjonen vil observeres

som en red linje i membranen (48).
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1.12 Deteksjon av karbapenemaseproduksjon hos Gram-negative bakterier ved hjelp
av MBT STAR-Carba og MALDI-TOF MS

Rask deteksjon av eventuelle karbapenemaseproduserende bakterier i pasientprever er nyttig,

da dette kan bidra til en forbedring i behandlingen av pasienten. Dette er ogsé viktig mtp.

smittevern, da man kan redusere sannsynligheten for at bakterien spres videre (20,49).

Den nylig utviklede fenotypiske testen, MBT STAR-Carba, identifiserer
karbapenemaseproduksjon hos Gram-negative bakterier. MBT STAR-Carba benytter
analyseprinsippet MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry) (49). Denne metoden kan bidra i arbeidet med & raskt
bekrefte/avkrefte eventuell karbapenemaseproduksjon i klinisk viktige Gram-negative

bakterier.

1.12.1 MALDI-TOF MS

For ionisering med MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization) ma preven blandes
med matriks, plasseres pa en plate og terkes. Matriks krystalliseres og analyttmolekyler
innlemmes i krystallene. MALDI benytter en UV-laser som bestréler praven kokrystallisert
med matriks, slik at prove og matriks «skytes ut» fra platen de er adsorbert til. Matriks
ioniseres av laseren, og denne ladningen overfores til proven ved at matriks-molekylene
protonerer molekylene i proven. Noytrale molekyler fra proven har na fétt en ladning.
MALDI er en myk ioniseringsteknikk, da proteinene i proven omdannes til ioniserte
molekyler i gassfasen uten at de fragmenteres eller degraderes (50—53). Denne prosessen er

beskrevet i figur 12 nedenfor.
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Figur 12: lonisering av en prove kokrystallisert med matriks vha. MALDI. Figur tatt fra (50).
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Ionene som er dannet ved hjelp av MALDI vil bevege seg inn i time-of-flight (TOF)
masseanalysatoren hvor de akselereres i et magnetisk felt, og separeres i henhold til masse-
ladning-ratioen (m/z) deres. Ionene tilfares den samme kinetiske energien ved start, da vil
ionene med den laveste m/z-ratioen bevege seg raskere gjennom det magnetiske feltet enn de
med heoyere m/z-ratio. Dermed vil lettere ioner nd detektoren tidligere enn tyngre ioner. Ved &

madle tiden ionene benytter gjennom det magnetiske feltet kan storrelsen til ionene beregnes

(50-53).

Det dannes massespektre (MS), hvor m/z-ratioen plottes mot relativ mengde av ioner.
Forsteaksen viser dermed m/z-ratioen til hvert ion, og andreaksen viser mengden av hvert ion
i forhold til ionet det er mest av. Dette ionet, «base peaky, tildeles en relativ mengde pa 100%,
slik at de andre ionene fordeler seg deretter. Relativ mengde av et ion tilsvarer
signalintensiteten. lonet med en masse som tilsvarer det opprinnelige molekylet kalles et
molekylion. Molekylionet kan fragmenteres, og produktene som dannes kalles fragmentioner.
Béde molekylionet og fragmentionene vil derfor vere karakteristiske for forbindelsen som
analyseres (52). Figur 13 viser et eksempel pa et massespekter anskaffet ved bruk av MALDI-
TOF MS. De dannede massespektrene sammenlignes med kjente massespektre fra databaser,

og kan brukes i identifisering eller deteksjon av komponenter med kjente massespektre (53).
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Figur 13: Figuren viser et eksempel pd et massespekter anskaffet ved bruk av analysemetoden MALDI-TOF MS. Forsteaksen
viser m/z-ratioen til ionene og andreaksen viser signalintensiteten til ionene gitt i prosent (%). «Base peak» kan her sees ved
signaltoppen med hoyest signalintensitet, som er signaltoppen med m/z-ratio 2109,0288. Molekylionet er ionet med storst

masse, og kan sees ved signaltoppen med m/z-ratio 24E + 4. Figur tatt fra (52).
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1.13 Problemstilling
I denne bacheloroppgaven vurderes kittet MBT-STAR-Carba sin evne til & detektere

karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier ved bruk av analysemetoden MALDI-
TOF MS. Deteksjonsmetoden gjor det mulig & skille karbapenemresistente Gram-negative
bakterier som produserer karbapenemaser fra Gram-negative bakterier med andre

resistensmekanismer som gjor dem karbapenemresistente, samt bakterier uten

karbapenemresistens.
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2 Materiale og Metode

2.1 Prevemateriale og kontroller

I dette prosjektet ble 35 Gram-negative bakterieisolat undersekt for
karbapenemaseproduksjon. Dette inkluderer kjente referansestammer, bakterieisolat sendt fra
kompetansesenter for pavisning av antibiotikaresistens (K-res) i Tromsg, samt bakterieisolat
fra pasientprover fra avdeling for medisinsk mikrobiologi (AMM) ved St. Olavs hospital.
Bakterieisolat 6 - 24 var tilsendt fra og analysert ved K-res, bakterieisolat 25 - 34 var

pasientprover analysert ved AMM og bakterieisolatene 1 - 5 var referansestammer.

Bakterieisolatenes resistensegenskaper var kjent som folge av tidligere analysering ved de
ulike laboratoriene, for de ble tatt i bruk i bachelorprosjektet. Av de tildelte bakterieisolatene
var 23 av isolatene karbapenemresistente som folge av karbapenemaseproduksjon. 12 av
isolatene var karbapenemresistent med andre resistensmekanismer, eller ikke
karbapenemresistent. Oversikt over bakterieisolatene med pravenummer, bakterieart, evt.

referansestamme og kjente gen/resistensegenskaper er presentert i tabell 6.

Referansestammene var fra stammesamlingene Culture Collection University of Gothenburg
(CCUGQG) og American Type Culture Collection (ATCC) (54,55). Alle bakterieisolatene var
spredd pd blodagar (Columbia 5% Sheep Blood (SB)) ved prosjektstart.

Tabell 6: Tabellen presenterer bakterieisolatenes tildelte pravenummer, evt. referansestamme, bakterieart og

kjente gen/resistensegenskaper.

Tildelt provenummer Bakterieart Gen/resistensegenskap

(evt. referansestamme)

Positiv kontroll (Preve Klebsiella pneumoniae KPC

35)

(ATCCBAA1705)

Negativ kontroll (Preve Klebsiella pneumoniae Karbapenemase negativ
5)

(ATCC700603)

Prave 1 Klebsiella pneumoniae OXA-48
(CCUG64452)

Prave 2 - Karbapenemase negativ

(ATCCBAA1144)
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Prove 3
(CCUGS6233)
Prove 4
(CCUGS8547)

Preve 6

Prove 7
Prove 8
Proeve 9
Preve 10
Prove 11
Preve 12
Preve 13
Prove 14

Preve 15

Prove 16
Preve 17
Prove 18
Prove 19
Preve 20
Prove 21
Prove 22
Preve 23
Prove 24
Preve 25
Prove 26
Prove 27

Prove 28

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae
complex
Escherichia coli
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter absuriae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae
complex
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella variicola
Escherichia coli
Proteus mirabilis
Escherichia coli
Citrobacter species
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

complex

KPC

VIM

KPC

OXA-181
IMP-26
OXA-162
VIM-1
KPC-2
VIM-27
OXA-48
NDM-1
OXA-181
IMI-9

KPC-2

NDM-1

OXA-48

VIM-29

NDM-1

NDM-5

NDM-1

OXA-48

OXA-48
Karbapenemase negativ
Karbapenemase negativ

Karbapenemase negativ

Karbapenemase negativ
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Preve 29

Prove 30
Prove 31
Prove 32
Preve 33

Prove 34

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
complex

Hafnia alvei

Karbapenemase negativ

Karbapenemase negativ
Karbapenemase negativ
Karbapenemase negativ
Nedsatt felsomhet for
meropenem
Nedsatt felsomhet for

meropenem

To av de kjente referansestammene, ATCC700603 og ATCCBAA1705 ble anvendt som hhv.

negativ og positiv kontrollstamme for analysemetoden MBT STAR-Carba. Disse

referansestammene er spesifikt anbefalt til bruk som hhv. negativ og positiv kontroll for

metoden MBT STAR-Carba (56). Referansestammene som ble brukt som kontroller ved

MBT STAR-Carba kittet ble ogsa analysert som prever (prove 5 og 35) med de andre

anvendte analysemetodene. Dette inkluderer fenotypisk lappediffusjon, PCR og O.K.N.V.1.

Resist-5. Ved bruk av PCR ble interne kontroller ved AMM anvendt. Referansestammer for

kontroller og hvilke analysemetoder de ble anvendt ved er presentert i tabell 7.

Tabell 7: Oversikt over hvilke referansestammer som benyttes som kontroller ved analysemetodene fenotypisk

lappediffusjon, O.K.N.V.I. Resist-5, PCR og MBT STAR-Carba.

Analysemetode Kontroll Referansestammer for kontroller
ROSCO - Ingen referansestamme benyttet
som kontroll
PCR Positiv kontroll AS5-71 (NDM+)

0O.K.N.V.I Resist-5

MBT STAR-Carba

Negativ kontroll

Positiv kontroll

Negativ kontroll

CCUGS58547 (VIM+)
CCUGS56233 (KPC+)
CCUG64452 (OXA-48+)
Ingen stammereferanse benyttet
som kontroll
Ingen stammereferanse benyttet
som kontroll
ATCCBAA1705
ATCC700603
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2.2 Deteksjon av karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier ved bruk av
MBT STAR-Carba og analysemetoden MALDI-TOF MS
For a pavise karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier vha. MALDI-TOF MS ble
kittet MBT STAR-Carba (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) benyttet. Kittet inneholder alle
reagenser som er ngdvendig for & utfere metoden. Blant reagensene er «kMBT STAR-Carba
Antibiotic Reagent» som inneholder karbapenemet imipenem. Andre reagenser i kittet
inkluderer: MBT STAR Buffer, MBT STAR Matrix, MBT STAR Matrix Solvent og MBT
STAR-ACS (56). Instrumentet MALDI Biotyper sirius fra produsenten Bruker ble benyttet til
analyser utfort med MBT STAR-Carba Kkittet.

Analysemetoden detekterer en forskyvning i massespekter, som skyldes at bakterieproduserte
karbapenemaser hydrolyserer betalaktamringen i imipenem. Hydrolysering av
betalaktamringen endrer strukturen, og dermed massen, til imipenemet og forarsaker et
masseskift av imipenemets signaltopper (9). Figur 14 viser hvordan hydrolysering av

betalaktamringen til et betalaktamantibiotika endrer den kjemiske strukturen til molekylet.

lactamase ‘ “}—w o
ﬁ{ e

Figur 14: Figuren illusterer hydrolysering av betalaktamringen til betalaktamantibiotika, samt reaksjoner som folger. Figur
tatt fra (9).

Imipenem har forhandsdefinerte signaltopper som er karakteristiske for molekylet. Ved
hydrolysering av imipenems betalaktamring endres massen til imipenem, og dermed ogsé
signaltoppene. Hydrolysert imipenem har ogsa karakteristiske signaltopper. Instrumentets
software benytter signalintensiteten til de predefinerte toppene for bade hydrolysert og ikke-
hydrolysert imipenem til & beregne tallverdien logRQ for alle prevene som analyseres. Formel
1 viser hvordan logRQ beregnes. Denne verdien representerer graden av hydrolysering av

imipenem i preven. En hey logRQ-verdi representerer en hgy grad av hydrolysering (9).

Y. intensitieSpyarotyzed (D)

X intensitieSyon—hydrolyzed

log RQ =log

For hver analysegjennomkjering med MBT STAR-Carba ble det analysert en positiv og en
negativ kontrollstamme. Det blir ogsé beregnet logRQ-verdier for kontrollstammene, hvor

verdiene benyttes til 4 normalisere logRQ-verdiene til pravene (9).
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For at analysen skulle godkjennes matte den beregnede delta-verdien til kontrollene vere
>0,70. Delta er en verdi som benyttes til & vurdere kvaliteten til kontrollene. Delta beregnes
ved & trekke den negative kontrollens hayeste beregnede 1ogRQ fra den positive kontrollens
laveste beregnede logRQ. Disse verdiene utgjer de minst representative verdiene for
kontrollene. Dersom delta beregnes til lavere enn kravet (>0,70), vil ingen resultater

presenteres av instrumentet MALDI Biotyper sirius fra produsenten Bruker (9).

Provene plasseres i et diagram, hvor en predefinert «Decision limit» er satt. Figur 15 viser
eksempler pa presentasjon av praveresultat i det beskrevne diagrammet. «Decision limit» er
empirisk bestemt for karbapenemet som benyttes i kittet. Nedre og evre grense for «Decision

limity» er i dette kittet definert ved normaliserte logRQ-verdier satt til hhv. 0,2 og 0,4 (9).

Provene klassifiseres som negative (non-hydrolysert) dersom de har en normalisert logRQ-
verdi lavere enn den nedre grensen til «Desicion limity, og positive (hydrolysert) dersom den
normaliserte logRQ-verdien er hoyere enn gvre grense i «Desicion limit». Dersom prevene far
en normalisert logRQ-verdi innenfor «Decision limit» kan ikke pravene differensieres (9).

Figur 15 illustrerer dette.
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Figur 15: Figuren viser resultatet av en utfort analyse med MBT STAR-Carba kittet ved hjelp av analyseprinsippet MALDI-
TOF MS. X-aksen viser positiv kontroll, negativ kontroll og prover. Y-aksen viser normalisert logRQ-verdi. Prover og
kontroller hvor det ble detektert hydrolyse av imipenem er merket med oransje, og har en hoyere normalisert logRQ-verdi
enn ovre «Decision limity-grense. Prover og kontroller hvor imipenem er non-hydrolysert er merket med bld, og har en
lavere normalisert logRQ-verdi enn nedre «Decision limity-grense. Prover merket med gul er ikke differensiert, da de har en

normalisert logRQ-verdi mellom ovre og nedre «Decision limit»-grense.
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2.2.1 Utferelse av MBT STAR-Carba ved hjelp av analysemetoden MALDI-TOF MS
Bakterieisolatene ble spredd pa blodagar (Columbia 5% Sheep Blood (SB)) og inkubert i 18-
24 timer ved 35°C +/- 2°C (CO2 atmosfare), som anbefalt i manualen til MBT STAR-Carba
kittet. Nodvendige reagenser, som MBT STAR-Carba Antibiotic Reagent og MBT STAR

Matrix, ble ogsa tillagd for utferelse av deteksjonsmetoden.

Bakteriesuspensjoner ble laget ved & slemme bakterier (1 pL, hvit ese) i MBT STAR-Carba
Antibiotic Reagent. Bakteriesuspensjonene ble inkubert ved 35°C (+/- 2°C) i 30-35 minutter,
under en konstant risting pa 750rpm. Etter inkubering ble bakteriesuspensjonene (1 pL)
overfort til sin respektive brenn pa platen. Matriks (1 pL) ble deretter tilsatt til
bakteriesuspensjonene, for de ble analysert av instrumentet MALDI Biotyper sirius ved

AMM.
En detaljert fremgangsmate for denne metoden kan sees i vedlegg 2.

2.3 Deteksjon av karbapenemaseproduksjon 1 Gram-negative bakterier ved bruk av
andre anvendte analysemetoder

2.3.1 Fenotypisk pavisning av karbapenemaser med lappediffusjon

Alle bakterieisolatene ble undersekt for karbapenemasene KPC, MBL og OXA-48 med
fenotypisk lappediffusjon vha. kittet «kKPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit:
Carbapenemases» (Rosco, Danmark) (57). Bakteriekolonier ble hastet og slemmet i NaCl (0,9
%) til 0,5 McFarland. Losningene ble deretter spredd pa Muller Hinton agar (MH-agar) uten
blod, og antibiotika- og kombinasjonslapper ble plassert pa agaren. Antibiotikalappene og
kombinasjonslappene som ble benyttet er beskrevet i tabell 8. MH-agarene ble deretter

inkubert 1 16-20 timer ved 35°C +/-2°C i vanlig atmosfeaere.

Etter inkubasjon ble det undersokt for forekomst av synergi mellom antibiotika og
betalaktamase-hemmer. Eventuell forskjell i hemningssoner mellom meropenem-lappen
(MRP10) og kombinasjonslappene (MRPBO, MRPDP og MRPCX) ble sammenlignet med
kravene oppgitt i tabell 8. Denne tabellen er hentet fra St. Olavs EQS: «ESBL/ESBL carba
hos Enterobacterales, screening, funn, besvaring» (22). Figur 16 viser resultatet av fenotypisk

lappediffusjon for negativ kontroll (a) og positiv kontroll (b).
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Figur 16: lllustrasjon av utfort fenotypisk lappediffitsjon ved hjelp av Rosco-kittet. Figuren viser resultatet av fenotypisk
lappediffusjon for negativ kontroll (a) og positiv kontroll (b). For negativ kontroll (a) sees sveert liten differanse mellom
meropenemlappen (MRP10) og kombinasjonslappene (MRPBO, MRPDP og MRPCX). Bakteriestammen er negativ, og det
sees ikke synergi. For positiv kontroll (b) som er positiv for KPC sees synergi i kombinasjonslappen som inneholder
meropenem og borsyre (MRPBO). Differansen mellom hemningssonen rundt meropenem-lappen (MRP10) og
kombinasjonslappen MRPBO er storre enn 4 mm. Dette paviser tilstedeveerelse av KPC, og samsvarer med kravene oppgitt i

tabell 8.

Tilstedeverelse av OXA-48, OXA-48-lignende enzymer eller ESBL(a) kan verken bekreftes
eller avkreftes med denne metoden. OXA-48 er normalt resistent mot middelet temocillin,
men det har i senere tider blitt pavist OXA-48-lignende enzymer som er temocillin-sensitive.
Testen kan dermed ikke utelukke om bakterieisolatet er negativ eller positiv for OXA-48,
eller OXA-48-lignende enzymer. Dette gir en usikkerhet i resultatet, og md undersokes

ytterligere med supplerende tester, eksempelvis PCR og/eller O.K.N.V.I Resist-5.
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Tabell 8: Tolkning av resultater ved fenotypisk pavisning av karbapenemaser (ESBLcarga) 1 bakteriestammer fra

familien Enterobacteriaceae. Tabellen viser krav til differanse i millimetersoner mellom meropenem-lapp og

kombinasjonslapper.
Meropenem + Meropenem + Meropenem + Temocillin®
Phenylboronic DPA Cloxacillin 30 g
MRPBO MRPDP MRPCX
AmpC + porin Meropenem
loss 10 pg >4 mm <3 mm > 5 mm > 12 mm
MRP10 and
ESBL + porin Meropenem
loss (a) 10 pg <3 mm <3 mm <3 mm > 12 mm
MRP10
Meropenem
10 pg >4 mm <3 mm <3 mm Variable
KPC MRP10
Meropenem +
Cloxacillin >4 mm - - -
(MRPCX)
Meropenem
MBL 10 pg <4 mm >5mm <3 mm Variable
MRP10
OXA-48 and Meropenem
similars 10 pg <3 mm <3 mm <3 mm <= 12 mm
MRP10
OXA-48 + ESBL Meropenem
(a) 10 pg <3 mm <3 mm <3 mm <= 12 mm
MRP10

(a) Synergism CAZ / Clavulanate

(b) Hemningssonen rundt temocillin vurderes (ikke differansen til meropenems hemningssone). Temocillin er

ikke en kombinasjonslapp og man kan derfor ikke vurdere synergi med meropenem.
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232 PCR

Duplex PCR ble benyttet til & pavise resistensgenene VIM, NDM, KPC og OXA-48. Ved
denne metoden benyttes to prober som er spesifikk for hvert sitt gen. Hver av probene har en
unik fluorofor festet til seg slik at instrumentet kan skille mellom dem. Genene er fordelt i to

ulike PCR-reaksjoner kalt «Carba 1» og «Carba 2» som beskrevet i tabell 9.

Tabell 9: Liste over fluoroforer og resistensgener som ble benyttet under hver PCR duplex-analyse.

Carba 1 Carba 2
Resistensgen Fluorofor Resistensgen Fluorofor
VIM FAM KPC FAM
NDM Texas Red OXA-48 Texas Red

For PCR-analysen ble DNA isolert fra bakterieisolatene ved hjelp av varmelysering. Ett ror
med skrukork ble benyttet til hvert bakterieisolat. Det ble forst tilsatt fosfatbufret saltvann
(PBS) (200 pL). Bakteriekolonier (1 pL, hvit gse) fra isolatene ble slemmet oppi sitt
respektive ror med PBS-losning. Lesningene ble inkubert pd varmeblokk (Eppendorf
Thermomixer c¢), ved 95°C i 15 min, under konstant risting. Etter varmelysering ble alle

losningene fortynnet 1:10, med Molecular grade water (MGW, G-Biosciences).

Fremgangsmaten for utferelse av PCR-reaksjonen kan sees i St. Olavs hospitals prosedyre:

«ESBL CARBA, Enterobacterales real-time PCR» (58).

2.3.3 O.K.N.V.L Resist-5

O.K.N.V.IL Resist-5 (Coris BioConcept) ble benyttet til & pavise om bakterieisolatene
produserer karbapenemasene; OXA-48, KPC, NDM, VIM og IMP. Kittet inneholder to
lateral-flow-tester, som sees i figur 17. Den ene testen identifiserer OXA-48, KPC og NDM.
Den andre testen identifiserer VIM og IMP. Ved positiv test for en eller flere av
karbapenemasene dannes en red linje ved siden av karbapenemasens tilherende bokstav. For &
kunne vurdere et gyldig testresultat skal det ogsd dannes en red linje ved test-kontrollens
tilherende bokstav (C). Bokstavene O, K, N, V og I representerte henholdsvis
karbapenemasene OXA-48, KPC, NDM, VIM og IMP. Figur 17 viser resultatene av de to
lateral-flow-testene for hhv. negativ kontroll (a) og positiv kontroll (b). Begge test-kontrollene
fikk en rad eller lysered strek, som kreves for & kunne avlese et gyldig test-resultat. Negativ

kontroll (a) er negativ for alle de kjente karbapenemasene, da ingen ytterligere red linje kan
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sees. Positiv kontroll (b) er positiv for KPC, da en ytterligere red linje kan sees ved bokstaven
K.

Figur 17: lllustrasjon av utfort O.K.N.V.1. Resist-5 test. Figuren viser resultatet av negativ kontroll 5 (a) og positiv kontroll
(b), hvor testene hhv. er merket med «5» og «35». Begge testene kan godkjennes, da en rod linje kan sees ved kontrollstripen.

Enhver antydning til strek gjelder som et positivt resultat.

Testen ble utfort ved & lage bakteriesuspensjoner i buffer for hver av bakterieisolatene og
avsette 3 drdper av denne pa applikasjonsstedet for proven. Fremgangsmaten i1 vedlegg 3 ble
fulgt for & utfere lateral-flow-testen. Resultatene av testen ble avlest innen 15 minutter etter

applikasjon av prgven.
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3 Resultater

MBT STAR-Carba kittet ble testet ut pa 35 isolater som bestod av karbapenemresistente
bakterier med ulike resistentsmekanismer, samt isolater som ikke er resistente for
karbapenemer. For & evaluere MBT STAR-Carba kittet ble de samme isolatene testet og
sammenlignet med andre metoder som benyttes ved AMM i dag. Dette inkluderer O.K.N.V.I.
Resist-5, som péviser kjente karbaresistens-gener, og fenotypisk pavisning med
lappediffusjon. PCR er ogsa en metode som benyttes, selv om den ikke er ferdig validert.

Denne paviser ogsé kjente karbaresistens-gener.

3.1 Resultater oppnédd fra MBT STAR-Carba ved hjelp av MALDI-TOF MS

MBT STAR-Carba kittets evne til & detektere karbapenemaseproduksjon i Gram-negative
bakterier ved hjelp av analysemetoden MALDI-TOF MS ble her undersekt. Bakterieisolatene
ble analysert over flere analysegjennomkjeringer. Alle de presenterte gjennomkjeringene fikk
en delta pa >70 som oppfyller analysekravet for kvalitetskontrollene. Tabell 10 viser en
oversikt over resultatene fra MBT STAR-Carba. Denne tabellen beskriver provenes

differensiering, logRQ og delta for den aktuelle analysegjennomkjeringen.

Tjueto prever ble differensiert ved forste analysegjennomkjering. Resultatene er i tabell 10
merket som hydrolysert (H) eller non-hydrolysert (NH). Provene 2, 28, 29, 31 og 32 ble ikke
differensiert ved forste analysegjennomkjering. De aktuelle provene ble analysert pa nytt
samme dag ved bruk av de samme bakteriesuspensjonene, med unntak av preve 2 som ble

analysert pa nytt dagen etter.

Tabell 10: Oppnadde resultater for deteksjon av karbapenemaseproduksjon i bakterieisolatene ved bruk av MBT
STAR-Carba-kittet og analyseprinsippet MALDI-TOF MS. Prgver hvor imipenem ble hydrolysert er angitt som

H og prever hvor imipenem er non-hydrolysert er angitt som NH.

Provenummer Differensiering LogRQ Delta
1 H 2,00 0,80
2 NH -0,26 0,82
3 H 1,43 0,80
4 H 1,53 0,80
5 NH -0,48 0,82
6 H 1,38 0,82
7 H 1,06 0,82
8 H 1,26 0,82
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9 H 1,24 0,82
10 H 1,29 0,82
11 H 1,47 0,82
12 H 1,14 0,82
13 H 1,49 0,82
14 H 1,33 0,84
15 H 1,58 0,84
16 H 131 0,84
17 H 1,27 0,84
18 H 1,74 0,84
19 H 1,36 0,84
20 H 1,32 0,84
21 H 1,63 0,84
22 H 1,60 0,84
23 H 1,53 0,76
24 H 1,21 1,20
25 H 0,51 1,20
26 NH 0,04 1,20
27 NH 0,03 1,20
28 NH -0,18 0,71
29 NH 0,75 0,71
30 H 1,29 1,20
31 NH -0,83 0,71
32 NH -0,95 0,71
33 H 1,25 1,20
34 H 0,79 1,20
35 H 1,15 1,20
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3.2 Resultater fra anvendte metoder ved AMM

3.2.1 Fenotypisk pavisning av karbapenemaser med lappediffusjon

Tilstedeverelse av karbapenemasene KPC, MBL og OXA-48 ble fenotypisk pévist ved hjelp
av lappediffusjonskittet: «KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases». Tabell 11
viser antall prever som fikk pavist karbapenemasene KPC og MBL, samt hvilke prever som
fikk resultatet OXA-48 eller lignende karbapenemaser (OXA-48 like). Som vedlegg 4 ligger

en tabell med ytterligere resultater som ligger til grunn for oppsummeringen i Tabell 11.

Tabell 11: Resultater fra fenotypisk pavisning av karbapenemasene KPC, MBL og OXA-48 like i prover, samt

positiv kontroll-stamme (preve 35) og negativ kontroll-stamme (preve 5), ved bruk av lappediffusjonskittet fra

Rosco.
Karbapenemaser Antall positive prover
KPC 6
MBL 7
OXA-48 like! 22

ITilstedevaerelsen av OXA-48 like enzymer kan ikke bekreftes eller avkreftes med kittet: «KPC, MBL and
OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases». Bakterieisolater beskrevet som positive for OXA-48 like enzymer i

denne tabellen kan derfor ikke utelukkes at er negative for karbapenemaser.

3.22 PCR

Duplex PCR ble benyttet for & pavise karbapenemasegenene KPC, NDM, VIM og OXA-48 i
provene. Resultatene for provene, samt interne kontroller som er benyttet, er presentert i tabell
12. Fjorten av prevene ble negative for alle genene som pévises med PCR-metoden. Negativ
intern kontroll (MGW) for PCR-programmet ble ogsa negativ for alle genene. De negative

resultatene inngar ikke i tabellen. Ytterligere PCR-resultater kan sees i vedlegg 5 og 6.

Tabell 12: Antall praver som er positive, inkludert positiv og negativ kontrollstamme (hhv. Preve 35 og preve
5), for karbapenemasegenene KPC, NDM, VIM og OXA-48 ved bruk av duplex PCR. De positive interne PCR-

kontrollene er ogsé oppfert som positive for sine respektive karbapenemasegen.

Gener Antall positive prever Positive interne
kontroller

KPC 5 KPC+

NDM 5 NDM+

VIM 4 VIM+

OXA-48 8 OXA-48+
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3.2.3 O.K.N.V.L Resist-5

O.K.N.V.IL Resist-5, ble benyttet for & pavise produksjon av karbapenemasene OXA-48,
KPC, NDM, VIM og IMP i bakterieisolatene. De oppnédde positive resultatene presenteres i
tabell 13. Test-kontrollen ble godkjent for alle provene. Tretten av provene ble negative for

alle karbapenemasene som pavises med O.K.N.V.I. Resist-5 og inngar ikke i tabellen.

Tabell 13: Resultater oppnddd ved testen O.K.N.V.I. Resist-5 presenteres i tabellen. Antall positive praver for
karbapenemasene; KPC, NDM, VIM, OXA-48 og IMP er oppgitt.

Karbapenemaser Positive prover
KPC 5
NDM 5
VIM 4
OXA-48 8
IMP 1

3.3 Samlet fremstilling av resultater
Resultatene fra MBT STAR-Carba ble sammenlignet med resultatene fra fenotypisk
lappediffusjon, PCR og O.K.N.V.I Resist-5 som vist i tabell 14. De kvalitetssikrede

resultatene som er brukt til sammenligning vises ogsé i tabell 14.

For 27 av 35 (77,1%) bakterieisolater var det overensstemmelse mellom de ulike oppnadde
resultatene fra analysemetodene. Av de 27 bakterieisolatene med overensstemmelse i

resultatene var 8 (29,6%) non-hydrolyserte (NH) og 19 (70,4 %) hydrolyserte (H).

Som presentert i tabell 14 viser bakterieisolat 8, 14, 15, 20, 25, 30, 33, 34 uoverensstemmelse
i resultatene oppnadd fra enkelte av de anvendte analysemetodene. Disse utgjor 22,9 % av

bakterieisolatene.
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Tabell 14: Samlet fremstilling av oppnadde resultater for pavist karbapenemase/gen for bakterieisolatene ved

hjelp av MBT STAR-Carba, PCR, fenotypisk lappediffusjon og O.K.N.V.I. Resist-5. Tabellen viser ogsa en

oversikt over hvilke av bakterieisolatene som har kjente karbapenemaser. Resultater med uoverensstemmelse er

farget oransje.

Bakterieisolat | MBT Fenotypisk PCR O.K.N.V.I. Kjente
STAR- lappediffusjon Resist-5 karbapenemaser
Carba
1 H OXA-48* OXA-48 OXA-48 OXA-48
2 NH OXA-48 Negativ Negativ Karbapenemase
negativ
3 H KPC KPC KPC KPC
4 H MBL VIM VIM VIM
5 NH OXA-48 Negativ Negativ Karbapenemase
negativ
6 H KPC KPC KPC KPC
7 H OXA-48 OXA-48 OXA-48 OXA-181
8 H OXA-48 Negativ IMP IMP-26
9 H OXA-48 OXA-48 OXA-48 OXA-162
10 H MBL VIM VIM VIM-1
11 H KPC KPC KPC KPC-2
12 H MBL VIM VIM VIM-27
13 H OXA-48 OXA-48 OXA-48 OXA-48
14 H OXA-48* OXA-48 OXA-48 og NDM-1 og
og NDM NDM OXA-181
15 H KPC Negativ Negativ IMI-9
16 H KPC KPC KPC KPC-2
17 H MBL NDM NDM NDM-1
18 H OXA-48 OXA-48 OXA-48 OXA-48
19 H MBL VIM VIM VIM-29
20 H OXA-48 NDM NDM NDM-1
21 H MBL NDM NDM NDM-5
22 H MBL NDM NDM NDM-1
23 H OXA-48 OXA-48 OXA-48 OXA-48
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24
25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

NH

NH

NH

NH

NH

NH

H

OXA-48
OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

OXA-48

KPC

OXA-48
Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

KPC

OXA-48
Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

Negativ

KPC

OXA-48
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Karbapenemase
negativ
Nedsatt folsomhet
for meropenem
Nedsatt folsomhet
for meropenem

KPC

*Pravene er KPC og MBL negative ifelge tolkningstabellen til lappediffusjonskittet «KPC,
MBL and OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases».
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4 Diskusjon

4.1 Resultatsammenligning, styrker og svakheter ved metodene

MBT STAR-Carba detekterte hydrolyse av imipenem i alle de 23 bakterieisolatene som hadde
kjent karbapenemaseproduksjon. Det var ogsa samsvar mellom resultatene fra alle de
anvendte metodene for disse bakterieisolatene som presentert i tabell 14. Testen detekterte
ogsé hydrolyse av imipenem i pravene 25, 30, 33 og 34. Disse provene hadde ingen kjent
karbapenemaseproduksjon, og fikk heller ikke pavist dette med de andre anvendte metodene i
bachelorprosjektet. De anvendte metodene vil bare pavise bestemte karbapenemaser eller
karbapenemasegener. Ifolge tidligere rapporter som omtaler MBT STAR-Carba kittet kan
metoden detektere hydrolysering av imipenem, uavhengig av hvilket enzym som gjor dette
(59). En styrke med MBT STAR-Carba kan dermed vere at nye karbapenemaser kan

detekteres, som ikke kan detekteres ved bruk av de andre metodene.

Provene 33 og 34 har ikke en tidligere pavist karbapenemase eller et karbapenemasegen, men
hydrolyserte i dette prosjektet imipenem, som ble detektert av MBT STAR-Carba. Begge
disse bakterieisolatene har nedsatt felsomhet for meropenem, som tyder pé at en annen
resistensmekanisme kan veere til stede. Tidligere rapporter som omtaler MBT STAR-Carba
kittet papeker at metoden bare paviser karbapenemresistens i form av betalaktamaser. Andre
resistensmekanismer som porintap eller efflukspumper detekteres ikke, da dette ikke ender i
hydrolysering av imipenem som metoden kan péavise (59). En mulig forklaring pa detektert
hydrolysering av imipenem i prove 33 og 34 er at disse kan ha en karbapenemase til stede
som ikke detekteres av de andre anvendte metodene. Dette gjelder ogsé for prave 25 og 30.
En annen forklaring er at hydrolyseringen av imipenem i preve 25, 30, 33 og 34 ogsd kan
skyldes en tilfeldig feil av MBT STAR-Carba. For & kunne vare sikker pa om
hydrolyseringen skyldes en ukjent karbapenemase eller en tilfeldig feil vil et videre tiltak
vare 4 helgenomsekvensere de aktuelle bakterieisolatene. Provene bar ogsd analyseres pé nytt

for & undersgke om det samme resultatet reproduseres.

Ved litteratursgk gjennom databasene «pubmed» (60) og «oria» (61) ble det ikke funnet
fagartikler som antyder at deteksjon av karbapenemaser i bakterieartene til prove 25, 30, 33
eller 34 er mer krevende enn i andre bakteriearter. Bakterieartene til provene er henholdsvis
E. coli, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae complex (E. cloacae complex) og Hafnia
alvei. Det ble heller ikke funnet noen fagartikler som antyder at autohydrolyse kan ha

fordrsaket disse uoverensstemmelsene. Videre litteratursek péd eventuell autohydrolyse av
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imipenem ved bruk av MBT STAR-Carba kan vare aktuelt. Det samme kan litteratursek om

spesielle utfordringer knyttet til deteksjon av karbapenemaser i bestemte bakteriarter.

En annen viktig feilkilde & vurdere ved uventede resultater, er om det kan ha skjedd en
proveforbytting. En mulighet er & spre bakteriestammen pé nye skaler flere ganger, og utfore
analysene pa nytt. Fir provene samme resultat ved flere gjennomkjeringer er sannsynligheten
mindre for at det kan ha skjedd en proveforbytting. Helgenomsekvensering av proven etter

analysering er en annen mulighet for & utelukke at preveforbytting kan ha skjedd.

MBT STAR-Carba hydrolyserte imipenem 1 provene 8, 14, 15 og 20, noe som er forventet ut
fra at provene tidligere har fatt pavist karbapenemasegen. Det var imidlertid
uoverensstemmelse mellom enkelte av de oppnadde resultatene for provene i tabell 14, ved

bruk av de andre anvendte metodene.

For prave 8, som er IMP-26 positiv, er det overensstemmelse i resultatene mellom MBT
STAR-Carba og O.K.N.V.I Resist-5. PCR paviste som forventet ikke genet IMP-26 i prove 8,
fordi metoden kun paviser genene VIM, NDM, KPC og OXA-48. Ved fenotypisk
lappediffusjon ble ikke IMP-26 pévist, selv om dette er en MBL. Ifelge pakningsvedlegget til
«KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit: Carbapenemases» vil metoden kun pévise NDM- og
VIM-typer av MBL (62). Det vil derfor ogsa her vare forventet at IMP-26 ikke detekteres.

Prove 15, som er en E. cloacae complex, har et kjent karbapenemasegen, IMI-9. Det var
uoverensstemmelser mellom det kjente karbapenemasegenet og de anvendte metodene PCR,
O.K.N.V.IL. Resist-5 og fenotypisk lappediffusjon. En begrensning for disse metodene er at
genet/karbapenemasen IMI-9 ikke pavises. Et uventet resultat var at KPC ble pavist ved
fenotypisk lappediffusjon. Det kan vere verdt & underseke om det er av betydning at KPC og
IMI begge er karbapenemaser som tilherer Ambler-klasse A. Bade KPC og IMI hemmes av
betalaktamasehemmeren borsyre, som benyttes i lappediffusjonskittet «KPC, MBL and OXA-
48 Confirm Kit: Carbapenemases». | en rapport fra K-res (63) fikk IMI-positive
bakterieisolater av E. cloacae complex pavist KPC eller annen klasse A karbapenemase ved
bruk av det overnevnte lappediffusjonskittet. Dette underbygger overnevnte hypotese, og kan

vere en forklaring pd hvorfor fenotypisk lappediffusjon paviste KPC for prove 15.

Det er ogsé andre mulige arsaker til uoverensstemmelse mellom resultatene fra fenotypisk
lappediffusjon og de andre anvendte metodene, slik det ble for prevene 14, 15 og 20. Prove
14, som er NDM-1 og OXA-181 positiv, og preve 20, som er NDM-1 positiv, har kjent
karbapenemaseproduksjon, som péavises av MBT STAR-Carba. For prove 14 gjenspeiler ikke
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dette resultatet av fenotypisk lappediffusjon, som ble negativ for MBL, og dermed NDM-1.
MBL ble heller ikke pavist ved fenotypisk lappediffusjon av preve 20.

Manglende eller feil pavisning av karbapenemaseproduksjon ved lappediffusjon kan skyldes
for eksempel svikt i antibiotikalappene eller at bakterien ikke uttrykker karbepenemasen
fenotypisk. En annen usikkerhet ved fenotypisk lappediffusjon er at enkelte bakteriestammer
kan ha egenskaper som gjor det vanskelig a fa til en fullstendig homogen bakterielosning,
f.eks. dersom bakteriene lgses dérlig i vann. Dette kan forarsake en falsk for lav tetthet i
bakterielgsningen. Sverming er en annen egenskap ved noen bakterietyper som ogsa kan gjere
avlesning av hemningssone utfordrende. Preve 20 er en Proteus mirabilis som svermer pa
vekstmedier, noe som kan vere en grunn til at NDM-1 ikke ble pavist ved fenotypisk
lappediffusjon for denne proven. Ettersom provene 14, 15 og 20 fikk uventede svar ved bruk
av fenotypisk lappediffusjon, vil et videre tiltak vere & utfere en ny fenotypisk lappediffusjon

av de aktuelle provene for 4 underseke om samme resultat reproduseres.

EQS-prosedyren «kESBL/ESBL Carba hos Enterobacterales, screening, funn, besvaring» (22)
sier at bekrefting eller avkrefting av karbapenemaser/karbapenemasegen forst skal skje etter
en samlet vurdering av fenotypiske og genotypiske tester. Dette fordi det er usikkerheter,

begrensninger og mulige feilkilder ved de ulike metodene.

4.2 Videre tiltak for vurdering om MBT STAR-Carba kittet skal tas i bruk ved AMM
For & kunne vurdere om MBT STAR-Carba kittet kan tas i bruk for deteksjon av
karbapenemaseproduksjon i Gram-negative bakterier ved AMM, er det nedvendig med videre
utpreving av metoden. Bakteriestammene som ble analysert i bachelorprosjektet bar
analyseres flere ganger ved bruk av MBT STAR-Carba, for & underseke metodens
reproduserbarhet og repeterbarhet. I tillegg ber bakterieisolatene 25-34 helgenomsekvenseres,
da disse ikke var helgenomsekvensert i forkant av bachelorprosjektet. Deretter ber ny
resultatsammenligning ved bruk av metodene MBT STAR-Carba, PCR, fenotypisk
lappediffusjon og O.K.N.V.I. Resist-5 utfores.
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5 Konklusjon

Ved bruk av MBT STAR-Carba kittet ble karbapenemaseproduksjon detektert i alle de 23
bakterieisolatene som i forkant av bachelorprosjektet fikk pavist karbapenemaseproduksjon
ved helgenomsekvensering. Dette ble ogsa bekreftet ved hjelp av de andre metodene som ble

undersokt.

Det forekom uoverensstemmelser i resultatene mellom MBT STAR-Carba og de andre
anvendte metodene; fenotypisk lappediffusjon, PCR og O.K.N.V.I. Resist-5 for prevene 25,
30, 33 og 34. MBT STAR-Carba detekterte hydrolyse av imipenem i prevene selv om de ikke
hadde kjent karbapenemaseproduksjon, eller fikk dette pavist ved bruk av de andre anvendte
metodene i bachelorprosjektet. For & vurdere om hydrolyseringen skyldes en tilfeldig feil av
MBT STAR-Carba eller en karbapenemase som ikke pavises med de andre anvendte
metodene i prosjektet, er det nedvendig & utfere helgenomsekvensering av de aktuelle

bakterieisolatene.

Videre tiltak i form av reanalysering av alle bakterieisolatene og helgenomsekvensering av
aktuelle bakterieisolater méa utferes for & vurdere om MBT STAR-Carba ikke bare kan pavise,
men ogsd med sikkerhet kan avkrefte karbapenemaseproduksjon i bakterieisolater. Det ber
ogsa utelukkes om eventuelle feil kan skyldes autohydrolyse. Dersom MBT STAR-Carba
etter videre tiltak viser god presisjon, resultatene stemmer overens med de andre anvendte
analysemetodene og uoverensstemmelser i praver hvor hydrolysering av imipenem ble
detektert utelukkes ved helgenomsekvensering, kan analysemetoden vare et godt tilskudd for
a detektere kjente og ukjente karbapenemaser i Gram-negative bakterieisolater ved avdeling

for medisinsk mikrobiologi ved St. Olavs hospital.
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7 Vedlegg

Vedlegg 1

En fullstendig oversikt over Giske og kollegaer sitt forslag om klassifikasjon av ESBL inn i

subgruppene ESBLA, ESBLMm 0og ESBLcarsa. Figuren viser ogsa definisjonene av de ulike

subgruppene. Figur tatt fra (64).

carbapenems

Acquired B-lactamases with hydrolytic activity against extended-spectrum cephalosporins and/or

B-Lactamase classes

ESBL, ESBLy, ESBLCaRpA
High prevalent ESBL, | ESBL,; ¢ (Plasmid- ESBLcaRBA-A
CTX-M mediated AmpC)
TEM-ESBLs CMY GES-2, -4, -5, -6, -8
SHV-ESBLs FOX NMC
VEB MIR SME
PER MOX IMI-1, -2
DHA
LAT
BIL
ACT
ACC
Low prevalent ESBL, | ESBLy; (OXA-ESBL) | ESBLcsrpa.s (MBL)

GES-1,-3,-7, 9
SFO-1

BES-1

BEL-1

TLA

IBC

CMT"

OXA-10-group
OXA-13-group
OXA-2-group
OXA-18
OXA-45

IMP
VIM
SPM-1
GIM-1
SIM-1
AIM-1

ESBLarEaA.D (OXA-

carbapenemases)
OXA-23-group
OXA-24-group
OXA-48"
OXA-58-group

Operational
definition

Non-susceptibility to
extended-spectrum
cephalosporins

AND
clavulanate synergy

Non-susceptibility to
extended-spectrum
cephalosporins

AND
phenotypic detection
(ESBLy; )

OR
genotypic detection
(ESBLyp)

Non-susceptibility to
extended-spectrum

cephalosporins and at
least one carbapenem

AND

ESBL(yrpa detected
with phenotypic and/or
genotypic methods

2Resistant to clavulanic acid inhibition.

"OXA-48 producing isolates may appear susceptible to cephalosporins in vitro.
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Vedlegg 2

Norsk oppsummering av fremgangsmaten beskrevet i brukermanualen for MBT STAR-Carba
kittet: «Instructions for Use MBT STAR-Carba Kit» (56). Den norske fremgangsmaten er
benyttet i bachelorprosjektet.

Tillaging av MBT STAR-Carba Antibiotic Reagent:

1. Ta MBT STAR-Carba Antibiotic Reagent, samt MBT STAR Buffer, ut av fryseren og
vent til de nar romtemperatur (20 - 25°C).
o Antall beholdere med MBT STAR-Carba Antibiotic Reagent som er
nedvendig kan regnes ut ved formelen nedenfor:

(Antall pregver + Antall kontroller)

Antall beholdere = 3

2. Bland bufferen kort vha. vortex.
3. Apne MBT STAR-Carba Antibiotic Reagent, og ta ut rerene.
o Ristned innholdet.
4. Tilsett MBT STAR Buffer (50 pL) til hver tube med MBT STAR-Carba Antibiotic
Reagent og mix vha. vortex i 30 sekunder (+/- 5 sekunder).
o Pipettespissen skal ikke berere roret ved avsetting.
5. Lalesningene sta i 2 minutter (+/- 30 sekunder) for de igjen vortexes i 30 sekunder

(+/- 5 sekunder).
Tillaging av MBT STAR Matrix:

1. Ta MBT STAR Matrix og MBT STAR Matrix solvent ut av fryseren og vent til de nér
romtemperatur (20 - 25°C).

2. Bland MBT STAR Matrix solvent kort vha. vortex.

3. Tilsett MBT STAR Matrix solvent (50 pL) til MBT STAR Matrix tuben og mix vha.

vortex 1 2 minutter (+/- 30 sekunder).
Carba Workflow:

1. Sett inkubator til de rette innstillingene: 35°C (+/- 2°C) i 30 - 35 minutter, risting ved
750rpm.
o NB! Enkelte bakterietyper, t.d Acinetobacter spp., skal ha forlenget
inkuberingstid, 60 — 65 minutter.
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. Host kolonier fra stammereferansene/prevene vha. hvit ese (1 pL), og slem disse oppi
tillagde MBT STAR-Carba Antibiotic Reagent. Bland godt slik at lesningen blir
homogen og blakket.
o Lesningen skal ha samme utseende som fortynnet skummet melk.
o NB! Var konsekvent med mengde bakterier og farge pa losning.
. Vortex lgsningene i 10 sekunder (+/- 5 sekunder).
. Inkuber losningene ved de oppgitte innstillingene, under risting.
. Klargjer instrumentet, MALDI Biotyper sirius. Skriv ut preveoppsettet pa
provebronnene.
o Hver preve/kontroll far tildelt 2 brenner.
. Tilsett aktuelle kolonier og MBT STAR-ACS (1 pL) i angitte brenner. La torke.
. Tilsett MBT STAR Matrix (1 pL) til alle de brukte brennene. La torke.
Sett pravebrennene pa instrumentet, MALDI Biotyper sirius, og folg prosedyren i

«MBT STAR-BL Module User Manual» (9).
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Vedlegg 3
Pakningsvedlegget til O.K.N.V.I. Resist-5. Fremgangsmaten for metoden kan sees under

overskriften «VIII. Procedure».

o.rc.n.v.l. RESIST-5 R
Soence Fark CREMYE
CORIS e
\ BinConcapk c G BELSHIM

Tel.: «220)81_T18.817
Fax 320181 T19.819

werw. coriablocom cnsbio.com

IFU-5BR11TEMA

In vitrg rapid diasgnostic test for the detection of OXA-48, KPC,
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carbapensmases in many cooniies. On the olher hand, cles OXA48 ype
carbapenamases are the most chalisnging resisiance mechamsms o be delecied by
clincal |aboratories. YIM s nol only present in Enlercbacienacess bl & abo ighly
prevalent in non-fermenting bachena.
Class B IMP-type is a plesmid-mediated carbapansmaze that shoold be regarded a8 a
majr polential problem since Tey degrade not only C3G but also carbapenem
anirmicrotal diag lke imipenem. (nhdbsortased phenotyplo confirmasary iests enst for
e confrmation of class A [KPC) and class B (ViM, 8P, NDM) carbapenemases,
Mowadays, definitve confrmasion of CPO resstance mechansm. reliss oo molscular
The=ss hesits are xpensive and can only be periormed in dedicated envsironment
and by skilied persornel. hence bting Sher more gensrlinad usage
O MY.L RESISTS tes s pant of Costs BoConcept RESIST range of antrmicrobat
ressiance diagnostc tesis

1. PRINCIPLE OF THE TESTS

These iesis are ready 1o vss and ane Bassd on 4 membrane bechnology with colloidal
gold manoparticies. Cur ot is aimed %o te detection of carbapenemases from a singe
bacieral colony isolate of Enlerobacienaceas or NFGMB growing on agar plate. Each
pouch comtais: 2 laleralios casssfss for the identification of (i) OXASE, KPC, NDM
ard (i) VK and (K9P,

ation of QXA-28, KPC and NOM. A nirocelucse membrane s sensitissd with:
{1] a monocional -antibody drecled aganst OXA-48 . rbapenemases and vanants
fexoepl CXA-T63-lie carbapenemases) (70° line)
2] a monaocional ambody diescted against KPC catapenemases (K" ing)

wmw-muwdmnnumm:u a conjugate
directed agansl a second spitope of fe KPC cabapensmase, a third congugale specific

fio NDA carbapenemase and a conirol conjsgale o ovalid the best conditions_

Identification of ¥IM and IMP. & is Wit

4¥] a monocional direcied against VIl carbapenemases [V ine]

d!}:mﬂnﬂmﬂ direcied aganst A° carbapenemases |'I'H.r|l]:|

{3) a comtrol caplue reagent {upper "C° bne |

Three dfierert oolioidal gobd namopanticies. comugates are dned on @ membrane: a

wwwwmﬂmm o conjugale dreced agamnst IMP

carbapenemases and @ control conjugabs.

Wihen e provided buffer mmmwlﬂ bacieria comes info contact with

he sinp, the solublised conpugales migrale with the sampls by passive difuoon, whie

and sampie malenal come Mo comtact wilh the immobiksed respectie

antbodiss Sl ane atsorbed onio the nrcoelkiose stip. d e sample conlains an D00

48, KPC, HOM, VIl oo INF ol mase, the respective comploxes mads of the

conjuates and either DXA-18, or , or MDK or Vi or IMP will reman bound & heir

respecie specific ines (DNA-48 l:rhnu KPC 5 line; MOM @ N iine, VIM Y Hina,

WP - °F° line ). The migration continues by passive diffuson and both conjugales and

sampks matenal comes into conlact with the jupper) line control reagent Bhal binds 8 contral

conjugats "C lne), thereby producing = red lne.

Thee result & visible within 16 mireres n e form of red ines on the strp

1. REAGENTS AND MATERIALS
1. OUK.NY.L RESIST-E (2x20 cassoties)
) ssalsd potsches containing bwo laleral-flow cassstics and ons desiccant.
Each cassette contaire one sensboed sinp.
2 L¥aA buffor vist (16mi)
‘Saline soiution bullened 10 pH 7.5 containing TRIS, Nah (<0.1%) and a dessrgem

3.  instruction foruse {1}
4. Eomi-rigid disp [l tubas with o

v, SPECIAL PRECAUTIONS

= All operations linked to the wse of the tesd must be perioemed in aooordance: with Good
Laboratory Pracicas (GLP).

= Al reagenis are for in vitro dlagnastic uss only

= Pouch mizst be opensd with care.

=Mwaid iouching nitrocedinoss with your ngers.

nghw:whmmndllg =am|

= Mewer use reagents from ancther kit

= Gresn knes indicals immonoreagents adsoption sites. Green colour disappears. dunng
e el

= The guality of fe reagents cannol be guaranieed beyond thetr sheif-ie dates or if
FEAQENES aFe not siored undes required conditions as indicofed i the inseri.

{20

L2 o

V. WASTE DISPOSAL

= Dispose of gioves, saabs, test tubes and used devices in accorcance with GLP.

= Each user is responsibie ke the management of any wasie produced, and must ensure
#hat 5 cispased of in accordance with the applicable legisiation.

Vi STORAGE

= A pnopened pouch may be oeol af between 4 and 30°C and used ungl the sheif-ife
date indicased on the packaging. Once the pouch & opened, run the test mmediately

= Avod freezing devices and beafler.

Vil SPECIMEN HANDLING AND COLLECTION

Epacimens io be lesiad should Be obfained and handed by standard micmbiologics
methoos.

Bake sure that e specimens ane not. iresxisd with sokaons conaining formaldehyce or
s derfvatives
mmwm»mmmmm;smmmluuumm

LR PROCEDURE
PREPARATICNS OF THE TEST:
Almlﬂlmmmmmnp-u'mdpmpg.ird:pmmlmﬂtﬂutmmupmn
contaning colony %o be lssted was kept ol 4°0) o egulibrals ot room empsmabere
{15-30"C} befors parorming a test.
iOpen the powch and remove e device. Once opened, run the lest immedasely. ingicale
bent’s name or specenen nomber on he denvice [one devioe per sample).
IMEN PREPARATION PROCEDURE:
Performance claims with regard to sample types other than bactenal colanies have not
been estabiished. We recommend e use of fresh bactenal colonies for apbmal test
performance,
Prepane ane semi-rigid lube and add 12 diops of LY A buffer in the lube

1.

2 Harvesi bactena by laking cne colomy wih o disposable baciericicgical loop and
cip tres boop i the bofom of the semi-igid lube containing the utfer

3 Sor ;onoughly before removing e ioap.

4. Inserl tighily e dropper on e seae=ngid {ube.

5 Vorex the p 1\ ta hom The entre colony mest be
suspendsd rio the butier

B

Invaert the fes? fube and add siowly lﬂ‘up:i:!lndmgllumlnmx ample well
of each of the o casseties (abelled (1} NOM, KPC WA-48 and (i) INF and
ViM  Alternatively, add 100ul of diuied sample wih a micropipeSe o each
cassets sample wal.

7. Aliow to react for 18 mm max and read the resull.

v 1

-
\ J ——
@
Positte results may be reporied as soon as the text and condrol lines become visible.
Do mot take the appearance of new lines into account after the reaction time has

K ha resutt must be read on st wet strip.

. INTERPRETING RESULTS
The results are (0 be nierpreted as folows for sach of the two casseties
ftost result a redish-purple ine appears across e central neading window at
e Condrol kne [} position. Mo other line is presend.
Positivo tost result- nio o lire ak the Control Bna (C), 2 wisble
rRds B r= ab oo of #he Tesl bnes. hion (“W° or B or %0°) on casselie
% KP?HI:II.MWSMMIWTEPD:MI Dtlu.lmrrnr W) on cassette
Imbetied {ii} IM® and YIM. niensity of the: fest ne may wary according jo e guaniiy of
ns as veell as of Se vaniant e sampls. Any meddis h-purple lest line
[ ,WRC, MO, VIM and should be considemnd 3z a poafve
resull
I a postive iesi ine appears beside of fe "0 mark, the sampie contains QA4S ar
ONA-48- e wariants. Il appears beside the "K° mark, the sample contaims KPC vanants;
Beside the "N° mark, the =ampls containe MOM the "™ mark, the sample contains VIM;
ard bemde of the T mark, IM® iz present in the sample. Combinations of positive et
lines can ocour.
in ihis case the sample contains the c n of several cart e
linvalid test resait The absence of a Contmd ine indicales a falure in e fesd procedore.
Repeat inwalid 1esis with a nesw les) devics
Maole: during the drying process, a very fainl shadow may appear n the Test ine posSons.
1t should not be regarded @ a posfve nesult

present in
P, ewen weak,
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A.  Debection Limit
The: detecson limit determined with purtiied recomibinant prossins. of (00A-48, KPC, MOM,
Vi and IMP hase been evaluated at 0. 125 ng'mL, {625 ng/mL. 0.25 ngiml. 0223 ngimL.
and 188 ngiml. respacinely

B. Rotrospectivo study

Bty e (Tou o 30T 5]
Specificity: M (363 00 W)
Posie Predicive value: M % BELDS TD0 W)
Megative precictive value: 86.9% (1.7 0880 N)
Agreemert: 7B (1BD6)
Malpcular method T
WP test ; -
Positre 1B I [i] 1t
Mogative a | 148 148
Totl 18 | 148 ]
95 % Confidence imenval *
Senaiindty: B2 (BG5S BB %)
Specifici MR OEE o 100 W)
Pwmg;!munvaluu WS (PRS0 100 %)
Megative predichive vaiue: 88.0% {947 w996 %)
Agresmert a8 i {IE )

C. Ropsatsbility and reprodocibiity

To check in¥a-baich accuracy (repeatabiity), the =ame posiive sarmpies and a buSer
sclulion wers processad 15 Smes on kits of the same production baich in the mme
experimanial condiions. Ad ciserved resulls were corfrmed as expeched

To check imter-batch accuracy (reprodecibiity), some samples (positve and befierwere
mocesssd on kis fom thres d@ferent producson baiches. Al resufts wers confimmed s

Xl LIMITS OF THE KIT
The tesi s quabtagve and cannot predict the guantity of antigens present in e sample.
Cinical presantation and cther tesi esutis mest be Bken o consideration (o estabish
diagrss. lpnmmdusrumlewtm prssibdity that other ardbiclic ressiance
Mecansms D presen
Xl EH.PI!{BLBIEICWN’I‘B
¥ you facs a technical problem or if performandces do nod cormespond with those indicalod
i this package insert
1. Fecon the ot numbser of the kit concermed.
Z I possibls, keep the sample o the appropnale siorage Domtbmdlrrl; the
compiaint manageme.
& Contact Coris SoConcept izlient careiconsbin. com ) or your looal distribor.
XIH.
A J Weshey MacDonald aed V. Chibabhal Evileslios of ithe RESIETH OHMYV
inase: hrsssalograssie |meral Dow asay Tor th rapid detection of OXKA-48, KPC. NDM

il VIl £ plseh s from Bsalabes Ao Mevotringy 20719;1
B. T Plale 5 Deanel Daection of

n
iy Sdre flve A M of tha Fi Sacely of La
15, 21110 Belgum
c D-nl-.lﬁ WBLTEL,BHE Favala A Dented L, Jouisst AR Barmabew E Bonnis RA_
. ol BPC-23. & KPC-2 venant lachig

ns
¥ I.I-ﬁhm&-wnh-l

The fest cassettes were vabdaied by companson with reference molecular method ety J Ch 2009 Aug 1.7 AR E2TIN.Z0E
jvalidated in house mulbpks PCR inchsding sequencing) in the Mabonal Relsence 0. Beclond &, mluuwnmumng%ra.mk
i il Gl 6f ST AT iee-fr U ting Enlinah sriacn s it Efmpe
um %ﬁm’?&w "'me"mmmm‘mm. e ke e e by miatal cipats By 47 Soatmrian iy 2011, Emen Survalh 258 Febr 51
Coleted etwaen 2013 and 201 flam T4 Belgan hosphats E. Olvaire s, upguen WE Cram Nagales Baciers Sasiear Pulshing: 5948 Jun 3678
F. nnu.u_mugnmu.cu&nlc.ma.mamv.waﬂ.wu
Modocular method | A Compaiieon o fros it for detiolon of Carbapirimai in Enbeioba ek wilh of sl
5 - Positive Negative Total of i algustivn. Gl Microkiol nfee 2019 Mar 18, pi 511987430 19381041
Positive 40 o i A0 . muar.limd ﬂir:-hﬂ b::’ hlmmm;nmnnnu tﬂﬂ
raarwed i Ao al &q i ragh
a 124 124 Vf-‘mﬁﬂbﬂm’u,h g
Tatal an I [ | i
95 rrm—— H - ¥, Ewrisd B, Husng 7O, wrﬁ?mﬂ“EHSIA“gTWm:
Sensitivity: 0 {897 to 100 %} e 2014 Fais & doi: 101083
ificity: 10 98,3 to 100 %) L MAM&.WLWG mc WA.BHII Birgy A Didurctan
Poaitve Predicive value: 100 % (531 I 100 %) Cadiure  Liing an
Megative predctive vaee: 100 % 195.3 ko 100 %) HMA.NLWMM!TJOK“"M Mww 201E Nov
Mo #00 % (154184 15 beiats-H a1, Bk 1. Mubmaren A, Friorich A Murius D, Seeire 5. Jurks
i wilelifa, food. 8 CEftpRnE anrras
Muolooular method n,-nm'u:m-* Clin Micrabiol infecl 2018 Dee2a)12) 1241 :E B
KEC tuxt Paositive Hegative Total W Oesimsi ©, Mnhlun Faged dalechin of OOUA S5 Rla, WPC MDA and Wikl
i e Eur J Clis
Positren Fa ] o i 28 Microel Hﬂ'lﬁ 2098 Hew 1T, I:.?L|Q.WM1W-!
Hegativa 0 135 ] 135 L Koletda C. Basoll B, Canmicals A, Bosset R, Dauwilder 0, Liunent F. Evabiabn of i New
Tot o) | A | Hha Mudtpian im aphle QR MYV, KEaT Astay o Rupd Dwlincten of 00448 e
TN s T HPC, MDA, e ikl Carbaparaeeses. J Cils Microbiol 286 Oct 25;58( 1) 124718
00 % 3.4 I 100 %) il '8 uw?urm,u & Oodwer, M. Lambot, T_ Leclisain 0 Aried Y. Bestarara
Sensitivity: 2 anid ek PE33Y - furw  Frvidieed  fod Gers o its 2
ificity: 100 % 7566 o 100 %) tiju. and i
Proaitive Erodicive value: 100 % {834 1o 100 %} 2 Wmum- z:-ﬂ.mu. A i
Magative practct Oaupeeyeshs, T.0. Hadng, 5. P. Bagaurti. wilialiony T
Iumummsl' T ::: ﬁs‘fﬂ:.:::‘l*‘ e kil fenk asdy Roi mwm ﬂuuna Dk piveciy Diearia. 2B Eurtpas
3 Dmll of Clinkad and April 21 =
21!. B
Modecuiar methad o & 0. Gileman, meﬂ.ﬂ.uﬂ.tld"l‘.
Positive Hogative Total ——
WOM test | 2T
Posithee 3 1] FR s
Negative a § 130 i 133 P Clewitiouwthi N Al-Bayiaad G, Bakour 8, Rolsin J8, Chosshssd G Privslencs s vergence
Towml W I 130 I i ﬂuwag&w&?wm btk 6 Madldrandat besn Ot Ay
85 % Confidence (nierval | 3 et
Sensitivity: 9.2 % (5.2 o 37T %) d Lislupdats 21 SEPTEMESS m2b
Spoc! o o % 964 o 100 %) -: ai Clmlomue numis: Mauiacare
Prsitve Predicive value: 100 % 1853 1 100 %)
Magative predictive valse: 97.7 % (F3.0 o 594 %) WD in vy i Tt pahara e
Aoremment. a2 % {164 [: i et ‘R. S
Covtmre suflichan m
Malncular method ? [p=iree - Bidien, oot
Vil tost P Wagities Tkl . [ e~y @
Fositive % o | 36 L] et -
4 [F 128 o 2
Total 0 [ & ] T4 8 Wemp oy - U by
o5 % Confidence inferval ¥l SRE it I T ke I:Ml.i-l:liduun

! Waweamba, Aoein G Two-Bded Confdence kv fe B Snge Properton: Comparson of
i Mehods,” Stavatios i et 17, BST-E72 [ TH0E)
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Vedlegg 4

Resultater fra fenotypisk lappediffusjon med kittet «KPC, MBL and OXA-48 Confirm Kit:

Carbapenemases» fra Rosco.

Koloni Antibiotika Hemningssone (mm) | Differanse fra meropenem (mm) Resultat

Meropenem + Phenylboronic

Prgve 1 MRPBO 22,8 -0,8 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 21,2 -2,4 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 21,0 -2,6 KPC Neg
Temocillin 30 pug 10,4 13,2 MBL Neg
Meropenem 10 ug 23,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 2 MRPBO 29,2 2,8 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 26,8 0,4 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 25,6 -0,8
Temocillin 30 pug 21,8 -4,6
Meropenem 10 ug 26,4 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 3 MRPBO 20,8 9,9 KPC Pos
Meropenem + DPA MRPDP 13,0 2,1
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 11,0 0,1
Temocillin 30 ug 12,0 1,1
Meropenem 10 ug 10,9 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 4 MRPBO 13,2 1,0 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 25,8 13,6
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 13,0 0,8
Temocillin 30 ug 9,0 -3,2
Meropenem 10 ug 12,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 5 MRPBO 27,7 -1,5 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 29,4 0,2 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 30,6 1,4
Temocillin 30 pug 18,0 -11,2
Meropenem 10 ug 29,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 6 MRPBO 22,4 13,4 KPC Pos
Meropenem + DPA MRPDP 9,0 0,0
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 9,0 0,0
Temocillin 30 pug 9,0 0,0
Meropenem 10 ug 9,0 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 7 MRPBO 21,2 -0,4 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 21,4 -0,2 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 21,4 -0,2
Temocillin 30 ug 9,0 -12,6
Meropenem 10 ug 21,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 8 MRPBO 16,2 -3,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 21,6 2,4 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 21,4 2,2
Temocillin 30 ug 22,4 3,2
Meropenem 10 ug 19,2 -
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Meropenem + Phenylboronic

Prgve 9 MRPBO 20,0 1,4 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 19,0 0,4 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 19,4 0,8
Temocillin 30 ug 9,0 -9,6
Meropenem 10 pg 18,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 10 MRPBO 15,6 0,2 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 21,8 6,4
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 16,7 1,3
Temocillin 30 ug 9,0 -6,4
Meropenem 10 pg 15,4 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 11 MRPBO 22,2 11,7 KPC Pos
Meropenem + DPA MRPDP 12,4 1,9
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 12,0 1,5
Temocillin 30 ug 18,4 7,9
Meropenem 10 pug 10,5 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 12 MRPBO 9,0 0,0 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 21,4 124
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 9,0 0,0
Temocillin 30 ug 9,0 0,0
Meropenem 10 pg 9,0 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 13 MRPBO 19,0 -2,2 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 19,0 -2,2 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 19,4 -1,8
Temocillin 30 ug 9,0 -12,2
Meropenem 10 pg 21,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prove 14 MRPBO 9,0 0,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 11,4 2,4 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 9,0 0,0 KPC Neg
Temocillin 30 ug 9,0 0,0 MBL Neg
Meropenem 10 pug 9,0 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 15 MRPBO 28,8 12,6 KPC Pos
Meropenem + DPA MRPDP 18,7 2,5
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 17,0 0,8
Temocillin 30 ug 23,6 7,4
Meropenem 10 pug 16,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 16 MRPBO 23,8 7,7 KPC Pos
Meropenem + DPA MRPDP 17,2 1,1
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 17,2 1,1
Temocillin 30 ug 16,6 0,5
Meropenem 10 pug 16,1 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 17 MRPBO 10,6 1,6 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 22,6 13,6
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 10,4 1,4
Temocillin 30 ug 9,0 0,0
Meropenem 10 pg 9,0 -
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Meropenem + Phenylboronic

Prgve 18 MRPBO 20,5 -1,1 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 21,6 0,0 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 22,7 1,1
Temocillin 30 pg 11,4 -10,2
Meropenem 10 ug 21,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 19 MRPBO 18,0 0,8 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 23,0 5,8
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 18,0 0,8
Temocillin 30 pg 9,0 -8,2
Meropenem 10 pg 17,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 20 MRPBO 19,4 -1,6 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 23,0 2,0 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 21,0 0,0
Temocillin 30 pg 25,7 4,7
Meropenem 10 pg 21,0 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 21 MRPBO 16,4 2,6 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 21,2 7,4
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 16,0 2,2
Temocillin 30 pg 15,0 1,2
Meropenem 10 pg 13,8 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 22 MRPBO 16,8 3,1 MBL Pos
Meropenem + DPA MRPDP 21,4 7,7
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 12,2 -1,5
Temocillin 30 pg 9,0 -4,7
Meropenem 10 pg 13,7 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 23 MRPBO 22,2 0,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 20,3 -1,9 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 22,9 0,7
Temocillin 30 ug 10,4 -11,8
Meropenem 10 pg 22,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 24 MRPBO 20,0 1,2 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 20,0 1,2 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 19,0 0,2
Temocillin 30 ug 9,0 -9,8
Meropenem 10 pg 18,8 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 25 MRPBO 28,9 0,1 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 29,8 1,0 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 30,5 1,7
Temocillin 30 ug 19,0 -9,8
Meropenem 10 pg 28,8 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 26 MRPBO 30,6 0,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 30,6 0,0 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 31,0 0,4
Temocillin 30 ug 18,4 -12,2
Meropenem 10 ug 30,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 27 MRPBO 29,6 0,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 29,6 0,0 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 29,6 0,0
Temocillin 30 ug 23,6 -6,0
Meropenem 10 pg 29,6 -
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Meropenem + Phenylboronic

Prgve 28 MRPBO 28,4 1,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 26,4 -1,0 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 28,0 0,6
Temocillin 30 pug 17,0 -10,4
Meropenem 10 pg 274 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 29 MRPBO 27,6 0,0 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 26,8 -0,8 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 28,6 1,0
Temocillin 30 pug 22,8 -4,8
Meropenem 10 ug 27,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 30 MRPBO 30,4 0,6 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 29,0 -0,8 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 30,2 0,4
Temocillin 30 ug 22,6 -7,2
Meropenem 10 ug 29,8 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 31 MRPBO 30,6 -0,6 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 30,6 -0,6 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 31,4 0,2
Temocillin 30 ug 19,4 -11,8
Meropenem 10 ug 31,2 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 32 MRPBO 31,0 1,4 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 30,0 0,4 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 29,6 0,0
Temocillin 30 pug 24,0 -5,6
Meropenem 10 ug 29,6 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 33 MRPBO 29,0 1,2 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 25,6 -2,2 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 26,8 -1,0
Temocillin 30 pug 14,6 -13,2
Meropenem 10 ug 27,8 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 34 MRPBO 28,6 2,6 OXA-48
Meropenem + DPA MRPDP 27,2 1,2 like/ESBL(a)
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 28,6 2,6
Temocillin 30 ug 14,0 -12,0
Meropenem 10 ug 26,0 -
Meropenem + Phenylboronic

Prgve 35 MRPBO 23,0 9,4 KPC Pos
Meropenem + DPA MRPDP 14,0 0,4
Meropenem + Cloxacillin MRPCX 15,6 2,0
Temocillin 30 ug 11,8 -1,8
Meropenem 10 pg 13,6 -
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Vedlegg 5

Rédata fra PCR-analysen utfort ved hjelp av prosedyren «kESBL CARBA, Enterobacterales
real-time PCR» (58).

Well Fluor Target Content Sample Cq
A01 FAM VIM Unkn K+ -
A02 FAM VIM Unkn P8 -
AO3 FAM VIM Unkn P16 -
A04 FAM VIM Unkn P24 -
AO5 FAM VIM Unkn P32 -
A07 FAM KPC Unkn K+ 22,29
A08 FAM KPC Unkn P8 -
A09 FAM KPC Unkn P16 19,77
A10 FAM KPC Unkn P24 -
All FAM KPC Unkn P32 -
BO1 FAM VIM Unkn K- -
B02 FAM VIM Unkn P9 -
BO3 FAM VIM Unkn P17 -
BO4 FAM VIM Unkn P25 -
BO5 FAM VIM Unkn P33 -
BO7 FAM KPC Unkn K- -
B0O8 FAM KPC Unkn P9 -
B0O9 FAM KPC Unkn P17 -
B10 FAM KPC Unkn P25 -
B11 FAM KPC Unkn P33 -
co1 FAM VIM Unkn P1 -
Cc02 FAM VIM Unkn P10 18,99
Cco3 FAM VIM Unkn P18 -
Cco4 FAM VIM Unkn P26 -
C05 FAM VIM Unkn P34 -
Co7 FAM KPC Unkn P1 -
C0o8 FAM KPC Unkn P10 -
Cco9 FAM KPC Unkn P18 -
C10 FAM KPC Unkn P26 -
C11 FAM KPC Unkn P34 -
D01 FAM VIM Unkn P2 -
D02 FAM VIM Unkn P11 -
D03 FAM VIM Unkn P19 19,11
D04 FAM VIM Unkn P27 -
D05 FAM VIM Neg Ctrl Neg -
D07 FAM KPC Unkn P2 -
D08 FAM KPC Unkn P11 17,55
D09 FAM KPC Unkn P19 -
D10 FAM KPC Unkn P27 -
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D11 FAM KPC Neg Ctrl Neg -
EO1 FAM VIM Unkn P3 -
E02 FAM VIM Unkn P12 21,09
EO3 FAM VIM Unkn P20 -
EO4 FAM VIM Unkn P28 -
EO5 FAM VIM Pos Ctrl VIM+ 27,86
EQ7 FAM KPC Unkn P3 22,30
EO8 FAM KPC Unkn P12 -
EO9 FAM KPC Unkn P20 -
E10 FAM KPC Unkn P28 -
E11 FAM KPC Pos Ctrl KPC+ 26,40
FO1 FAM VIM Unkn P4 21,28
FO2 FAM VIM Unkn P13 -
FO3 FAM VIM Unkn P21 -
FO4 FAM VIM Unkn P29 -
FO7 FAM KPC Unkn P4 -
FO8 FAM KPC Unkn P13 -
FO9 FAM KPC Unkn P21 -
F10 FAM KPC Unkn P29 -
GO01 FAM VIM Unkn P6 -
G02 FAM VIM Unkn P14 -
GO03 FAM VIM Unkn P22 -
G04 FAM VIM Unkn P30 -
G07 FAM KPC Unkn P6 22,19
G08 FAM KPC Unkn P14 -
G09 FAM KPC Unkn P22 -
G10 FAM KPC Unkn P30 -
HO1 FAM VIM Unkn P7 -
HO2 FAM VIM Unkn P15 -
HO3 FAM VIM Unkn P23 -
HO4 FAM VIM Unkn P31 -
HO7 FAM KPC Unkn P7 -
HO8 FAM KPC Unkn P15 -
HO9 FAM KPC Unkn P23 -
H10 FAM KPC Unkn P31 -
A01 Texas Red NDM Unkn K+ -
A02 Texas Red NDM Unkn P8 -
A03 Texas Red NDM Unkn P16 -
A04 Texas Red NDM Unkn P24 -
A05 Texas Red NDM Unkn P32 -
A07 Texas Red OXA48 Unkn K+ -
A08 Texas Red OXA48 Unkn P8 -
A09 Texas Red OXA48 Unkn P16 -
Al10 Texas Red OXA48 Unkn P24 18,08
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All Texas Red OXA48 Unkn P32 -
BO1 Texas Red NDM Unkn K- -
B02 Texas Red NDM Unkn P9 -
BO3 Texas Red NDM Unkn P17 21,81
BO4 Texas Red NDM Unkn P25 -
BO5 Texas Red NDM Unkn P33 -
BO7 Texas Red OXA48 Unkn K- -
BO8 Texas Red OXA48 Unkn P9 15,77
BO9 Texas Red OXA48 Unkn P17 -
B10 Texas Red OXA48 Unkn P25 -
B11 Texas Red OXA48 Unkn P33 -
Cco1 Texas Red NDM Unkn P1 -
Cc02 Texas Red NDM Unkn P10 -
co3 Texas Red NDM Unkn P18 -
Cco4 Texas Red NDM Unkn P26 -
Co5 Texas Red NDM Unkn P34 -
co7 Texas Red OXA48 Unkn P1 16,08
C08 Texas Red OXA48 Unkn P10 -
C09 Texas Red OXA48 Unkn P18 19,32
C10 Texas Red OXA48 Unkn P26 -
C11 Texas Red OXA48 Unkn P34 -
D01 Texas Red NDM Unkn P2 -
D02 Texas Red NDM Unkn P11 -
D03 Texas Red NDM Unkn P19 -
D04 Texas Red NDM Unkn P27 -
D05 Texas Red NDM Neg Ctrl Neg -
D07 Texas Red OXA48 Unkn P2 -
D08 Texas Red OXA48 Unkn P11 -
D09 Texas Red OXA48 Unkn P19 -
D10 Texas Red OXA48 Unkn P27 -
D11 Texas Red OXA48 Neg Ctrl Neg -
EO1 Texas Red NDM Unkn P3 -
EO02 Texas Red NDM Unkn P12 -
EO3 Texas Red NDM Unkn P20 20,17
EO4 Texas Red NDM Unkn P28 -
EO7 Texas Red OXA48 Unkn P3 -
EO8 Texas Red OXA48 Unkn P12 -
E09 Texas Red OXA48 Unkn P20 -
E10 Texas Red OXA48 Unkn P28 -
FO1 Texas Red NDM Unkn P4 -
FO2 Texas Red NDM Unkn P13 -
FO3 Texas Red NDM Unkn P21 19,93
FO4 Texas Red NDM Unkn P29 -
FO5 Texas Red NDM Pos Ctrl NDM+ 27,00
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FO7 Texas Red OXA48 Unkn P4 -
FO8 Texas Red OXA48 Unkn P13 18,11
FO9 Texas Red OXA48 Unkn P21 -
F10 Texas Red OXA48 Unkn P29 -
F11 Texas Red OXA48 Pos Ctrl OXA48+ 29,92
GO01 Texas Red NDM Unkn P6 -
G02 Texas Red NDM Unkn P14 20,71
GO03 Texas Red NDM Unkn P22 18,91
G04 Texas Red NDM Unkn P30 -
GO07 Texas Red OXA48 Unkn P6 -
G08 Texas Red OXA48 Unkn P14 19,16
G09 Texas Red OXA48 Unkn P22 -
G10 Texas Red OXA48 Unkn P30 -
HO1 Texas Red NDM Unkn P7 -
HO2 Texas Red NDM Unkn P15 -
HO3 Texas Red NDM Unkn P23 -
HO4 Texas Red NDM Unkn P31 -
HO7 Texas Red OXA48 Unkn P7 19,44
HO8 Texas Red OXA48 Unkn P15 -
HO9 Texas Red OXA48 Unkn P23 20,64
H10 Texas Red OXA48 Unkn P31 -
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Vedlegg 6
PCR-kurver for hhv. Carba 1 (everst) og Carba 2 (nederst) anskaffet ved hjelp av prosedyren
«ESBL CARBA, Enterobacterales real-time PCR» (58).

Amplification

RFU

RFU
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